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RESUMO

BALANIUC, S. L. B. Campo Grande, 2025. [Tese — Universidade Federal de Mato Grosso do
Sull.

A Fibrodisplasia Ossificante Progressiva (FOP) é uma doenca ultrarrara e intratavel, resultado
de uma mutacdo de ganho-de-funcdo no gene ACVR1 (c.617G>A, p.R206H). Ultimamente
compreendida como uma doenca de ordem inflamatoria, remanescem lacunas no
esclarecimento de fatores envolvidos direta ou indiretamente na inflamagéo e na formagéo do
0ss0 ectopico. Com foco inovador, investigou-se em células epiteliais da boca e células de
sangue periférico (leucdcitos totais), a expressdo relativa de mRNA de seis genes alvos do
Sistema Renina Angiotensina (SRA), codificadores para: ECA, ECA2, AGTR1, AGTR2, MAS1
e MRGD. Representando vias correlatas aquele sistema, foram investigados: TNF-a, RUNX2,
ADRB1, ADRB2, NFKBL1 (p50), RELA (p65) e VEGF-A. Estudos de expressdo génica e sua
modulacdo pelo &cido ascorbico e propranolol foram realizados em trés grupos — controle,
portadores de FOP sem tratamento, e portadores de FOP em tratamento com acido ascorbico +
propranolol (FOPCON) —, a partir da extragdo de RNA total seguida por transcri¢éo reversa e
gPCR em tempo real. Demonstrou-se pela primeira vez a expressao de genes do SRA em células
epiteliais da boca de portadores de FOP, fortalecendo a viabilidade desse espécime para fins de
pesquisa. Aqui, 0s genes alvos do SRA pesquisados ndo caracterizaram o perfil fenotipico
marcador da FOP nos tecidos analisados. Entretanto, a modulag&o branda desses genes sugere
um papel coadjuvante para esse sistema nos processos anti-inflamatorios, antifibroticos e
antinociceptivos em resposta ao uso continuo de acido ascorbico e propranolol. Entre os
achados, a sub-regulacdo de AGTR1, AGTR2 e MRGD em células epiteliais da boca foi
simultdnea a sub-regulacdo (normalizacdo) de TNF-a e ADRB2, superexpressos em células
epiteliais de portadores FOP sem tratamento, sem influéncia significativa sobre RUNX2.
Modulacdo de MRGD em nivel tecidual sugere regulacdo da via inflamatoria envolvida na
sensacdo e transducdo da dor, que ndo pode ser confirmada pelo estudo da via NF-xB em
leucdcitos totais do sangue periférico. Comparado com o estado basal da FOP, ndo houve
regulacao significativa de MAS1 em células epiteliais em resposta ao tratamento, enquanto em
leucdcitos totais, o tratamento induziu a regulacdo positiva de ECA2 e MASL, simultanea a
suprarregulacdo de ECA e AT1R. As respostas de MAS1 e MRGD incentivam esclarecimentos
adicionais quanto a utilidade de adicionar ao tratamento peptideos sugeridos como anti-
inflamatdrios. Curta interrupcdo da medicacao ndo foi suficiente para alcancar efeito wash-out,
mas sugere efeito residual protetor do tratamento, mediante a perpetuacdo da modulacdo na
expressao génica dos receptores do SRA e TNF-a, obtida com o tratamento. Em caréater
complementar, sdo descritos brevemente dados de avaliacdo clinica referentes a efeitos
adversos e funcionalidade. Seguir no esclarecimento dos mecanismos de acdo do &cido
ascorbico e do propranolol no controle da doenca, e de como a equaliza¢do gendmica funcional
do SRA pode subsidia-lo, ainda é necessario.

Descritores: Fibrodisplasia ossificante progressiva; sistema renina-angiotensina; &cido
ascorbico; propranolol; inflamacéo; dor; ossificacdo heterotopica.



ABSTRACT

BALANIUC, S. L. B. Campo Grande, 2025. [Thesis — Federal University of Mato Grosso do
Sull.

Fibrodysplasia Ossificans Progressiva (FOP) is an ultra-rare and untreatable disease resulting
from a gain-of-function mutation in the ACVR1 gene (c.617G>A, p.R206H). Recently
understood as an inflammatory disease, there are still gaps in the clarification of factors directly
or indirectly involved in inflammation and ectopic bone formation. With an innovative
approach, the relative mMRNA expression of six target genes of the Renin Angiotensin System
(RAS) encoding ACE, ACE2, AGTR1, AGTR2, MAS1 and MRGD were investigated in oral
epithelial cells and peripheral blood cells (total leukocytes). Representing pathways related to
that system, the following were investigated: TNF-a, RUNX2, ADRB1, ADRB2, NFKBI (p50),
RELA (p65) and VEGF-A. Gene expression studies and their modulation by ascorbic acid and
propranolol were performed in three groups — control, FOP patients without treatment, and FOP
patients treated with ascorbic acid + propranolol (FOPCON) —, based on total RNA extraction
followed by reverse transcription and real-time qPCR. The expression of RAS genes in oral
epithelial cells of FOP patients was demonstrated for the first time, strengthening the viability
of this specimen for research purposes. Here, the RAS target genes investigated did not
characterize the phenotypic marker profile of FOP in the analyzed tissues. However, the mild
modulation of these genes suggests a supporting role for this system in the anti-inflammatory,
antifibrotic and antinociceptive processes in response to the continuous use of ascorbic acid and
propranolol. Among the findings, the downregulation of AGTR1, AGTR2 and MRGD in oral
epithelial cells was simultaneous to the downregulation (normalization) of TNF-« and ADRB2,
overexpressed in epithelial cells of untreated FOP patients, without significant influence on
RUNX2. Modulation of MRGD at the tissue level suggests regulation of the inflammatory
pathway involved in pain sensation and transduction, which could not be confirmed by the study
of the NF-kB pathway in total leukocytes from peripheral blood. Compared with the basal state
of FOP, there was no significant regulation of MASL1 in epithelial cells in response to treatment,
while in total leukocytes, treatment induced the upregulation of ACE2 and MAS1, simultaneous
to the upregulation of ACE and AGTR1. The responses of MAS1 and MRGD encourage further
clarification regarding the usefulness of adding peptides suggested as anti-inflammatory to the
treatment. A short interruption of the medication was not sufficient to achieve a wash-out effect,
but suggests a residual protective effect of the treatment, through the perpetuation of the
modulation in the gene expression of the RAS receptors and TNF-«, obtained with the
treatment. In addition, clinical evaluation data regarding adverse effects and functionality are
briefly described. Further clarification of the mechanisms of action of ascorbic acid and
propranolol in controlling the disease, and how the functional genomic equalization of the RAS
can support it, is still necessary.

Descriptors: Fibrodysplasia ossificans progressiva; renin-angiotensin system; ascorbic acid;
propranolol; inflammation; pain; heterotopic ossification.
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1 INTRODUCAO

A Fibrodisplasia Ossificante Progressiva (FOP), OMIM! #135100, é uma doenca
genética ultrarrara, autossémica dominante, marcada pela mais tragica e incapacitante forma de
ossificacdo heterotdpica (OH) pds-natal. Decorrente de uma mutagdo no gene ACVR1, um
receptor tipo | da proteina morfogenética 6ssea (BMP), a FOP é caracterizada por malformacoes
Osseas congénitas especificas, e pela progressiva ossificacdo endocondral heterotépica pos-
natal, precedida por surtos inflamatdrios intensamente dolorosos. Trata-se de um complexo
processo patologico no qual tecidos moles conectivos tém sua estrutura e funcionalidade
afetadas ao serem destruidos e substituidos por tecido dsseo maduro, que uma vez
desenvolvido, continua a se expandir ao ponto de formar um “segundo esqueleto” sobreposto
ao original, ao qual confere irreversivel imobilidade articular.

Embora descrita pela primeira vez ha mais de trés séculos, a FOP ainda € uma doenca
orfa. N@o obstante a intensificacdo da pesquisa desde seu mapeamento genético em 2006, a
raridade da doenca, sua complexa fisiopatologia e expressao fenotipica variavel, dificultam o
estabelecimento de terapias definitivas ou curativas. Assim, o tratamento sintomatico é restrito
aos surtos inflamatorios, com pouca influéncia sobre a progressao da OH e sobre o alivio da
dor cronica.

