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“O sucesso é ir de fracasso em fracasso sem perder o entusiasmo”. 

(Winston Churchill) 



RESUMO 

 

 

A Osteogênese Imperfeita (OI) é causada por uma má formação dos ossos, consequente da 

produção defeituosa do colágeno tipo I, o principal componente proteico estrutural dos ossos. 

Essa falha, na maioria das vezes, é causada por mutações autossômicas dominantes nos genes 

COL1A1 ou COL1A2. A OI não possui cura, mas existe tratamento farmacológico que reduz a 

fragilidade óssea e diminui o número de fraturas dos pacientes.  Este projeto teve como objetivo 

validar resultados previamente obtidos de detecção de mutações em diferentes regiões do gene 

COL1A1em pacientes com Osteogênese Imperfeita (OI) do Espírito Santo.Essas validações 

foram obtidas por meio da utilização de enzimas de restrição que cortam de forma diferenciada o 

alelo normal e o alelo alterado e por meio do desenho de primers alelo-específicos. As alterações 

possíveis de se identificar através de endonucleases de restrição foram encubadas a 37ºC por 

cerca de 15 horas e houve cortes diferenciados entre os alelos normais e os alelos alterados 

conforme esperado. As confirmações obtidas através de oligonucleotídeos alelo-específicos 

foram realizadas pela verificação, em gel de Agarose, da amplificação ou não dos fragmentos de 

interesse. Os estudos prévios identificaram sete mutações patogênicas pontuais e em 

heterozigose, todas associadas com a expressão clínica da OI: quatro em regiões exônicas e três 

em regiões intrônicas do gene COL1A1 e através deste trabalho foi possível validar seis destas 

mutações. Com essas confirmações, por meio de técnicas diferenciadas das utilizadas 

previamente, há maior riqueza de resultados para futuras publicações em meios científicos. 

 

Palavras-Chave:Mutações Patogênicas, Enzimas de Restrição, Validação de Resultados, 

Osteogênese Imperfeita, colágeno tipo I. 

  



ABSTRACT 

 

Osteogenesis imperfecta (OI) is caused by a poor formation of bone, which is due the defective 

collagen type I production, the main structural protein component of the bones. This failure is 

caused, most of the time, by mutations in the dominant autosomal genes COL1A1 or COL1A2. 

The OI has no cure, but there is pharmacological treatment that reduces bone fragility and 

decreases the number of fractures of the patients. This project aimed to validate the results 

previously obtained for the detection of mutations in different regions of the COL1A1 gene in 

patients with Osteogenesis imperfecta (OI) of Espírito Santo. These validations were obtained by 

the use of allele-specific oligonucleotides and restriction enzymes that cut differently the normal 

allele and the mutant allele. The digestion with restriction endonucleases was done at 37ºC for 

approximately 15 hours. The digested products were able to differentiated between the normal 

allele and the mutant alleles, as expected. The confirmations obtained through allele-specific 

oligonucleotides were carried out in agarose gel to check the amplification or not of the 

fragments of interest. Previous studies have identified seven pathogenic mutations in 

heterozygous, that are punctual and all are associated with the clinical expression of OI: four in 

exon regions and three in intron regions of gene COL1A1. Through the present study, it was 

possible to validate six of these mutations. With these confirmations, using different techniques 

of previously used, it could contribute to enhance knowledge of the disease for future science 

publications. 

Key Words: Pathogenic Mutations, Restriction Enzymes, Validation of Results, Osteogenesis 

Imperfecta, Collagen Type I.  
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1 – Introdução 

1.1 – Osteogênese Imperfeita 

A Osteogênese Imperfeita (OI) é uma desordem hereditária do colágeno tipo I 

caracterizada por baixa produção e fragilidade óssea. A severidade da doença varia muito, 

desde fraturas intra-uterinas e morte perinatal à formas muito leves, sem fraturas. 

Manifestações extra-esqueléticas típicas também estão associadas com a doença. Estas 

incluem esclera azulada, dentinogênese imperfeita, hiperlassitude de ligamentos e pele, 

deficiência auditiva e presença de ossos wormianos em radiografias do crânio (MICHELL et 

al., 2007). 

A manifestação clínica da OI, representada principalmente pela fragilidade do tecido 

ósseo, é decorrente de um profundo impacto das mutações nos genes associados ao colágeno 

tipo I sobre as estruturas ósseas, uma vez que o colágeno tipo I é a principal proteína 

constituinte dos ossos (HUBER, 2007). 

A heterogeneidade clínica observada na doença pode ser explicada, pelo menos em 

parte, pela heterogeneidade de locus e alélica, nos quais os fenótipos podem variar de acordo 

com a cadeia do procolágeno tipo I acometida e com o tipo e localização da mutação no locus 

(NUSSBAUM et al., 2008). 

O diagnóstico da doença pode ser feito ainda com a criança no útero da mãe (neonatal) 

ou após o nascimento, caso haja suspeita de OI (pós-natal). O diagnóstico pré-natal é feito 

através de ultrassonografias, a partir da 17ª semana de gestação, estudos radiográficos do 

abdômen materno, ressonância magnética, além de procedimentos invasivos que detectem 

anormalidades sugestivas de OI (reduzida mineralização do crânio, curvatura, encurtamento 

e/ou fraturas dos ossos longos). A presença dessas características clínicas é uma importante 

razão para um encaminhamento para diagnóstico molecular da OI. É possível também a 

análise da síntese do prócolágeno em células do líquido amniótico. O diagnóstico pós-natal é 

feito através de radiografias na criança suspeita de possuir OI. Fraturas recorrentes e/ou 

inexplicáveis, baixa concentração de massa óssea, de preferência com exclusão de causas 

secundárias, um histórico familiar de OI e pedido de confirmação de diagnóstico clínico, são 

todas razões para um encaminhamento para diagnóstico molecular da OI. Dependendo da 

idade de apresentação dos sintomas de OI, pode ser difícil a distinguir de outras doenças 

genéticas, como por exemplo, Síndrome de Ehlers-Danlos tipo Arthrochalasia, dentinogênese 

imperfeita isolada, esclerótica azulada e fragilidade da córnea, hipofosfatasia, e causas não 

genéticas de fraturas e osteoporose juvenil idiopática. Apenas o método de biologia molecular 
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e o estudo genético podem confirmar o diagnóstico (VAN DIJK et al., 2012; SOUZA et al., 

2006). 