Portanto, é oportuno prosseguir no estudo e elucidagdo dos aspectos moleculares das
vias de inflamacao, ossificacdo e dor envolvidas na fisiopatologia da FOP, propondo terapias
acessiveis, que visam a reduzir a recorréncia das crises, amenizar sinais e sintomas, aliviar a
dor e, assim, controlar a progressao da doenca, como se propde no tratamento continuo com
acido ascorbico e propranolol — composto patenteado como FOPCON. Nesse sentido, é
necessario abordar perspectivas biomoleculares nao exploradas, e investigar o comportamento
de genes moduladores de plasticidade e remodelamento 6sseo, de inflamacgéo e de dor, como
0s participantes do Sistema Renina-Angiotensina (SRA).

E proposta desta pesquisa avaliar a expressdo génica dos seguintes componentes do
SRA: enzima conversora de angiotensina (ECA), enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2),
receptor tipo 1 da angiotensina Il (AGTR1), receptor tipo 2 da angiotensina Il (AGTR2), receptor
de angiotensina (1-7) (MASL1) e receptor acoplado a proteina G relacionado a MAS (MRGD).
Vias correlatas a sinalizacdo do SRA serdo estudadas por meio da expressdo génica de TNF-a,

! Online Mendelian Inheritance in Man®. Compéndio on-line de genes humanos e fenétipos genéticos
(https://www.omim.org/about).
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RUNX-2, ADRB1, ADRB2, NFKB1, RELA e VEGFA, representando vias potencialmente
inflamatorias, angiogénicas e/ou osteogénicas.

Uma vez esclarecido o papel do SRA na fisiopatologia da FOP, surgem novos potenciais
alvos terapéuticos, direcionando a exploracdo e desenvolvimento de abordagens inovadoras
objetivando a melhora da qualidade e expectativa de vida dos portadores de FOP. Os resultados
obtidos nesta pesquisa poderdo ser Uteis, ainda, para o tratamento de outras manifestacfes da
ossificacdo heterotopica, genéticas ou adquiridas.

Igualmente relevante, espera-se confirmar a viabilidade de um método minimamente

invasivo, indolor e de baixo custo, para coleta de amostras para fins de pesquisa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fibrodisplasia Ossificante Progressiva (FOP)

O primeiro relato de Fibrodisplasia Ossificante Progressiva (FOP) datado de 1648, foi
poeticamente registrado pelo médico francés Guy Patin, quando, em uma de suas cartas, fez
referéncia a uma mulher que se tornou “dura como madeira” (Patin, 1692). A primeira descri¢ao
cientifica da doenca, entretanto, foi consignada em 1736, pelo meédico cirurgido inglés John
Freke (Freke, 1740). A doenca foi associada ao nome Miosite Ossificante Progressiva por von
Dusch, em 1868. Posteriormente, em 1918, Rosenstirn publicou uma extensa revisdo de 119
casos relatados até aquela data, seguida da descri¢cdo detalhada de um novo caso por ele
diagnosticado. Em suas conclus@es, o autor expde as primeiras sugestdes de uma doenca de
ordem congeénita, de carater progressivo, marcada por ossificacdo de tecido conjuntivo, e
precedida por expressiva alteragdo vascular (Rosenstirn, 1918a, 1918b). A partir do
esclarecimento de que os musculos esqueléticos eram afetados secundariamente a eventos
inflamatdrios de tecidos moles subjacentes, Victor McKusic adotou em 1960 o nome outrora
sugerido por Bauer e Bode: Fibrodisplasia Ossificante Progressiva, nomenclatura mais
apropriada e amplamente aceita desde a década de 70 (Kaplan et al., 2020). Utilizados com
menos frequéncia, remanescem na literatura: Miosite Ossificante, Doenga do Homem Pedra
(Stone Man Disease) e Doenca de Munchmeyer (Chaurasia; Mishra; Katheriya, 2016; De
Gorter; Jankipersadsing; Tem Dijke, 2012).

Com frequéncia de 0,6-1,39:1.000.000, ha cerca de 900 casos confirmados em todo o
mundo, ndo havendo prevaléncia de etnia, raca, género ou localizacdo geogréfica (Mejias
Rivera; Shore; Mourkioti, 2024). Segundo Zorzi et al. (2022), ha 89 casos de FOP registrados
no Brasil, representando a terceira maior comunidade de individuos com FOP.

A FOP é uma desordem hereditaria autossbmica dominante, de penetrancia completa e
expressividade variavel. Casos novos em familias ndo afetadas anteriormente, tém relacionado
a doenca a mutagdes novas ou esponténeas (Petrie et al., 2009). A crianca portadora de FOP
aparenta-se normal no nascimento, exceto pela malformacgéo do grande dedo do pé ou halux,
que em geral é curto e/ou valgo, presente em praticamente todos os casos de FOP classica (De
Brasi et al., 2021) (Figura 1).
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Figura 1 — Halux curto e valgo em (A) recém-nascido, (B) crianca e (C) adulto.

Fonte: A) IFOPA (2015); B) e C) Arquivo pessoal (2021; 2022) — reproducdo proibida.

Ainda na primeira infancia surgem as principais manifestacdes clinicas da doenca: as
crises ou surtos inflamatdrios, conhecidos como flare-ups. Episddicos, os surtos podem ser
espontaneos ou provocados por trauma direto, quedas, imunizagGes/inje¢Oes intramusculares,
infeccOes virais, intervencdes cirurgicas, biopsias, anestesias locais, e estresse emocional. S&o
caracterizados pelo aparecimento de nodulos intensamente dolorosos, acompanhados dos
demais sinais classicos da inflamacdo: calor, rubor e edema. Como em um processo de
metamorfose, o processo inflamatorio exacerbado e desordenado, em geral, resulta na
substituicdo progressiva de tecidos moles — mdasculos, tenddes, ligamentos, fascias e
aponeuroses — por 0sso verdadeiro heterotdpico (Kaplan; Chakkalakal; Shore, 2012).

A OH instala-se episodicamente, seguindo um padrdo anatdémico e cronoldgico de
progressdo que, curiosamente, parece imitar a formacdo esquelética embriogénica normal
(Bauer etal., 2018). As ossificagcOes ocorrem primeiramente na regido dorsal e mais tardiamente
na regido ventral, e progridem nas dire¢fes cranial para caudal, axial para apendicular, e
proximal para distal, acometendo inicialmente os musculos do pescoco, seguindo para coluna

e cinturas escapular e pélvica (Cohen et al., 1993; Rocke et al., 1994) (Figura 2).

Figura 2 — Padréo anatémico e cronoldgico de progressdo das ossificacdes heterotopicas: (A)
dorsal para ventral; (B) cranio-caudal; (C) axial-perpendicular; (D) proximal-distal.

ik

Fonte: Arquivo pessoal (2021; 2022). Reproducéo proibida.
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2.1.1 Diagnostico e exames complementares

O exame padrdo-ouro para confirmacdo do diagndstico da FOP ¢é o sequenciamento
genético, um exame pouco acessivel devido seu alto custo. O diagndstico ou a suspeita clinica
sdo bastante comuns e, quando realizados precocemente, evitam a realizagdo de exames
invasivos com fins diagnosticos e outros procedimentos iatrogénicos que podem agravar a
progressdo da doenca, tais como bidpsias exploratorias, injecdes intramusculares, pungdes
arteriais, procedimentos cirdrgicos eletivos e remocéo cirurgica de 0sso ectopico (De Brasi et
al., 2021).

Exames de imagem avancados como cintilografia ssea, tomografia computadorizada e
ressonancia magnética identificam areas de lesdo inicial pré-ossificacdo e fornecem detalhes
valiosos quanto ao grau de OH, auxiliando o diagndstico e a avaliacdo da progressdo da doenca
em seus aspectos volumétrico e quantitativo. No entanto, ndo sdo indicados rotineiramente,
considerando-se a dose de radiacdo e a acessibilidade limitada — tanto pelo custo, quanto pela
mobilidade restrita dos pacientes (Bauer et al., 2018). Imagens radioldgicas simples revelam a
OH somente quando ja instaladas, mas sdo Uteis como auxilio ao diagndstico, acompanhamento
da progressao da doenca e avaliacdo de respostas terapéuticas (Al-Salmi; Raniga; Al-Hadidi,
2014).

Usualmente, os exames laboratoriais de rotina sdo normais. A atividade de fosfatase
alcalina sérica e a taxa de sedimentacdo eritrocitaria (velocidade de hemossedimentacéo)
podem estar aumentadas, especialmente durante os surtos, quando também se podem encontrar
alterados os niveis do fator de crescimento fibroblastico basico na urina, coincidindo com a fase
angiogénica pré-dssea de lesdes fibroproliferativas iniciais (Pignolo; Shore; Kaplan, 2013).

Incluem o diagnoéstico diferencial para a FOP: fibromatose juvenil agressiva,
condrossarcoma, osteossarcoma, linfedema, heteroplasia 0Ossea progressiva e distrofia
hereditaria de Albright (Pignolo; Shore; Kaplan, 2011).

2.1.2 Progndstico

A incapacidade cumulativa subsequente aos flare-ups torna os portadores de FOP
dependentes do auxilio de cuidadores, de dispositivos assistivos e de adapta¢des, por volta dos
20 anos de idade (Mejias Rivera; Shore; Mourkioti, 2024); ndo é incomum a dependéncia de
cadeira de rodas ou restri¢do ao leito entre os 20 e 30 anos. A média estimada para expectativa

de vida é de 56 anos de idade (Pignolo; Wang; Kaplan, 2020). O obito precoce tem sido
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associado a complicagbes cardiopulmonares decorrentes da anquilose das articulagGes
costovertebrais e da ossificacdo dos musculos intercostais e paravertebrais. A anquilose da
juncéao temporomandibular esta presente em 70% dos pacientes, favorecendo a perda de peso e

o risco de inanicdo (De Brasi et al., 2021).

2.1.3 Manifestacoes extra esqueléticas

Ainda que ndo sejam comuns a todos os pacientes, alteracbes do SNC incluem a
desmielinizacao focal do SNC, com possivel acometimento da substancia branca supratentorial,
ntcleo denteado e medula espinhal (Bauer et al., 2018; Kan et al., 2012). E também relatada a
perda de acuidade auditiva devido a ossificacdo do ouvido médio ou disturbio neurossensorial.
Pode ocorrer acometimento de glandulas submandibulares em estagios tardios e compressao
extravascular de vasos linfaticos pelo edema, com consequente estase venosa e trombose (Bauer
et al., 2018). Além destes, aspectos de envelhecimento precoce como alopecia, lipodistrofia
subcutéanea, osteoartrite, anormalidades na menstruacéo e nefrolitiase sao associados a mutagédo
de ACVR1 (Pignolo; Wang; Kaplan, 2020).

Palhares et al. (2018) destacam a queixa de caimbras frequentes em 51,6% em um grupo
de portadores de FOP, possivelmente, devido a ma circulagdo, compressdo pelo 0sso ectopico

OU COMpressao nervosa.

2.2 Fisiopatologia da FOP

2.2.1 Mutacdo génica

A FOP foi mapeada geneticamente por meio de uma analise de ligacdo génica realizada
em cinco familias com membros afetados em duas geraces. Uma ligacdo ao cromossomo
2023-24 foi observada em todas as familias e conduziu a identificacdo de mutacdes no gene
ACVRL1 que codifica o receptor de ativina A tipo I, também conhecido como ALK2 (activin-like
kinase 2). Em todos os individuos com FOP classica, tanto nos casos hereditarios como nos
esporadicos, observou-se a idéntica substituicdo de nucleotideo Unico heterozigotico
(c.617G>A — guanina por adenina na posi¢do 617) que substitui 0 aminoacido arginina por
histidina no codon 206 (R206H), localizado no dominio de ativacdo glicina-serina do ACVR1
(Shore et al., 2006).
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Outras mutacGes patogénicas foram identificadas em amino&cidos dos dominios glicina-
serina e proteina-quinase do gene ACVRL1 (Figura 3), podendo caracterizar formas atipicas de
FOP classificadas como: variantes FOP e FOP-plus. No primeiro grupo, ha variagdo de uma ou
ambas as caracteristicas principais da FOP (halux valgo e OH). No segundo, ha uma ou mais
caracteristicas atipicas, além das classicas, tais como comprometimento cognitivo, glaucoma

entre outras (De Brasi et al., 2021).

Figura 3 — Dominios funcionais do complexo receptor de BMP tipo Il e tipo | (ACVR1) com
respectivas mutagdes patogénicas, incluindo a mutacéao classica de FOP (R206H).

ACVR1 BMP type Il receptor

rL196P
/| P197-F198 del insL
R202
R206H
| Q207E

MR258G
R258W
| R2588
[G325A
G328R
G328W
| G328E

[G356D

| R375P

Fonte: Mejias Rivera; Shore; Mourkioti (2024).

O ACVRL1 é um dos receptores de superficie celular mediadores da sinalizacdo BMP
(do inglés Bone morphogenetic protein; proteina morfogenética déssea), que sdo citocinas
multifuncionais, pertencentes a uma familia de moléculas sinalizadoras extracelulares
altamente conservadas, identificadas em varias espécies de invertebrados e vertebrados,
incluindo os mamiferos (Katagiri; Watabe, 2016). Em condi¢fes fisiologicas, o receptor
ACVR1 (ALK?2) forma heterodimeros com outro receptor tipo I, e ao formar um complexo com
os receptores tipo Il induz a sinalizacdo de cascatas downstream (Mejias Rivera; Shore;
Mourkioti, 2024). Peculiar as BMP, elas sdo capazes de se ligar ao receptor tipo | mesmo na
auséncia do tipo 11, mas suas afinidades de ligagdo mostram-se expressivamente aumentadas na
presenca de ambos os receptores (Katagiri; Watabe, 2016). Uma caracteristica comum aos
receptores tipo | é a existéncia de uma regido justamembrana citoplasmatica rica em glicina e
serina (dominio GS). Nesse dominio ocorre a transferéncia da fosforilagdo do receptor tipo Il
para o receptor tipo I, por meio da adicdo de serinas e treoninas pelos receptores tipo I,
sinalizando a via canénica SMAD 1/5/8. Os receptores SMAD fosforilados, por sua vez,
associam-se a SMAD 4 e se translocam para o nucleo, onde regulam a transcri¢do nuclear e a

expressao dos genes alvos responsivos a BMP: genes pré-condrogénicos e osteogénicos, como
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Runx2. Vias BMP ndo-canbnicas também sdo sinalizadas a partir da ativacdo de ACVR1, tais
como p38MAPK, ERK e JNK; e PI3BK/AKT/mTOR, também induzindo a transcrigdo de fatores
osteogénicos (Figura 4) (Cholok et al., 2018; Mejias Rivera; Shore; Mourkioti, 2024; Meng;
Wang; Hao, 2022).

Figura 4 — Vias de sinalizacdo BMP e Ativina-A em condices fisiologicas (esquerda) e vias
de sinalizacdo na FOP mediadas por ACVR1(R206H) (direita).
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Fonte: Elaboracéo prépria (2024). RBMPI = receptor de BMP tipo |I; RBMPII = receptor de BMP tipo II.

Na regido do dominio GS, uma proteina de ligacdo denominada FKBP1A (ou FKBP12)
tem essencialmente a funcéo de ligar e estabilizar a conformacéo inativa de todos os receptores
de TGF-B/BMP tipo I (incluindo o ACVR1/ALK2), prevenindo uma ativacao irregular desses
receptores na auséncia do ligante, além de regular sua concentracdo na membrana celular. Ha
evidéncias de uma alteracdo na interacdo da FKBP12 com o dominio GS, no caso da FOP,
permitindo a ativacdo do ACVR1 mutado e subsequente sinalizacdo da cascata BMP/SMAD,
independente do ligante de BMP, podendo ser este um dos fatores causadores da desregulagéo
da via BMP (Kaplan; Pignolo; Shore, 2009; Song et al., 2010). Hatsell et al. (2015) ndo
confirmaram essa correlagdo, mas mostraram em modelo experimental que um alelo
ACVR1(R206H) é suficiente para a sinalizagéo alterada de vias candnicas, independente da

presenca de um alelo selvagem.
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Além disso, De Gorter, Jankipersadsing e Tem Dijke (2012) afirmam que as células que
expressam ACVR1(R206H) exibem fosforilagdo aumentada dos receptores SMAD, com
atividade constitutiva branda em estado basal, que se torna hiperativa na presenca de BMP.
Sendo assim, a ACVR1(R206H) é considerada uma mutacdo de ganho de funcéo pela ativacao
da via de sinalizagdo BMP mesmo na auséncia de ligantes (ativagdo constitutiva), pela atuacao
do gene mutado como receptor de BMP independente do receptor tipo 11 e pela hiperatividade
da via quando ativada/estimulada pelo ligante (Fukuda et al., 2009; Hino et al., 2015).