A incidência de OI nas populações mundiais é variável de 1/21.000 a 1/50.000 

nascidos. Durante muito tempo, o tratamento desta doença limitou-se às eventuais correções 

cirúrgicas das deformidades, todavia, o procedimento cirúrgico nesses pacientes era 

complicado devido à fragilidade intrínseca dos ossos. Ultimamente, o uso de fármacos, como 

os bifosfonatos, pamidronato e alendronato, mudou a qualidade de vida dos pacientes de OI, 

pois reduzem a reabsorção óssea, evento normal do metabolismo ósseo, fortalecendo a 

estrutura óssea e reduzindo o número de fraturas dos pacientes (NUSSBAUM et al., 2008). 

No Brasil, o tratamento da OI é disponibilizado pelo SUS desde 2001, com a instituição da 

Portaria GM 2305/2001 (BRASIL, 2001). 

 

 

1.2 – Tipos de OI 

 A divisão clássica da OI foi proposta por Sillenceet al., (1979) levando em 

consideração os aspectos clínicos e radiológicos da doença. Por apresentar grande 

heterogeneidade clínica, estes autores categorizaram a doença em quatro tipos que são 

utilizados na literatura até hoje, como descrito abaixo: 

O tipo I é considerado a forma leve da OI. Caracterizado por estatura normal, esclera 

azulada e dentinogênese imperfeita.  As primeiras fraturas podem ocorrer no nascimento ou 

ao vestir as primeiras fraldas. Mais frequentemente as primeiras fraturas ocorrem quando a 

criança começa a andar e principalmente, ao cair. As fraturas ocorrem geralmente algumas 

vezes por ano e diminuem a frequência na puberdade. Muitas vezes a frequência dessas 

fraturas aumenta novamente na idade adulta, especialmente em mulheres pós-menopausa e 

em homens acima de cinquenta anos (STEINER et al., 2005). 

O tipo II é considerado é a forma perinatal letal da doença. Ainda no útero, há o 

aparecimento de graves e longas deformidades ósseas, incluindo fraturas nas costelas que 

podem levar a um comprometimento respiratório e eventualmente a morte. O peso e o 

comprimento do feto são reduzidos em relação à semana gestacional. Nestes casos podem 

ocorrer abortos espontâneos com os fetos mortos ainda no útero ou no período neonatal. Os 

indivíduos que se encaixam nesta classificação possuem esclera azulada e o tecido conjuntivo 

extremamente frágil. Devido à má mineralização óssea, o crânio é grande e frágil. Mais de 

60% das crianças afetadas morrem no primeiro dia; 80% morrem ainda na primeira semana e 
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a sobrevivência para além de um ano é extremamente rara e geralmente envolve intenso e 

contínuo suporte. (BYERS et al., 1988). 

O tipo III é a forma grave da doença, porém a qual o indivíduo acometido consegue 

sobrevier ao período neonatal. É caracterizado por severa e progressiva deformidade 

esquelética que pode ter início logo no nascimento. Podem ocorrer múltiplas fraturas no 

nascimento e o indivíduo pode sofrer frequentes fraturas após o período neonatal, durante sua 

vida, devido à natureza altamente frágil dos seus ossos. A incidência de fratura continua 

elevada mesmo na vida adulta. Os indivíduos têm severamente baixa estatura e por causa de 

sua deformidade e fragilidade óssea, são frequentemente confinados a cadeira de rodas. A 

dentinogênese imperfeita é comumente presente nestes pacientes (ROUGHLEY et al., 2003). 

A OI do tipo IV apresenta variabilidade fenotípica. Os pacientes podem apresentar 

desde sintomas graves a tão suaves que pode ser difícil fazer o diagnóstico. As principais 

características dos pacientes com OI do tipo IV são dentinogênese imperfeita, que é comum, 

mas pode ser leve, perda de audição na fase adulta, esclera normal a acinzentada. A estatura é 

variável e pode ocorrer impressão basilar (BASEL et al., 2009).  

Mutações que levam a uma redução quantitativa da produção de colágeno tipo I 

estruturalmente normal resultam num fenótipo mais leve de OI (OI tipo I). Mutações que 

causam alterações estruturais em uma das cadeias do prócolágeno tipo I podem afetar a 

associação da cadeia, a formação da tripla hélice, a secreção e/ou formação fibrilar, e 

geralmente resultam em fenótipos mais graves, incluindo o fenótipo perinatal letal (OI tipo II) 

(BALDRIDGE et al., 2008). 

A classificação original de Sillence et al. (1979) inclui quatro tipos de OI causados por 

mutações nos genes COL1A1 e COL1A2. Porém nos últimos anos, um número de genes não 

colágenos, cujos produtos de proteína interagem com o colágeno, tem sido identificados como 

causadores das formas raras de OI resultando num padrão de herança autossômico recessivo. 

Dentre eles estão SERPINF1, CRTAP, P3H1, CyPB, HSP47, FKBP65, TMEM38B, SP7, 

BMP1 e IFITM5. Com estas descobertas, novas formas de OI têm surgido. Atualmente a 

classificação molecular genética da OI contem tipos que incluem tanto o padrão de herança 

autossômico dominante como o autossômico recessivo e exibe ampla variação de severidade 

clínica (MARINI, BLISSETT, 2013). 

De acordo com as recentes descobertas, defeitos nos genes IFITM5 e SERPINF1 

resultam nos tipos V e VI de OI via insuficiência na mineralização óssea, enquanto que 

defeitos nos genes CRTAP, LEPRE1 e PPIB causam os tipos VII a IX de OI via modificação 

pós-translacional defeituosa no colágeno. Defeitos nos genes SERPINH1 e FKBP10 causam 
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os tipos X e XI de OI devida a comprometimento da função das chaperonas, defeitos nas 

dobras e outros processos envolvendo o colágeno, enquanto defeitos no SP7/OSX, WNT1, 

TMEM38B e CREB3L1, perturbam o desenvolvimento do osteoblasto. Por último, a ausência 

da C-propeptidase BMP1 do colágeno tipo I causa o tipo XII de OI devido à alteração na 

maturação/ processamento do colágeno (MARINI et al., 2014). As características de cada tipo 

de OI descrito estão presentes no Quadro 1. 

 

Quadro 1 – Tipos de OI causados por defeitos nos genes, e nas proteínas relacionadas ao 

colágeno que eles codificam. 

Fonte: Adaptado de MARINI et al., 2014. 

 

Embora a presente literatura descreva até o tipo XII de OI, no banco de dados de 

mutações de Osteogênese Imperfeita (http://www.le.ac.uk/ge/collagen/) já estão descritos até 

o tipo XV de OI, devido aos novos genes que têm sido descobertos como causadores de OI. 

Manteremos neste trabalho a classificação original de Sillence et al., (1979) durante todo o 

desenvolvimento do mesmo. 
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1.3 – Colágeno Tipo I 

O colágeno tipo I é a principal proteína estrutural do corpo, pois é responsável por cerca 

de 80% do teor proteico dos ossos. Ele tem uma estrutura em tripla hélice consistindo de um 

super-enrolado de três cadeias polipeptídicas, duas cadeias proα1 (I) e uma cadeia proα2 (I) 

(Figura 1) (STEPHEN et al., 2014).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Estrutura do procolágeno tipo I. Cada cadeia de colágeno é feita como uma hélice tríplice de 

procolágeno encontrado no espaço extracelular. Os domínios amino e carboxi-terminal são clivados 

extracelularmente para formar o colágeno. As fibrilas de colágeno maduro são então organizadas e, no osso, 
mineralizadas. O prócolágeno tipo I é composto por duas cadeias proα1(I) e uma cadeia proα2(I).  Fonte: 

Retirado de NUSSBAUM, R. L., McINNES, R. R., WILLARD, H. F. Thompson & Thompson – 

GenéticaMédica. 7 ed.  Editora Elsevier Medicina Brasil, 2008. 

 

As proteínas compostas por subunidades, como o colágeno, são frequentemente sujeitas 

a mutações que impedem a associação das subunidades por alteração na interface da 

subunidade (NUSSBAUM et al., 2008). 

O colágeno tipo I é inicialmente sintetizado como uma cadeia pró-alfa, com um 

propeptídeo em cada extremidade (N-propeptídeo e C-propeptídeo). Os propeptídeos são 

necessários para a associação da cadeia pró-alfa e a formação da tripla hélice que se inicia no 

propeptídeo carboxi-terminal e se estende para o propeptídeo amino-terminal como um zíper 

(AMOR, 2011). 

As cadeias de pró-colágeno são formadas de 338 repetições ininterruptas de Gly-X-Y, 

onde o aminoácido prolina frequentemente está na posição X, e a hidroxiprolina ou 

hidroxilisina, na posição Y. A glicina (Gly), o menor aminoácido, é a única unidade compacta 

o suficiente para ocupar a posição axial da hélice e, consequentemente as mutações que 

substituem essas glicinas por outro aminoácido são altamente desorganizadoras da estrutura 
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helicoidal. Estas repetições tripeptídicas conferem a estabilidade necessária à molécula para 

que a proteína seja produzida juntamente com mudanças pós-traducionais que ocorrem no 

retículo endoplasmático (NUSSBAUM et al., 2008; MARINI et al., 2007; WILLAERT et al., 

2009).  

As repetições interruptas do tripeptídeoGly-X-Y são flanqueadas pelos propeptídeos de 

ambas as extremidades amino e carboxi-terminal. Uma tripla hélice de glicina, a cada terceira 

posição da cadeia, é essencial, pois este é o único resíduo suficientemente pequeno para ser 

acomodado dentro do aspecto estericamente restringido do interior da hélice. Os resíduos que 

são substituídos por glicina rompem, temporariamente, a dobra e a propagação da hélice, 

expondo as três cadeias ao excesso de hidroxilação (ENGEL e PROKOP, 1991). 

Diversas mutações em genes das cadeias codificantes de colágeno já foram descritas em 

indivíduos com osteogênese imperfeita. Embora não exista uma clara correlação genótipo-

fenótipo, de modo geral, as mutações associadas à diminuição da quantidade de colágeno tipo 

I estão associadas ao fenótipo de osteogênese imperfeita tipo 1. Por outro lado, mutações 

associadas à alteração da qualidade do colágeno sintetizado estão associadas aos fenótipos de 

osteogênese imperfeita tipos 2, 3 e 4 (COLE, 1997; LUND et al., 1999). Aproximadamente 

75-80% das alterações no colágeno estão relacionadas a mutações de ponto que substituem o 

aminoácido glicina (LIMA, 2010). 

Estudos sugerem que mais de 90% dos pacientes com OI possuem mutações 

autossômicas dominantes em um dos dois genes responsáveis pela formação do colágeno tipo 

I, COL1A1 e COL1A2, responsáveis por codificar as subunidades pro-alfa 1(I) e pro-alfa 2(I), 

respectivamente (KUIVANIEMI et al., 1991). 

Existem duas classes de mutações no colágeno tipo I que resultam em OI: aquelas que 

causam um defeito quantitativo, resultado da síntese parcial (50%) da quantidade normal de 

pró-colágeno tipo I, e aquelas que resultam na síntese de moléculas de colágeno com 

anormalidades estruturais. As mutações que afetam 1(I) costumam originar fenótipos 

clínicos mais graves daqueles observado em 2(I), uma vez que o trímero do colágeno tipo I 

consiste de duas cadeias 1(I), mas apenas de uma cadeia 2(I) (MARINI et al., 2007; 

RAUCH et al., 2010). 
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1.4 – COL1A1 

O gene COL1A1(OMIM 120150) está localizado no cromossomo 17q21.33 e possui 

18.609 pares de base distribuídos em 52 exons e codifica a cadeia de pro-colágeno 1 da 

proteína de colágeno tipo I.  

Uma vez que o colágeno tipo I consiste em duas cadeias proα-1 e apenas uma cadeia 

proα-2, uma mutação no gene COL1A1 pode afetar a função da molécula de colágeno mais do 

que uma substituição semelhante no gene COL1A2, resultando assim numa forma de OI mais 

grave, por exemplo (LUND et al., 1997). 

São encontradas mutações patogênicas ao longo de todo gene (DALGLEISH, 1998). 

Atualmente estão descritas junto ao banco de dados online da OI871 variantes genéticas para 

o gene COL1A1. As mutações neste gene resultam nos tipo I-IV de OI, além da síndrome de 

Ehlers-Danlos e doença de Caffey. 