Além da desregulacdo da via candnica SMAD, Kaplan et al. (2006) assumem que 0s
receptores BMP tipo | ativados fosforilam proteinas intracelulares também da via ndo-canénica
p38 MAPK (Figura 4). Os autores pressupdem que, ndo obstante o crosstalk existente entre as
vias, a sinalizacdo SMAD seria a predominante no desenvolvimento embrionario — relacionado
a perda de funcdo e malformacbes congénitas — enquanto a via p38 MAPK seria a
predominante nos processos inflamatorios relacionados ao estresse, tais como resposta a lesdes
teciduais — referente ao ganho de funcéo e fen6tipo pds-natal. Outro experimento do grupo
evidenciou que os linfocitos em pacientes FOP sdo primariamente sinalizados por meio da via
BMP-p38 MAPK, mais do que a via BMP-SMAD, em resposta a BMP4, sugerindo um
importante papel da desregulacdo da via p38 MAPK na patogénese da FOP (Fiori et al., 2006).
Outras evidéncias apontam ainda o envolvimento de sinalizacdo PI3K e mTOR na formacdo da
OH (Figura 4) (Hino et al., 2017; Mejias Rivera; Shore; Mourkioti, 2024).

Um importante avanco na compreenséo da fisiopatologia da FOP foi o reconhecimento
do papel da Ativina-A, uma citocina relacionada ao TGF-B, que, no ACVRL1 selvagem atua
como antagonista competitivo das citocinas BMP, e que no receptor mutado pelo
ACVR1(R206H) atua como agonista, com subsequente ativacdo da via BMP (Figura 4).
Comprovou-se que a presenca da Ativina-A como ligante foi tanto necessaria como suficiente
para direcionar a OH em modelo experimental geneticamente preciso de FOP (Han; Jain;
Resnick, 2018; Hatsell et al., 2015). Varios estudos subsequentes suportam a aberrante
sinalizacdo da via BMP e ativagdo TGF-f em resposta a Ativina-A como um terceiro
mecanismo causador da OH na FOP (Alessi Wolken et al., 2018; De Ruiter et al., 2023; Hino
etal., 2015; Lees-Shepard et al., 2018; Schoenmaker et al., 2021, 2023; Upadhyay et al., 2017),
direcionando, inclusive, experimentos de abordagem terapéutica (Hino et al., 2017; Wang et
al., 2018). Contraponto, é possivel que a ativacdo de SMAD 1/5/8 pela Ativina-A, no contexto
da FOP, sofra variacGes conforme o tipo celular em questido (Mejias Rivera; Shore; Mourkioti,
2024).
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De modo relevante, Haupt et al. (2018) mostraram in vitro (modelo animal) que as
células mutadas por ACVR1(R206H) interpretam erroneamente seu microambiente,
hiperativando a sinalizacdo da proteina transformadora RhoA (membro A da familia homdloga

Ras) e efetores downstream em resposta a estimulos mecanicos.

2.2.2 Proteina morfogenética éssea (BMP)

As BMP sdo membros da superfamilia de proteinas TGF-B (fatores de crescimento
transformador-beta) e desempenham papel fundamental na embriogénese, organogénese e
esqueletogénese, coordenando varios processos do desenvolvimento incluindo determinagéo do
eixo corporal, especificacdo da camada germinativa, morfogénese tecidual e especificacdo do
destino das ceélulas multipotentes (indiferenciadas). Apds 0 nascimento, com expressao
reduzida e restrita a tecidos especificos, as BMP atuam crucialmente na regeneracao ou reparo
dos tecidos 6sseo, conjuntivo e vascular, e participam de processos fisioldgicos de homeostase,
regulando a proliferacao, diferenciacéo e morte de diferentes tipos de células (Katagiri; Watabe,
2016; Salazar; Gamer; Rosen, 2016; Shafritz et al., 1996). Dependendo de quais mecanismos
transcricionais sdo ativados, as BMP sdo capazes de direcionar a diferenciacdo de células tronco
mesenquimais em adipdcitos, condrocitos ou osteoblastos (Kaplan; Pignolo; Shore, 2009;
Olmsted-Davis et al., 2007).

Uma das primeiras contribuic@es cientificas na FOP evidenciou a expressdo aumentada
do gene BMP4 nos linfocitos presentes na fase fibroproliferativa das lesbes iniciais.
Pesquisadores propuseram que uma ligacdo avida de colageno tipo IV a proteina BMP-4
provoca aumento em sua concentragdo local e consequentemente sua autorregulagéo positiva
na expressdo de células mesenguimais osteogénicas, resultando no desenvolvimento das lesdes
fibroproliferativas iniciais (Shafritz et al., 1996). Adicionalmente a BMP-4, pouco se sabe sobre
o real papel de BMP-2 na FOP, além de sua expressdo demonstrada por imunocoloracdo em
lesbes fibroproliferativas iniciais, antes do aparecimento de cartilagem e formacdo de 0sso
(Gannon et al., 1997). Todavia, a BMP-2, que difere estruturalmente de BMP-4 apenas por um
unico aminodcido alterado, tem-se mostrado potente indutor de 0sso ectépico endocondral em
modelo experimental, e, por isso, sua sinalizacdo aumentada tem sido relacionada as
apresentacdes de OH genética e adquirida (Kaplan; Pignolo; Shore, 2009; Olmsted-Davis et al.,
2007; Salisbury et al., 2010).
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2.2.3 Processo inflamatdrio na FOP

Em condicGes fisioldgicas, todo dano tecidual ou atividade de um agente agressor gera
um processo inflamatorio externamente manifestado por rubor, edema, calor e dor. Em nivel
tecidual, células do sistema imunolégico induzem a liberacéo fisioldgica de citocinas e outras
células pré-inflamatdrias importantes para a reparacdo tecidual ou combate ao patdgeno.
Concomitante, por meio do reflexo inflamatério sinalizado via nervo vago, mediadores de
origem humoral e neural regulam localmente a magnitude da resposta inflamatoria, para que o
sistema orgéanico se mantenha equilibrado enquanto a injaria e a inflamacdo séo resolvidas
(Figura 5). Falhas nessa regulagéo, frequentemente levam ao desenvolvimento de doencas
inflamatdrias (Ranjbar et al., 2019; Rosas-Ballina; Tracey, 2009).

Figura 5 — Esquema representando o reflexo inflamatorio, em que vias neurais e hormonais
regulam a magnitude da resposta inflamatoria na resolucdo da injdria.
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Fonte: Adaptado de Rosas-Ballina; Tracey (2009). NTS = nucleo do trato solitario; MDV = nlcleo motor dorsal
do vago; SNC = sistema nervoso central.

Ultimamente sugerida como uma doenca de ordem inflamatéria, acumulam-se, no
estudo da FOP, as evidéncias de um sistema imune pré-disposto a hiperativacéo, configurando
um estado pro-inflamatorio constante, e crucial para formacao do 0sso heterotopico (Barruet et
al., 2018; Haviv et al., 2019; Hsieh et al., 2017; Huang et al., 2022; Maekawa et al., 2022;
Nikishina et al., 2023; Pignolo et al., 2022a).
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Hsieh et al. (2017) se propuseram a identificar na saliva citocinas que pudessem ser
reconhecidas como biomarcadores diagnésticos da OH, genética ou adquirida. No modelo
genético utilizado na pesquisa (Nfactcl-Cre/caAcvrl™™ mice), foram encontrados niveis
significativamente aumentados de IL-/f na saliva, de TNF-a no soro sanguineo e de MCP-1
(quimiocina pré-inflamatoéria) em ambos saliva e soro. Sob analise histolégica, os trés genes
foram localizados nas areas de formacdo cartilaginosa da OH. Haviv et al. (2019) mostraram
altos niveis plasmaticos de IL-13 em um menino adolescente com FOP.

Barruet et al. (2018) sugerem um estado pro-inflamatério continuo em pacientes FOP
associado a hiper-responsividade dos monécitos e macr6fagos do sangue periférico a estimulos
inflamatorios. Consideram a FOP como uma doenca autoinflamatoria, cuja mutacao genética é
capaz de causar alteracGes bem especificas no sistema imune, mas com efeitos globais. Entre
0s varios aspectos explorados pelo grupo, a analise multiplex de 69 citocinas no soro sanguineo
revelou niveis significativamente aumentados das interleucinas IL-3, IL-7, IL-8 e IL-10 em um
grupo FOP sem crise comparado ao grupo controle. Andlises adicionais conduziram ao achado
de atividade prolongada de NF-kB nos monocitos FOP estimulados por lipopolissacarideo
(LPS), que seria suficiente para mediar um estado de inflamacéo croénica.