Estudos sobre OI vem sendo realizados desde 2006 no Núcleo de Genética Humana e 

Molecular (NGHM – UFES) coordenado pela Prof.ª Flavia de Paula, envolvendo genes que 

causam herança autossômica dominante (COL1A1 e COL1A2) e herança autossômica 

recessiva (LEPRE-1, CRTAP e PPIB-2), todos com coletas de pacientes do Hospital Infantil 

Nossa Senhora da Glória, Vitória-ES. Estudos prévios realizados no NGHM - UFES 

identificaram sete mutações no gene COL1A1 por meio de técnica triagem de mutações 

(Polimorfismo conformacional de fita simples, SSCP) e sequenciamento nestes pacientes. 

Entretanto é importante validar estes resultados, por meio de técnicas de biologia molecular 

independentes a fim de se obter dados mais completos em futuras publicações no meio 

científico.  

Por ser o gene que mais influencia a OI, é importante conhecer o padrão de mutações 

do gene COL1A1 para possibilitar o desenvolvimento de estratégias otimizadas de diagnóstico 

molecular desta doença. Além, disto a identificação e posterior validação do gene mutado 

permite que seja realizado um aconselhamento genético mais eficaz para os familiares dos 

pacientes, contribuindo com a prevenção de novos casos da doença na população. 

O presente trabalho objetiva fazer um levantamento das mutações identificadas no 

gene COL1A1 em pacientes com osteogênese imperfeita do estado do Espírito Santo, 

detectadas por meio de triagem de mutações e sequenciamento, e validar esses resultados, 

com a utilização de técnicas diferenciadas das utilizadas previamente. 
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2- Material e Métodos 

2.1 – Amostra 

Este estudo foi elaborado em consonância com o estabelecido na Resolução CNS/MS 

Nº. 196/96 e suas complementares. Todos os protocolos foram aprovados pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa do Hospital Infantil Nossa Senhora da Glória de Vitória – ES, e encontram-

se registrados sob o número 37/2005. 

O estudo de detecção das mutações (MORAES, 2011) compreendeu 33 famílias não 

aparentadas, das quais 25 representam casos esporádicos. Os demais são casos familiares 

onde ocorre a recidiva da doença na família.  

O diagnóstico e classificação da OI, para cada paciente, foram estabelecidos por um 

corpo clínico especializado, constituído por pediatras (Dr. Valentim Sipolatti e Drª. Vanda 

Regina Rangel Nunes), um ortopedista (Dr. Akel Nicolau Akel Júnior) e um geneticista 

clínico (Drª. Maria Regina Galveias Oliveira Rebouças), com base nos achados clínicos e 

radiológicos, incluindo histórico familiar e ocorrência de fraturas ósseas. Foi adotada a 

classificação clínica tradicional que inclui os tipos I, II, III e IV, descrita por Sillence e 

colaboradores (1979). Contudo, o estudo foi direcionado apenas aos tipos I, III e IV em razão 

da dificuldade de classificação clínica e coleta de amostras para os demais tipos (II, V, VI, 

VII, VIII, IX, X, XI e XII). 

Foram coletados entre 2 a 5 ml de sangue periférico de 33 pacientes com OI não 

consanguíneos (25 casos esporádicos), em tubos de coleta a vácuo contendo EDTA 5%, entre 

os anos de 2006 a 2009, atendidos no Hospital Infantil Nossa Senhora da Glória de Vitória/ES 

(HINSG). Assim, a amostra consistiu de 19 indivíduos do sexo masculino e 14 do sexo 

feminino, totalizando 33 pacientes, com faixa etária variando de 1 a 16 anos, média de 7.90 

±4.55 anos. 
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2.2 – Levantamento das mutações 

As mutações no gene COL1A1 previamente encontradas, foram detectadas nos 

pacientes com OI de registro de laboratório C2, C9, C20, C25, C31, C37 e C44 (Figura 2). Os 

dados clínicos coletados para cada paciente e as mutações identificadas estão descritos nos 

Quadros 2 e 3. 

 

Quadro 2 - Relação de Pacientes com mutações identificadas no gene COL1A1. 

Registro Sexo Idade F/E Tipo da OI Fraturas DO 

C2 M 14 E III 19 moderada 

C9 F 16 F I 5 - 

C20 M 13 E III incontáveis moderada 

C25 F 5 E I 14 leve 

C31 M 16 F I 2 - 

C37 F 2 F I 4 leve 

C44 F 6 E IV 10 leve 
Fonte: Elaborado pela autora. 

F: OI familiar; E: OI esporádica; DO: grau da deformidade óssea. 

 

 

Quadro 3 - Descrição das mutações identificadas. 

Registro Tipo da Mutação Fragmento Mutação 

C2 frameshit(deleção) exon 45 c.3239delC 

C9 missense exon 45 c. 3235G>A 

C20 splicing intron 27 c.1875+1G>C 

C25 missense exon 17 c.1138G>T 

C31 frameshit (deleção) exon 40 c.2750delG 

C37 splicing intron 37 c.2559+1G>A 

C44 splicing intron 16 c.1056+1G>A 
          Fonte: Elaborado pela autora 

 

Após o levantamento das mutações previamente identificadas em pacientes do ES, os 

seis exons utilizados neste trabalho foram amplificados por Reações em Cadeia da Polimerase 

(PCR) segundo Saiki et al.(1985), Mullis et al.(1986) e Innis e Gelfand (1990) para testar o 

funcionamento dos reagentes. Utilizou-se primers específicos do fragmento em análise que 

anelam em regiões do gene COL1A1 e os resultados de amplificação foram confirmados por 

eletroforese em géis de poliacrilamida. Dentre as técnicas de validação (endonuclease de 

restrição (RFLP), primers alelo-específicos (PCR-ASO), clonagem, resequenciamento, etc) de 

mutações, foram avaliadas as melhores condições em cada caso. Foi dada a preferência para a 

técnica de endonuclease de restrição.  
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Figura 2 – Eletroferogramas de Pacientes com Mutações em α1(I). a) Mutação heterozigótica c.3239delC no 

paciente C2; b) Mutação heterozigótica c.3235G>A no paciente C9; c) Mutação heterozigótica c.1875+1G>C no 

paciente C20; d) Mutação heterozigótica c.1138G>T no paciente C25; e) Mutação heterozigótica c.2750delG no 
paciente C31; f) Mutação heterozigótica c.2559+1G>A no paciente C37; g) Mutação heterozigótica 

c.1056+1G>A no paciente C44.Fonte:MORAES, M. V. D. Triagem de Mutações no Gene COL1A1 em 

Pacientes com Osteogenesis Impefecta. Dissertação (Pós-Graduação em Biotecnologia). 2011. 
 

 

 

 

c.1875+1G>C 
 C      T     G     GCCCT     G       CTT     G       A     GTGTCCCT 

c.3239delC 
TC    CTGTCG GC   CN     NNNNNNNNNN 

c.3235G>A 
C      CG     GTCCTGTCGCCCTGTTGGC 

c.1138G>T 

 C     T  G     GCCCTGCT      GT      GCTGCTGGC 

c.2750delG 

TGG      C       CCT      G      CTG      N      NNNNNNNNNN 

c.2559+1G>A 

 C      TG     GCCCCAT TT       G       A     GTGGCTTG 

c.1056+1G>A 

TT G     GTG      CT AAG     T       G       A      GACCCCCC 

a) 

b) 

c) 

d) 

e) 

f) 

g) 
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2.3 – Endonucleases de restrição. 

 Para confirmar as mutações nos determinados exons, foi escolhida, em prioridade, 

uma adaptação da técnica de RFLP (Polimorfismos nos comprimentos dos fragmentos de 

restrição). Nesta técnica utilizam-se enzimas de restrição que cortam o DNA em pontos 

específicos, gerando fragmentos de diferentes tamanhos que são separados e visualizados em 

forma de bandas. A separação é feita por eletroforese (BARBOSA, 2012). Para que o 

polimorfismo seja detectado, é necessário que as sequências de nucleotídeos nas fitas de DNA 

de dois ou mais indivíduos comparados sejam distintas (ANTONINI et al., 2004). Esta técnica 

frequentemente é utilizada para comparar genomas de dois ou mais indivíduos diferentes, no 

presente trabalho foi utilizada para diferenciar alelos diferentes (alelo mutado e alelo 

selvagem) de um mesmo indivíduo. 

Através da ferramenta onlineNEBcutter V2.0 (VINCZE, POSFAI, ROBERTS, 2003) 

foram encontradas as enzimas que promovem cortes diferenciais entre o alelo mutado e o 

selvagem. Para a mutação c.1875+1G>C, localizada no intron 27 do paciente C20, foi 

encontrada a enzima Hpy188I, da marca New EnglandBiolabs e fornecida pela empresa 

Uniscience do Brasil LTDA. Para a mutação c.1056+1G>A localizada no intron 16 do 

paciente C44, foi encontrada a enzima Hphl da marca ThermoScientific e fornecida pela 

empresa Sinapse Biotecnologia LTDA. E para a mutação c.3239delC localizada no exon 45 do 

paciente C2, foi encontrada a enzima BglI, da marca Vivantis e fornecida dela empresa 

Biometrix Diagnostica LTDA. As informações sobre os cortes promovidos pelas enzimas de 

restrição são apresentadas no Quadro 4. 

 

 

Quadro 4 - Enzimas de Restrição selecionadas para o estudo através da ferramenta online 

NEBcutter V2.0. 

 

Paciente 

Enzima 

de 

Restrição 

Local da 

mutação no 

gene 

Tamanho 

normal do 

fragmento 

Tamanho dos 

fragmentos 

gerados após 

digestão 

Alelo que 

sofre 

corte pela 

enzima 

Sequência de 

reconhecimento 

da enzima 

C2 BglI Exon 45 246pb 129pb e 117pb normal gccnnnnnggc 

C20 Hpy188I Intron 27 238pb 140pb e 98pb mutante tcnga 

C44 Hphl Intron 16 229pb 170pb e 59pb normal ggtga 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Para as digestões foram testadas diferentes condições, sendo a condição ideal para 

ação das enzimas a seguinte: 7,8µl de água ultra pura; 2,0µl de Buffer 10x, 0,2µl de enzima e 
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10µl de produto de PCR, obtendo-se, portanto 20µl de produto final de digestão. A condição 

foi utilizada para as três enzimas. Os produtos finais de digestão foram encubados em banho-

maria por cerca de 15 horas e as amostras digeridas foram analisadas por eletroforese em gel 

de poliacrilamida a 10% corados com nitrato de prata. Nos géis foram inseridos, além dos 

produtos de digestão, os produtos de PCR para via de comparação entre os tamanhos dos 

fragmentos.  

 

2.4 – Oligonucleotídeosalelo-específicos (ASO) 

Para os demais exons não foram encontradas enzimas que digeriam de forma 

diferenciada o fragmento selvagem e o fragmento alterado. Foi preciso, portanto, a escolha de 

outra técnica viável que validasse as mutações. Foi utilizada então, a técnica de PCR-ASO, 

descrita por Saiki et al. (1985). Segundo o autor: 

A variação na sequência de um alelo pode ser analisada por sondas de hibridização 

de oligonucleotídeos sintéticos capazes de detectar substituições de uma única base 

no genoma humano. Um oligonucleotídeo alelo-específico (ASO) vai anelar 

somente a sequência que coincidir perfeitamente, sendo uma única diferença de 

bases capaz de prevenir a hibridização, mesmo sobre condições apropriadas. 

 

Dentre os métodos de biologia molecular utilizados para detecção de variação de 

DNA, apenas a PCR-ASO pode ser aplicada a qualquer mutação de ponto ou pequena 

deleção, enquanto as outras são dependentes da natureza da mutação e da sequência do DNA 

circundante (FERRIE et al., 1992). 

A técnica utilizada, portanto, consistiu no desenho de dois pares de primers, através da 

ferramenta online Primer Blast, para cada mutação a ser confirmada, um específico para o 

alelo mutante, o outro específico para o alelo selvagem. O desenho foi feito de maneira que o 

primer específico para o alelo mutante terminasse com a base mutada na extremidade 3’ e o 

primer específico para o alelo selvagem terminasse com a base normal em sua extremidade 

3’, funcionando como uma sonda alelo-específica. Este método é usado para detectar 

mutações específicas. A PCR alelo-específica é uma modificação da Reação em Cadeia da 

Polimerase, que permite a amplificação específica de sequências que diferem muito pouco, 

como um único par de bases (CHA et al., 1992). Neste trabalho, ao invés de um único primer 

reverso de sequência conservada, foram utilizados primers reversos diferentes para os primers 

normal e mutado devido a dificuldade de desenho destes e ao objetivo de gerar fragmentos de 

tamanho diferentes no gel de agarose. 