Estudos prévios do nosso grupo em cultivo celular de PBMC (do inglés, peripheral
blood mononuclear cells) sugerem um perfil fenotipico inflamatério na FOP, caracterizado pelo
desbalanco na expressdo de genes envolvidos em vias de sinalizacdo dependentes de CAMP
(ADRB1, ADRB2, ADCY1, ADCY2 e ADCY9), em vias de fibrose e ossificacdo (RUNX2, COL1
e COL3), e em vias inflamatérias (TNF-a, ADRB1, ADRB?2) (Nascimento et al., 2017; 2021).

Mais recentemente, Pignolo et al. (2022a), ao buscarem potenciais biomarcadores
plasméticos na FOP, mostraram alta correlacdo de adiponectina e tenascina-C com o gendtipo
da FOP, além de correlacionar a calicreina-7 com a fase aguda dos flare-ups.

Ademais, € importante ressaltar a atividade do sistema imune inato no processo
inflamatorio e subsequente OH na FOP, evidenciada pela infiltracdo de mastdcitos e
macrofagos em lesdes iniciais de OH em resposta a ativacao dos linfocitos, como revisado por
Convente et al. (2015). Gannon et al. (2001) mostraram pela primeira vez a presenga de
mastocitos em todos os estagios de desenvolvimento das lesdes FOP, expressos principalmente
na fase fibroproliferativa — altamente vascularizada —, e em densidade muito maior do que em
qualquer outra miopatia inflamatoria. Os macrofagos, por sua vez, sao capazes de secretar
numerosas citocinas e quimiocinas pro- e anti-inflamatorias (tais como IL-6 e IL-10), cuja
sinalizacdo é fundamental no recrutamento de células fibroproliferativas nos processos de

cicatrizacao e fibrose (Convente et al., 2015).
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2.2.4 Ossificacdo heterotdpica na FOP

A ossificacdo ou osteogénese € um processo rigorosamente coordenado de formacao de
tecido 6sseo que se inicia por volta da sexta semana de gestacdo e perpetua-se ativo até
completos crescimento e maturacdo dos 0ssos. No periodo pds-natal, € um processo
normalmente restrito ao reparo dsseo de fraturas. Tanto na embriogénese como no reparo de
fraturas, a osteogénese ocorre por meio de duas vias relacionadas, poréem distintas: ossificacdo
intramembranosa e ossificacdo endocondral. Na primeira, as células progenitoras
mesenquimais (CPM) se diferenciam em osteoblastos, enquanto na endocondral, as CPM
desenvolvem-se primeiro em condrdécitos (formadores de cartilagem) para posteriormente haver
diferenciacdo em osteoblastos e formacéo de osso (Fujimoto; Suda; Katagiri, 2017; Shafritz et
al., 1996). Assim, a formacao e o remodelamento do tecido 6sseo decorrem de um complexo e
equilibrado esquema de deposicdo e reabsor¢do Ossea simultaneas, pelos osteoblastos e
osteoclastos, respectivamente. E um processo meticuloso por meio do qual as CPM tém seu
destino regulado por diversos estimulos celulares, paracrinos e mecanicos. Sdo atividades
antagoénicas, acopladas por fatores especificos que ainda requerem esclarecimentos (Boyce et
al., 2023; Cholok et al., 2018; Katagiri; Tsukamoto; Kuratani, 2018).

A ossificacdo heterotdpica (OH) é uma condicdo patoldgica, na qual a formacéao de 0sso
ocorre onde e quando nédo deveria ser formado. Pode ser dividida em duas grandes categorias:
OH adquirida (ndo-genética) e OH hereditaria (genética), ambas precedidas por prevalente
mecanismo inflamatdrio, e interpretadas por alguns pesquisadores como resultado de um reparo
tecidual anormal e desequilibrado, decorrente da diferenciacdo inadequada de células
progenitoras e influenciado por fatores microambientais locais e/ou sisttémicos (Cholok et al.,
2018; Convente et al., 2015).

Especificamente na FOP, além dos achados radioldgicos e histolégicos, modelos
experimentais geneticamente precisos tém confirmado a origem endocondral da OH, muito
semelhante a osteogénese fisioldgica no periodo embrionario (Kaplan; Chakkalakal; Shore,
2012; Shafritz et al., 1996; Upadhyay et al., 2017), e ao reparo tecidual pos-fratura (Katagiri;
Tsukamoto; Kuratani, 2018; Olmsted-Dauvis et al., 2007).

O processo histopatologico da OH na FOP pode ser sumarizado em duas fases,
conforme ilustrado na figura 6: (1) inflamacdo e destruicdo dos tecidos conectivos e (2)
formacdo Ossea. Na primeira fase, um estagio catabdlico associa-se a injuria e morte celular no
tecido afetado, caracterizado por intenso infiltrado mononuclear e perivascular envolvendo

macrofagos, linfocitos e mastocitos. A segunda fase, por sua vez, caracteriza-se por
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fibroproliferacdo e angiogénese acompanhada e sequenciada pelo recrutamento e proliferagéo
de células progenitoras, sua diferenciacdo em condrdcitos, maturacdo e hipertrofia de
cartilagem, diferenciacdo em osteoblastos e formacao de 0sso ectdpico maduro (Chakkalakal
et al., 2016; Hino et al., 2015; Shore; Kaplan, 2010)

Figura 6 — Representacdo esquematica da histopatologia da ossificacdo heterotopica
endocondral na FOP, dividida em 2 fases principais: 1) inflamagéo e destruicdo de tecidos
conectivos, e 2) formacéo Gssea.
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Fonte: Adaptado de Shore; Kaplan (2010).

Estudos pré-clinicos mais recentes, utilizando modelos animais geneticamente
modificados, tém sugerido como progenitoras da OH, e, por isso, como alvos terapéuticos:
células endoteliais, células progenitoras de tendcitos e células mesenquimais residentes no
muasculo esquelético com potencial condro-osteogénico, especificamente, as células
progenitoras fibroadipogénicas (Mejias Rivera; Shore; Mourkioti, 2024).

Em outro aspecto, um microambiente hipoxico parece ndo ser suficiente, mas € crucial
na patogénese da OH, desempenhando papel critico como gatilho dos surtos na FOP. Ha
evidéncias de que o fator indutor de hipdxia (HIF-1a) retém mACVR1 no endossoma,
amplificando e prolongando a sinalizacdo BMP, promovendo a condrogénese e ossificacao
ectopica endocondral (Wang et al., 2016a). Um amplo estudo constatou por imunocoloragdo, a
expressdo significativa de HIF-/a nos tecidos analisados de trés modelos experimentais de OH
(traumatico, hibrido e genético), nas fases precedentes a formagédo de cartilagem e no 0sso
ectopico imaturo (Agarwal et al., 2016). Olmsted-Davis et al. (2007) sugerem, também, que a
expressdo excessiva de BMP-2 e BMP-4 estimula a producdo de adipdcitos marrons, cuja
atividade respiratéria aerdbica leva a rapida queda de tensdo local de oxigénio, propiciando a

condrogénese, e favorecendo a formagéo de matriz cartilaginosa.
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Salisbury et al. (2010) consideram, ainda, que adipdcitos marrons sdo capazes de
expressar fatores angiogénicos, tais como VEGF-A e VEGF-D, necessarios para a transi¢do da
fase cartilaginosa avascular para a fase de formacéo 0ssea, pelo que insinuam a existéncia de
um mecanismo responsavel pela regulacdo local tanto da tenséo de oxigénio como da formacao
de novos vasos no processo de OH. Acredita-se, portanto, na ocorréncia de significativas
modelagem e remodelagem vascular nas diferentes fases da OH, sugerindo que, nesse processo,
a angiogénese e a osteogénese sdo eventos coordenadamente acoplados por meio de uma
relacdo altamente interdependente (Ben Shoham et al., 2016; Cocks et al., 2017; Olmsted-Davis
et al., 2007).

Curiosamente, 0 0sso ectépico na FOP, além de sofrer remodelamento como um 0sso
normal, continua sofrendo expanséo, o que poderia explicar a formacéo do "segundo esqueleto™
nos portadores da doenca (Upadhyay et al., 2017). Nesse ponto, é interessante considerar que
na OH, possivelmente os osteoclastos tenham caracteristicas estruturais e funcionais diferentes
dos expressos em 0ss0s normais, que ainda necessitam de esclarecimentos (Kawao et al., 2016;
Schoenmaker et al., 2021, 2023)

Finalmente, acredita-se que esses e outros processos obrigatdrios no desenvolvimento
do osso endocondral ectdpico resultam da interacdo ndo incidental de vias complexas de
sinalizacéo celular, de modo que a alteragdo de uma via invariavelmente afeta outra (Cholok et
al., 2018). Assim, embora sujeito a mesma fisiologia de um esqueleto normal, a OH decorre da
profunda desregulacdo de mais de uma via de sinalizacdo, que resulta na exacerbacéo de seus
efeitos (Kaplan; Chakkalakal; Shore, 2012).