As informações sobre os primers desenhados constam no Quadro 5. Cada par foi 

padronizado para escolha da melhor condição que permitisse a visualização de bandas e as 
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informações de padronização estão na Tabela 1. Foi realizada a técnica de PCR utilizando-se 

ambos os primers, tanto o da sequência normal como o da sequência alterada para ambos os 

DNAs, tanto de um controle normal (DNA que possui a sequência correta, de acordo com a 

sequência referência do gene) como de um paciente (DNA com a sequência alterada para a 

mutação) e de um controle negativo (Ausência de DNA) esperando-se que o par de primer 

com a sequência alterada para a mutação não amplifique o DNA do controle normal. Os 

produtos de PCR foram submetidos à eletroforese em gel de Agarose a 3% e as bandas foram 

visualizadas por meio de um transluminador de ultravioleta. A técnica de gel de agarose foi 

escolhida para este fim por ser mais rápida e permitir uma boa visualização das bandas que 

foram amplificadas ou não. 

 

Quadro 5 - Sequências dos primers desenhados. 

Exon Alelo Sequência Forward Sequência Reverse 

Tamanho do 

fragmento 

gerado 

Exon 

17 

Normal TGAGCCTGGCCCCCCTGGCCCTGCTG AGCAACAGGCAAGGACTCTGAGGT 107pb 

Mutado TGAGCCTGGCCCCCCTGGCCCTGCTT ACATTGGCACCTTTAGCACCAGGC 178pb 

Exon 

37 

Normal GCTGGACCCCCTGGCCCCATTG CCCTGTAGGAGAGCACAGAGGCAT 111pb 

Mutado GCTGGACCCCCTGGCCCCATTA GGCTCAACAGAGAGGCGGGTGATA 192pb 

Exon 

40 

Normal GTGGTGAGACTGGCCCTGCTGGACG CCGACCACACCACGCTGTCC 258pb 

Mutado GTGGTGAGACTGGCCCTGCTGGACTC TTCTCCTTGGCTCCGCCCCA 385pb 

Exon 

45 

Normal TGCTGGTCCCGCCGGTCCTGTCG CCCTGTTCGCCTGTCTCACCCTTGT 208pb 

Mutado TGCTGGTCCCGCCGGTCCTGTCA GCGGAAGTTCCATTGGCATCGAGT 132pb 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

 

 

Tabela 1 - Padronização dos pares de primers desenhados. 

Primer DI D A E EF Ciclos MgCl2 DMSO 

E17 Normal 

94ºC 

5min 

94ºC 

30seg 

72ºC 72ºC/15s 

72ºC 

30seg 

35 2.50mM - 

E17 Mutado 72ºC 72ºC/30s 30 3.50mM - 

E37 Normal 72ºC 72ºC/30s 30 1.50mM - 

E37 Mutado 72ºC 72ºC/30s 30 1.50mM - 

E40 Normal 69ºC 72ºC/30s 30 1.50mM - 

E40 Mutado 66ºC 72ºC/30s 40 2.50mM 5% 

E45 Normal 72ºC 72ºC/30s 30 2.50mM - 

E45 Mutado 66ºC 72ºC/30s 30 1.50mM - 

Fonte: Elaborado pela autora. 

DI: Desnaturação Inicial; D: Desnaturação; A: Anelamento; E: Extensão; EF: Extensão final. 
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3 – Resultados 

Os produtos de PCR dos exons 16, 27 e 45, depois de encubados em banho-maria por 

cerca de 15 horas junto às suas respectivas enzimas de restrição, foram submetidos a corrida 

eletroforética em gel de Poliacrilamida 10% por 1h40min. Como todas as mutações a serem 

validadas neste projeto de pesquisa são em heterozigose, um dos alelos do DNA do paciente 

sempre agirá como alelo normal. Dessa forma após as digestões com enzimas que digerem 

apenas o alelo normal (HphI e BglI), as amostras dos pacientes apresentarão três bandas de 

tamanhos diferentes, uma que não será digerida, pertencente ao alelo alterado e de mesmo 

tamanho do fragmento original, e duas bandas, pertencentes ao alelo normal, que são produtos 

do corte da enzima. Neste caso de enzimas que digerem o alelo normal, as amostras do 

controle normal apresentarão apenas duas bandas, já que os dois alelos serão cortados da 

mesma forma. 

Não foi possível a confirmação da mutação do paciente C20 devido a problemas 

enfrentados com a enzima Hpy188I. A enzima não funcionou e não digeriu nenhuma das 

amostras testes, portanto, a mesma não foi utilizada nas amostras da pesquisa, pois geraria 

resultados não confiáveis.  

As Figuras 2 e 3 registram a ação das enzimas de restrição em seus respectivos exons. 

Após a amplificação do exon 16 (Figura 3), que possui um fragmento de 229pb, a enzima 

HphI digeriu  os alelos normais originando bandas de 170pb e 59pb. A amplificação do exon 

45 (Figura 4) possui tamanho original de 246pb e a digestão pela enzima BglI no alelo 

normal, gera uma banda de 129pb e outra de 117pb. 
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Figura 3 - Digestão do exon 16 pela enzima Hphl. L100:Ladder de 100pb; L50:Ladderde 50pb; PCR1: PCR do 

paciente C44; PCR2: PCR do controle normal; PCR3: PCR de um controle negativo; D1: Digestão do paciente 

C44; D2: Digestão do controle normal. 

 

 
Figura 4 - Digestão do exon 45 pela enzima BglI. L100:Ladder de 100pb; PCR1: PCR do paciente C2; PCR2: 

PCR do controle normal; PCR3: PCR de um controle negativo; D1: Digestão do paciente C2; D2: Digestão do 

controle normal. 

 

Os exons que tiveram suas mutações validadas por meio de primers alelo-específicos 

foram submetidos à corrida eletroforética em gel de Agarose 3% por 40 minutos. Novamente, 

como as mutações são em heterozigose espera-se que os primers de sequência normal 

amplifiquem tanto o DNA do paciente quanto o do controle normal, e os primers de sequência 

alterada amplifiquem somente o DNA do paciente. 