2.2.5 Dor na FOP

Os surtos recorrentes e as injarias musculoesqueléticas provenientes da OH, conferem
ao portador de FOP ndo apenas irreversivel imobilidade articular, mas também fenétipos
variaveis de dor, de dificil manejo clinico e alto impacto na saude fisica e emocional
(Markowitz et al., 2022; Peng et al., 2019; Yu et al., 2023).

A sensacdo da dor na FOP &, em geral, intensa e continua durante o flare-up. Entretanto,
ndo é incomum que a dor inflamatdria aguda passe a ter carater cronico, sendo referida mesmo
na auséncia de crises, no que seria conhecido como periodo quiescente da doenca. A dor
persistente varia em intensidade e, por vezes, é diagnosticada clinicamente como dor
neuropatica (Kitterman et al., 2012; Peng et al., 2019; Yu et al., 2023).
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Kitterman et al. (2012) relataram frequéncia de dor neuropética 20 vezes maior em
pacientes com FOP em relacdo ao relatado pela populacgdo geral, correspondendo a 10,1% dos
pacientes arrolados no estudo, sendo 16 mulheres e um homem. Outras manifestacfes
neurosensitivas foram relatadas como cefaleia, alodinia e hiperalgesia. Em outro estudo, 55%
dos pacientes com FOP relataram, na auséncia de crise, niveis de dor tdo altos quanto aos
associados a flare-ups; ainda, 13% dos pacientes foram diagnosticados com dor neuropatica
(Peng et al., 2019).

Yu et al. (2023) confirmaram hipersensibilidade nociceptiva a estimulos térmicos
(calor) e mecanicos em adultos com FOP, na auséncia de surtos. Os autores concluiram ainda,
em experimento in vitro, que a mutacdo ACVR1(R206H) é tanto necessaria quanto suficiente
para provocar hiperexcitabilidade de neurbnios sensoriais nociceptivos, podendo contribuir
para o desenvolvimento da dor neuropética na FOP.

Dados nossos mostraram que em um grupo de portadores de FOP tratados
continuamente com acido ascorbico e propranolol (FOPCON), 47,4% (9/19) afirmaram sentir
dor na auséncia de flare-up, e destes, 55,6% (5/9) relataram dor moderada (publicacdo em

andamento) (Apéndice A).

2.3 Avaliacao clinica da FOP

Pignolo e Kaplan (2018) propuseram o estadiamento clinico da FOP em cinco estagios
— inicial/leve, moderado, severo, profundo e tardio/final —, a partir de uma avaliacdo que
abrange caracteristicas da FOP e suas consequéncias em sete areas (Anexo B). A principio, 0
estagio é definido pela caracteristica mais severa, pois, provavelmente, é a que mais influencia
a morbimortalidade, somada a outras caracteristicas clinicas consistentes com tal estagio. O
método inclui a aplicacdo da Cumulative Analogue Joint Involvement Scale (CAJIS) para FOP,
uma avaliacdo rapida e abrangente da mobilidade funcional grosseira, englobando 12
articulacées, além da mandibula, pescoco e coluna toracolombar (Anexo C). Esta escala avalia
o déficit funcional, interpretado como porcentagem de perda do movimento. Escores de zero a
dois para cada articulacéo ou regido avaliada, totalizam de zero a 30 pontos. Quanto mais alto
o0 escore final, maior a incapacidade. Acompanha a escala, anotacéo referente a locomocdo e
dependéncia para atividades de vida diaria (AVD), que pode ser relacionada as pontuacdes
obtidas em MMII e MMSS, respectivamente (Kaplan; Al Mukaddam; Pignolo, 2017). Visando

ao acompanhamento clinico longitudinal, foi desenvolvida a Patient-Reported Mobility
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Assessment (PRMA), uma autoavaliagdo baseada nos critérios da CAJIS (Kaplan; Al
Mukaddam; Pignolo, 2018).

InvestigacGes mais recentes visam avaliar o impacto da doenca na qualidade de vida
fisica e mental de portadores de FOP e seus familiares e/ou cuidadores. Estudos observacionais
tém mostrado associagdo da dor, imobilidade e incapacidade com relevantes prejuizos sociais
e emocionais. Dentre os métodos utilizados nesses estudos citam-se a CAJIS, o FOP-Physical
Function Questionnaire (PFQ), escalas PROMIS, e questionarios semiestruturados (Patient-
Reported Outcomes Measurement Information System) (Markowitz et al., 2022; Peng et al.,
2019; Pignolo et al., 2022c).

2.4 Abordagens terapéuticas

N&o obstante a intensificacdo da pesquisa, a FOP permanece uma doenca 0rfa, sem
tratamento curativo. O manejo seguro da FOP recomenda medidas de cuidados para a
prevencdo de traumas e para o0 controle sintoméatico dos surtos inflamatérios, visando a
manutencdo de mobilidade e funcionalidade, com pouca efetividade sobre a progressao natural
da doenca (Wentworth; Masharani; Hsiao, 2019). A retirada cirdrgica do 0sso heterotdpico com
esse objetivo ndo é indicada (Colmenares-Bonilla; Gonzalez-Segoviano, 2018).

A terapéutica sintomatica é amplamente utilizada e inclui o uso de altas doses de
corticosteroides (Prednisona, 2 mg/kg/dia) administradas ndo mais do que quatro dias, visando
areducdo da inflamacéo intensa e edema tecidual caracteristicos dos estagios iniciais da doenca.
Todavia, o beneficio da medicacdo é limitado as primeiras 24 horas do flare-up e restrito ao
acometimento das grandes articulagcbes e mandibula. Na descontinuagdo da prednisona, ha
relatos do uso de anti-inflamatdrios ndo esteroidais, inibidores de ciclo-oxigenase 2 (COX-2),
estabilizadores de mastdcitos e inibidores de leucotrienos para o controle da dor crénica e
progressao da doenca. Pode ser necessario o uso cauteloso de analgesia e relaxantes musculares,
tais como ciclobenzaprina, metaxalone ou baclofeno (Kaplan et al., 2019).

Logo apds o mapeamento genético da FOP, diversas abordagens terapéuticas foram
exploradas: bloqueio da via de sinalizagdo ACVR1/ALK2 (anticorpos monoclonais, inibidores
de transducgdo de sinal, inibidores de RNA e antagonistas BMP); bloqueio dos gatilhos
inflamatdrios; bloqueio da resposta das células progenitoras do tecido conectivo; alteracdo da
inducdo e/ou conducdo dos microambientes que promovem a OH (Kaplan; Groppe; Shore,
2008). A observacdo in vitro da diminuicdo da sinalizacdo de BMP utilizando-se pequenos

RNAs de interferéncia alelo especificos, capazes de suprimir a expressdo do alelo mutante em
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células progenitoras mesenquimais de pacientes com FOP, associou a interferéncia ou
silenciamento por RNA (RNAI/siRNA) a um potencial efeito terapéutico no tratamento da FOP
(Kaplan; Kaplan; Shore, 2012).

A medida que esclarecimentos biomoleculares foram refinados, potenciais terapias vém

sendo propostas, conforme ilustrado na Figura 7.

Figura 7 — Mapa do avanco de pesquisas na terapéutica da FOP.
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Shimono et al. (2011), considerando ser necessaria uma reducéo da sinalizacéo retinoica
durante a condrogénese, demonstraram em modelo animal a atuacédo de agonistas de receptores
gama de 4cido retindico nuclear (RARY) como inibidores da OH intramuscular e subcutanea.
Nesse principio, o Palovarotene mostrou-se potente inibidor da ossificacdo ectdpica
(espontanea e induzida por trauma) desencadeada pela mutagdo ACVR1(R206H) em um modelo
animal desenvolvido com células humanas FOP (Chakkalakal et al., 2016). Associado a eventos
adversos leves mucocutaneos, Palovarotene €, atualmente, a terapéutica mais avancada nas
pesquisas clinicas, aprovada para uso nos Estados Unidos, Canada e Australia, mas restrito a
pacientes a partir de oito e 10 anos, do sexo feminino e masculino, respectivamente, tendo em
vista 0 comprometimento no crescimento esquelético. Pode, ainda, ter efeitos negativos sobre
a audicdo e a visdo em criancas. (Mejias Rivera; Shore; Mourkioti, 2024; Pignolo et al., 2022b;
Shaik et al., 2024).



34

Anticorpos anti-ativina A (REGN2477; Garetosmab) (Hatsell et al., 2015; Hino et al.,
2015; Wang et al., 2024) e inibidores da via mTOR (Rapamicina) (Hino et al., 2017; Kaplan et
al., 2018; Maekawa et al., 2020) tém se mostrado igualmente promissores, cumprindo fases IlI
e Il de ensaios clinicos, respectivamente. Garetosmab, até entdo, foi testado apenas em adultos,
e foi associado com epistaxe leve recorrente, madarose e infeccdes de pele (Wang et al., 2024).
A Rapamicina mostrou-se eficaz na inibi¢cdo da condrogénese em modelo experimental, mas
seu uso continuo em humanos tem sido associado a efeitos adversos ainda em investigacao na
FOP. Tem uso limitado em pacientes com comprometimento renal, hepatico ou vascular prévio
(Shaik et al., 2023), e ndo mostrou relevancia clinica em dois casos clinicos reportados por
Kaplan et al. (2018).

Outras abordagens incluem a inibicdo de transducdo de sinal ACVR1/ALK2
(Saracatinib e outros); anticorpos monoclonais anti-ACVR1/ALK2; inibicdo da sinalizacéo
BMP; inibicdo de quinases; inibidores JAK, entre outras (De Brasi et al., 2021; Nikishina et al.,
2023).

De interesse, e conforme defendido nesta pesquisa, Palhares (1997) observou melhora
no controle da doenca usando altas doses de acido ascorbico (500 mg a 2 g/dia) isolado e
associado a bifosfonados — especificamente o clodronato dissodico — considerando, em longo
prazo, melhora da dor e reducdo na incidéncia de surtos (Palhares, 1997; Palhares; Leme, 2001).
O uso do é&cido ascoérbico (AA) tem revelado minimos efeitos colaterais, e sugerido
propriedades neuromoduladoras e neuroprotetoras, melhorando a qualidade do sono e
reduzindo a frequéncia dos flare-ups (Palhares et al., 2010). Mais adiante, o grupo propde a
associacao do acido ascérbico com o beta-bloqueador inespecifico propranolol (PP), por seu
provavel efeito inibidor de angiogénese, etapa necessaria ao desenvolvimento de OH. Essa
composicdo foi nomeada FOPCON, sob patente BR1020150324928 (Martins et al., 2015;
Palhares et al., 2019). Ainda ndo experimentados em animais, estudos pré-clinicos in vitro
mostraram viabilidade celular mediante doses experimentais de AA+PP equivalentes as
propostas para tratamento in vivo, além de modulacdo génica de genes potencialmente
envolvidos na fisiopatologia da FOP (Nascimento, 2017; Nascimento, 2021). Em geral, 0 uso
de acido ascérbico e propranolol nas doses propostas por Palhares et al. (2019) ndo tem sido
associado a efeitos adversos ou colaterais, além de representar um composto medicamentoso

de baixo custo.
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No Brasil, além dos estudos com FOPCON (AA+PP), segundo a IFOPA (2024) ha
ensaios clinicos de Garetosmab, em fase Ill; Fidrisertib e Zilurgisertib, em fase IlI; e

Palovarotene em fase rollover?.

2.5 Sistema Renina-Angiotensina (SRA)

O SRA e classicamente conhecido como um sistema enddcrino sintetizado no sistema
circulatério, principal responsavel pela regulacdo da pressdo sanguinea e equilibrio
hidroeletrolitico. Entretanto, ultimamente, tem sido evidenciado um alto potencial inflamatorio
do SRA, também por meio de seus efeitos paracrinos (Nehme et al., 2019). Trata-se de um
sistema complexo, cujo desbalanco entre seus dois eixos principais e funcionalmente opostos
tem sido implicado na patogénese de diversas doencas cardiovasculares, renais, enddcrinas e
hepaticas, de ordem inflamatoria, fibrética e tumoral (Cantero-Navarro et al., 2021; Nehme et
al., 2019; Santos et al., 2019) (Figura 8).

Figura 8 — Principais vias metabolicas do Sistema Renina-Angiotensina e seus dois €ixos
principais: classico e alternativo ou contra-regulatorio.
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Fonte: Adaptado de Holappa; Vapaatalo Vaajanen (2017). Eixo classico (ECA-AnglI-AT1) sinalizado em azul e
eixo alternativo ou contra-regulatério (ECA2-Ang(1-7)-MAS) sinalizado em vermelho.

2 Extensdo do ensaio clinico que da continuidade na observacdo e mensuracdo da seguranca, tolerabilidade e
eficacia do medicamento a longo prazo (Burcu et al., 2022).
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O eixo cléssico, pré-hipertensivo, inclui a enzima conversora de angiotensina (ECA), a
angiotensina Il (Ang I1), e o receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT1R). O eixo alternativo, anti-
hipertensivo ou contra-regulatério, inclui a enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2), a
angiotensina (1-7) (Ang(1-7)) e o receptor Mas (MAS1) (Cantero-Navarro et al., 2021;
Saldanha da Silva et al., 2017; Santos et al., 2019) (Figura 8).

Em geral, ao eixo classico (ECA-AnglI-AT1R) atribui-se a mediac¢éo de processos pro-
inflamatdrios, pro-tromboticos e pro-fibréticos, principalmente pela ativacdo de receptores
AT1. Em contextos patologicos, sua ativacdo estd relacionada a efeitos deletérios como
vasoconstri¢do, inflamacao, fibrose, migracgdo e crescimento celular e retencdo de fluidos. Por
outro lado, o eixo alternativo (ECA2-Ang(1-7)-MAS), por meio da ligacdo da Ang(1-7) ao
receptor Mas, mostra-se protetivo por induzir efeitos fisiologicos normalmente opostos aos
produzidos pela Angll, isto é, efeitos anti-inflamatdrios, antifibrogénicos e antiproliferativos,
modulando negativamente a expressao de citocinas inflamatorias tais como: TNF-a, IL-18, IL-
6, MCP-1, TGF-B, bem como reduzindo a migragdo e funcdo pré-inflamatéria de leucdcitos
(Cantero-Navarro et al., 2021; Nehme et al., 2019; Santos et al., 2019).

Embora ativados pelo mesmo peptideo, o receptor de angiotensina Il tipo 2 (AT2R) em
geral desempenha papel similar, sendo somatorio, ao da Ang(1-7)/MAS, portanto oposto aos
efeitos da Angll/AT1R, e, ao que parece, reservado as situacdes patoldgicas (Hassani; Attar;
Firouzabadi, 2023; Santos et al., 2019).

Adicionalmente, um novo componente hormonal do SRA foi descrito por Lautner et al.
(2013) — a alamandina, com estrutura e atividade bioldgica similares aos da Ang (1-7), que atua
por meio da ligacdo ao receptor MRGD (membro D do receptor acoplado a proteina G
relacionado a Mas). O papel de ambos, horménio e receptor, ndo é totalmente esclarecido.
Presente no sangue, em modelos experimentais, eles foram associados a efeitos anti-
hipertensivos e cardiovasculares centrais, bem como efeitos antifibréticos, pela reducdo de
colageno 1, colageno 1l e fibronectina (Lautner et al., 2013). Interessantemente, o receptor
MRGD tem expressdo predominante em neurdnios sensoriais de pequeno didmetro que inervam
as camadas externas da pele dos mamiferos e respondem a estimulos mecénicos e de alteracdo
de temperatura, participando de fungbes do SNC como sensacdo ou transducdo da dor
(Cavanaugh et al., 2009; Lan et al., 2020). Ha, ainda, evidéncias de seu envolvimento na origem
e proliferacdo de cancer (Nishimura et al., 2012).

Além de sua fundamental ag&o sistémica, tém sido identificadas expresséo e atividade
locais do SRA nos tecidos de diferentes 6rgdos como: coracgdo, rim, medula 6ssea, vasos

sanguineos, cérebro, intestino, olhos e pele (Bayar et al., 2015; Diao et al., 2014; Holappa;
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Vapaatalo; Vaajanen, 2017; Silva et al., 2020). Nesse sentido, a medida que receptores e
efetores do SRA foram descobertos e estudados, ampliou-se o conhecimento das vias de
sinalizagdo por ele reguladas, implicando sua participacdo ndo s6 na homeostase corporal, mas
também na imuno modulacéo e inflamacéo, proliferacdo celular, apoptose, angiogénese, entre

outros processos, em contextos fisioldgicos e/ou patologicos, como exemplificado na figura 9.