A Figura 5 registra as amplificações que ocorreram usando-se os primers alelo-

específicos. Todas as amplificações ocorrem como esperado, gerando tamanhos de 

fragmentos ilustrados anteriormente no Quadro 5. 
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Figura 5 - Uso de primers alelo-específicos com sequências alteradas (mutadas) e normais. Verificação das 

amplificações dos produtos de PCR. L100:Ladder de 100pb; PN PAC: PCR com primer de sequência normal e 

DNA de paciente; PN CNO: PCR com primer de sequência normal e DNA de controle normal; PN CNE: PCR 

com primer de sequência normal de controle negativo; PM PAC: PCR com primer de sequência mutada e DNA 

de paciente; PM CNO: PCR com primer de sequência mutada e DNA de controle normal; PM CNE: PCR, com 

primer de sequência alterada, de controle negativo. (A) Exon 17, C25; (B) Exon 37, C37; (C) Exon 40, C31; (D) 

Exon 45, C9. 

 

 

4 – Discussão 

A detecção de mutações patogênicas associadas com a OI, por meio do estudo dos 

genes estruturais do colágeno tipo I, confirma o diagnóstico de OI. Contudo, um resultado 

negativo para os genes COL1A1 ou COL1A2 pode refletir duas situações críticas: (a) a não 

detecção da mutação causadora da OI, embora presente; (b) a possibilidade do paciente 

apresentar uma forma da doença que não está associada a mutações nos genes estruturais do 

colágeno tipo I, por exemplo, nos genes LEPRE-1 e CRTAP, associados as formas 

autossômicas recessivas (RAUCH; GLORIEUX, 2004).  

A mutação inédita c.3239delC, uma deleção em heterozigose de uma citosina (C), está 

localizada no fragmento do exon 45 do gene COL1A1. Foi identificada no paciente C2 (OI 

tipo III, esporádica), do sexo masculino, 14 anos de idade, 36 kg, 145 cm, histórico de 19 
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fraturas, que apresentou deformidades ósseas moderadas e deambulação comprometida, com 

presença de esclerótica azulada. Não foram observadas manifestações dentárias, 

comprometimento da visão ou auditivo sob exame clínico. Por se tratar de uma mutação nova, 

estes dados serão publicados e posteriormente registrados junto ao banco de dados online da 

OI (The Data base of Human Osteogenesis Imperfecta and Type III CollagenMutations). 

A mutação c.3235G>A, uma transição purínica em heterozigose de uma guanina (G) 

por uma adenina (A), está localizada no fragmento do exon 45. Foi identificada no paciente 

C9 (OI tipo I, familiar), do sexo feminino, 16 anos de idade, 54 kg, 155 cm, histórico de 5 

fraturas, e que apresentou esclerótica azulada e manifestações dentárias. Não foram 

observadas deformidades ósseas significativas, comprometimento da visão ou auditiva e 

deambulação anormal, sob exame clínico. Na literatura científica existem oito relatos da 

alteração em pacientes com OI tipo I, cinco relatos de pacientes com OI tipo IV, um relato de 

paciente com OI tipo I/IV e um relato sem identificação do tipo de OI (DALGLEISH, 1998; 

MARINI et al., 2007). 

A mutação c.1875+1G>C está localizada no fragmento no intron 27 e foi identificada 

no paciente C20 (OI tipo III, esporádica), do sexo masculino, 13 anos de idade, 25 kg, 131 

cm, que sofreu inúmeras fraturas (+ de 100: incontáveis), apresentou deformidades ósseas 

moderadas, manifestações dentárias, esclerótica azulada, visão e deambulação comprometidas 

(cadeira de rodas), mas sem comprometimento auditivo, sob exame clínico. Estes dados estão 

atualmente registrados junto ao Data base of Human Osteogenesis Imperfecta and Type III 

Collagen Mutations e representam o primeiro relato da alteração em um paciente com OI tipo 

III, há um outro relato da mutação em um paciente com OI tipo II (BARBIRATO et al., 2009; 

DALGLEISH, 1998). 

Primeiramente descrita por Marini e col. (2007), em um paciente com OI tipo IV, a 

mutação c.1138G>T, uma transversão em heterozigose de uma guanina (G) codificante da 

posição 1138 por uma timina (T) (c.1138G>T) está localizada no fragmento do exon 17. No 

estudo foi identificada no paciente C25 (OI tipo I, esporádica), do sexo feminino, 5 anos de 

idade, 14kg, 95cm, histórico de 14 fraturas,  que apresentou deformidades ósseas leves, 

manifestações dentárias e deambulação anormal. O exame clínico não revelou 

comprometimento da visão e da audição ou esclerótica azulada. 

A mutação inédita c.2750delG, está localizada no fragmento do exon 40 do gene 

COL1A1. Foi identificada no paciente C31 (OI tipo I, familiar), do sexo masculino, 16 anos 

de idade, 40kg, 154cm, histórico de duas fraturas e que apresentou esclerótica azulada e 

comprometimento auditivo, sob exame clínico. Não foram observadas manifestações 
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dentárias, deformidade de ossos longos, comprometimento da visão e deambulação anormal. 

Por se tratar de uma mutação nova, estes dados serão publicados e posteriormente registrados 

junto ao Data base of Human Osteogenesis Imperfecta and Type III Collagen Mutations. 

Já descrita em pacientes com OI tipo III e tipo I, a mutação c.2559+1G>A está 

localizada no fragmento do intron 37 e foi identificada no paciente C37 (OI tipo I, familiar), 

do sexo feminino, 2 anos de idade, 12kg, 85cm, histórico de 4 fraturas, que apresentou apenas 

leves deformidades ósseas e esclerótica azulada, sob exame clínico. Esta alteração foi 

recentemente registrada ocorrendo em um paciente com OI tipo III (familiar), sexo masculino, 

3.5 anos de idade, que apresentou esclerótica azulada e nº de fraturas inferior a 10 

(DALGLEISH, 1998; ZHANG et al., 2011). 

 A mutação c.1056+1G>A está localizada no fragmento do intron 16 e foi 

identificada no paciente C44 (OI tipo IV, esporádica), do sexo feminino, 6 anos de idade, 

histórico de 10 fraturas, e que apresentou deformidades ósseas leves, anda com dificuldade e 

esclerórica azulada. Esta alteração já foi registrada junto ao Data base of Human 

Osteogenesis Imperfecta and Type III Collagen Mutations, identificada em um paciente com 

OI tipo I  e um paciente com OI tipo III (MARINI et al., 2007; STEPHEN et al., 2014). 

A partir de uma revisão abrangente da literatura científica percebe-se que as 

publicações sobre OI oriundas do Brasil são escassas, enquanto que no mundo, desde os 

trabalhos mais importantes divulgados em 1998, mais de 400 pesquisas sobre o tratamento da 

OI foram publicadas (LIMA, 2014).  

No Brasil, a questão da osteogênese imperfeita ganhou maior visibilidade a partir de 

2001, quando o tratamento para esta condição foi instituído como uma política pública de 

saúde (MOREIRA et al., 2011). 

Uma vez que o tratamento para OI no Brasil é uma política pública de saúde e que 

existem centros voltados para o acompanhamento e a prestação de cuidados a esta condição 

no país, com número significativo de pacientes a eles vinculados - somente no centro de 

referência do INSMCA/ FIOCRUZ este número ultrapassa 160 pacientes, se torna ainda mais 

expressivo o pequeno número de estudos brasileiros sobre a doença (LIMA, 2014). 

Dentre os trabalhos brasileiros sobre OI publicados em meio científico, grande parte 

avalia a área clínica da doença (SANTILI et al., 2005; VIEIRA et al., 2006, TEIXEIRA et al, 

2008), testando métodos de tratamento médico (WATZL et al., 2009; BARROS et al. 2012), 

discutindo o diagnóstico (SOUZA et al., 2006), o desenvolvimento motor (LOPES, 2007; 

MOREIRA, 2011) e a hospitalização dos pacientes (MELLO, MOREIRA, 2010). Poucos são 
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os trabalhos que investigam a genética da OI no Brasil, o que dificulta uma definição do 

padrão de mutações dos genes relacionados à doença.  

Atualmente constam na literatura quatro trabalhos brasileiros que estudaram o gene 

COL1A1 em pacientes com OI, dois deles fazendo parte do mesmo grupo de pesquisa do 

presente trabalho. Barbiratoet al. (2009) descrevem uma mutação no exon 27 do gene 

causando OI do tipo III (grave). Moraes et al. (2012) relatam a ocorrência de uma mutação no 

exon 45, resultando na forma leve da doença (OI tipo I). Kanetoet al. (2014) estudaram a 

expressão do gene COL1A1 e do precursor de micro RNA miR-29b em pacientes com OI. 

Encontraram três mutações patogênicas neste gene, sendo uma causadora de OI tipo III (exon 

13) e duas mutações causando OI do tipo I (exons 2 e 42). Neste trabalho os autores concluem 

que a expressão do gene COL1A1 é significantemente reduzida nos pacientes que possuem OI 

do tipo I e III. Reis et al. (2005) encontraram 6 mutações em pacientes brasileiros, sendo duas 

delas resultando em OI do tipo I (exons 19 e 28), uma resultando em OI do tipo II, forma letal 

(exon 37), uma em OI do tipo III (exons 33/34) e duas mutações resultando em OI do tipo IV 

(exons 25 e 19). Percebe-se um maior número de casos de OI do tipo I nos estudos 

moleculares feitos no Brasil, ocorrendo a maioria das mutações na porção final do gene 

COL1A1 (exon 25 para frente). 

As doenças genéticas no Brasil apresentam, por vezes, padrões de mutações e 

correlações genótipo/fenótipo que diferem do restante do mundo (SALZANO, 2002). Ainda 

de acordo com Lima (2014), considerando a raridade da OI, a importância de conhecer seus 

dados epidemiológicos e clínicos ganha ainda mais peso, uma vez que tais informações irão 

refletir na melhor abordagem frente ao diagnóstico, tratamento e até mesmo nas 

consequências sociais de uma determinada enfermidade. 

 

 

5 – Conclusão 

Este estudo validou seis mutações, das sete detectadas previamente por meios da 

técnica de SSCP e sequenciamento, mostrando que este estudo prévio, realizado por nossa 

equipe, foi eficiente, já que encontrou as mutações validadas pelo presente trabalho. Sendo 

que a única mutação não validada foi por motivos técnicos e não de um resultado negativo de 

validação.  

Estes resultados comprovam a eficácia da técnica de SSCP e sequenciamento para 

triagem de mutações em um gene, mostrando que as mutações encontradas por meio destas 

técnicas realmente ocorrem nos pacientes com OI envolvidos no estudo. Porém diferentes 
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parâmetros podem influenciar a capacidade de detecção de mutações pela técnica de SSCP e 

por este motivo, a técnica pode ter deixado de acusar alguma mutação existente nos exons 

estudados. De qualquer forma este estudo confirma a existência das mutações identificadas. 

O padrão de herança autossômico dominante na doença está, geralmente, associado a 

alterações nos genes estruturais do colágeno tipo I, COL1A1 e COL1A2. O teste genético 

molecular para estes dois genes detecta anomalias aproximadamente, em 90% dos indivíduos 

com histórico de OI dos tipos I, II, III e IV. De acordo com Moraes (2012), a ausência de 

mutações no gene COL1A1 nos demais pacientes pode advir (1) da não detecção da mutação 

causadora da OI pela técnica de SSCP, embora presente; (2) da possibilidade do paciente 

apresentar a mutação no gene COL1A2 e, (3) da possibilidade do paciente apresentar um tipo 

de OI não associada a mutações nos genes estruturais do colágeno tipo I (formas recessivas da 

doença). 

A detecção de mutações patogênicas ao longo de um gene e a posterior confirmação, 

através de técnicas diferenciadas, dessas mutações, contribui para o aumento de informações a 

respeito de uma doença, incentivando a compreensão dos seus aspectos clínicos e genéticos 

incluindo genes que a ela estão associados. Estes estudos podem auxiliar, evitando a 

ocorrência de novos casos por meio de técnicas de aconselhamento genético. 

Os estudos moleculares de OI são extremamente escassos no Brasil, dificultando, 

desta forma, o estabelecimento de um padrão de mutações nos genes causadores da doença na 

população brasileira. Novos estudos são necessários para aumentar o entendimento dos 

aspectos genéticos e formar um padrão de mutações mais preciso na população brasileira, já 

que esta apresenta, muitas vezes, uma genética diferenciada do restante do mundo. Estes 

resultados possibilitariam uma maior compreensão também dos aspectos clínicos e 

radiológicos da doença e poderiam evitar a ocorrência de novos casos de OI por meio de 

técnicas de aconselhamento genético. O diagnóstico pré-natal nas anomalias congênitas é 

importante para realização de um aconselhamento genético adequado.  
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