Figura 9 — Derivados do angiotensinogénio e efetores/receptores associados, com vias de
sinalizagdo dowstream e alguns dos efeitos relacionados ao desenvolvimento/prevencdo do
cancer.
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Fonte: Hassani et al. (2023).

O SRA é um sistema multifacetado, capaz de exercer atividades enddcrinas, paracrinas
e autocrinas, por meio de expressdo génica tecido-especifica, e da complexa sinalizacdo de
receptores acoplados a proteina G (GPCR). Trata-se de um sistema que pode tanto ativar quanto
inibir diferentes vias de sinalizagdo, com desfechos variaveis a depender do contexto patoldgico
e do orgao/tecido envolvidos (Cantero-Navarro et al., 2021; Nehme et al., 2019).

Ha evidéncias de que a Ang Il ativa a fosforilacdo de p38 MAPK, que medeia sinais
criticos para o desenvolvimento de fibrose em disfung6es do coragdo, musculo liso, retina e rim
(Morales et al., 2012; Saldanha da Silva et al., 2017). Por outro lado, a interagdo Ang(1-7)/MAS

pode regular vias de sinalizacdo controladoras de inflamacdo e fibrose, além de ativar efetores
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downstream como ON, COX-2 e FOXO1 (Bader, 2013; Hassani; Attar; Firouzabadi, 2023;
Westermeier et al., 2015).

A ativacdo de AT1R desencadeia multiplas vias de sinalizacdo e a producédo de segundos
mensageiros intracelulares, como ERO (espécie reativa de oxigénio), por exemplo, que, por sua
vez, ativam proteinas intracelulares da familia MAPK, incluindo ERK, JNK e p38MAPK
(Cantero-Navarro et al., 2021). AT1R também se mostrou capaz de ativar a via de sinalizacdo
NF-kB (potencial via reguladora da inflamacéo) pela fosforilacdo da subunidade p65, induzindo
a suprarregulacdo de MCP-1, IL-8, IL-6, TNF-a e IL-17, em cultivo de células mesangiais
(Alique et al., 2015). Envolvidas na proliferacdo de células tumorais, as vias NF-kB e ERK,
entre outras, foram sinalizadas pela interagdo Angll/AT1R, e inibidas pela interagdo Ang(1-
7)/Mas. Adicionalmente, em condicdes especificas, a via NF-kB pode ser ativada por ambos os
receptores AT1 e AT2, como demonstrado em diferentes linhagens celulares, de modelos
experimentais (Ruiz-Ortega et al., 2000; Wolf et al., 2002). Outras evidéncias estabelecem a
sinalizacdo crosstalk entre 0 SRA e receptores tipo Toll (TLR) e a provavel ativacdo da via NF-
kB (Cantero-Navarro et al., 2021).

Em outro aspecto, pesquisas experimentais tém confirmado a expressao de renina, ECA
e receptores AT1 e AT2 no tecido 6sseo, além da atividade deletéria da Ang Il sobre o tecido
0sseo em diversas situacdes, como na osteoporose e na reparacao de fraturas (Bayar et al., 2015;
Diao et al., 2014; Garcia et al., 2010). Shuai et al. (2015) reafirmam, baseados em sua reviséo
literaria, a existéncia de um SRA local no o0sso, capaz de induzir desordens do metabolismo
0sseo, caracterizadas pela reducdo de atividade osteoblastica e incremento da atividade
osteoclastica. Efeitos pro-fibréticos locais da Angll via AT1R, decorrem de potente indugéo de
proteinas como Colageno Il e fibronectina, inclusive em células dos musculos esqueléticos.
Ainda, a Angll é capaz ndo s6 de induzir a fibrose, mas de manté-la pelo aumento da expressdo
de fatores pro-fibroticos como o TGF-p1 e CTGF (fator de crescimento de tecido conjuntivo).
Em modelo animal, houve correlacdo entre hipertensdo mediada por AT1 e fibrose no masculo
esquelético (Stilhano et al., 2017).

Finalmente, embora o Sistema Renina-angiotensina (SRA) ja tenha papel bem
estabelecido nos processos inflamatdrios e fibréticos de diversas desordens patoldgicas, sua

possivel participacédo na fisiopatologia da FOP ainda consta aspecto ndo explorado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a expresséo de genes do SRA em dois tipos celulares de pacientes portadores
de Fibrodisplasia Ossificante Progressiva, bem como a modulagdo desses genes em resposta ao

tratamento in vivo com &cido ascérbico e propranolol.

3.2 Objetivos especificos

Para o alcance do objetivo geral foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos:

a) Desenvolver primers de oligonucleotideos especificos para o estudo da expressdo de
MRNA dos genes alvos que codificam ECA, ECA2, AGTR1, AGTR2, MAS1 e MRGD;
TNF-a, RUNX2, ADRB1 e ADRB2; NFKB1 (p50), RELA (p65) e VEGFA.

b) comparar a expressdo basal dos mMRNA dos genes alvos em células epiteliais da boca
(CEB) e leucdcitos totais (LT) de individuos sem FOP e de portadores de FOP sem
tratamento;

c) analisar o efeito do tratamento in vivo com FOPCON na modulagéo génica dos mRNA
dos genes alvos em CEB e em LT de individuos portadores de FOP, comparado com
individuos sem FOP e com portadores de FOP sem tratamento;

d) apresentar dados de avaliacdo clinica referentes a funcionalidade e eventos adversos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de pesquisa

Trata-se de uma pesquisa clinica, integrada a um projeto “guarda-chuva” e parte do
ensaio clinico paralelo registrado pelo numero (Rebec RBR-9dkn9ry). A pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS)
(CAEE 40606820.5.0000.0021), e os participantes foram arrolados apds esclarecimento e
assinatura do termo de consentimento (TCLE/TALE) (Apéndice B).

4.2 Populagao

A populacéo participante desta pesquisa € composta de trés grupos: (1) individuos sem
FOP para o grupo controle (n=8 a 13); (2) individuos portadores de FOP sem tratamento (n=8);
e (3) individuos portadores de FOP tratados com FOPCON (n=8).

Tendo em vista a ultra raridade da doenga, poucos sdo os portadores de FOP
identificados no Brasil que ndo recebam nenhum tratamento para controle da FOP, ou que ja
ndo estejam vinculados a outros ensaios clinicos. Em geral, os portadores da doenca sdo
encaminhados ao pesquisador principal por outros médicos, ou fazem contato por meios
préprios, por indicacdo de outros participantes, ou a partir de divulgacGes da midia e redes
sociais tradicionais. Assim, na ocasido do experimento e distribuicdo dos grupos, para compor
o0 grupo (2), foram identificados apenas oito individuos com diagndstico clinico de FOP, que
ndo recebiam tratamento continuo para FOP (além dos sintomaticos: anti-inflamatorios e
analgésicos), ou que, por opgdo pessoal, havia mais de seis meses estavam sem tratamento com
FOPCON. Esse grupo foi submetido nos meses subsequentes a tratamento especifico de outro
ensaio clinico do mesmo projeto “guarda-chuva”, ndo constituindo amostras pareadas com o
grupo tratado com FOPCON deste trabalho. Também extraidos do projeto “guarda-chuva”, 0s

oito individuos do grupo (3) foram selecionados por conveniéncia.

4.3 Avaliacéo clinica

Os participantes da pesquisa foram submetidos a duas ou trés avaliagcbes presenciais,

abrangendo anamnese, exame fisico e registro de imagens autorizado em TCLE/TALE. Na
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ocasido, foram aplicadas a escala CAJIS (Kaplan; Al Mukaddam; Pignolo, 2017a) e a
goniometria® de grandes e/ou médias articulagGes, tais como ombros, cotovelos, quadris e
joelhos, desde que fossem acessiveis e ndo anquilosadas (Figura 10) (Apéndice C). Na escala
CAJIS, escore 0 (zero) corresponde a funcdo normal ou déficit < 10%; escore 1, a déficit de
10%-90%; e escore 2, a déficit > 90%. Na goniometria, consideramos para amplitude de
movimento normal: abducdo de ombro = 0-180 graus; flex&o de cotovelo = 0-145 graus; flexao
de quadril = 0-125 graus; e flexdo de joelho = 0-140 graus (Marques, 2014).

Figura 10 — Goniometria de abducdo de ombro e de flexdo de cotovelo.

Proibida a reproducéao destas imagens
) - s -V ~

Fonte: Dados da pesquisa (2021). Rep?c;aagéo proibida.

A fim de avaliar a necessidade de ajuste de doses e observar a ocorréncia de efeitos
adversos ou colaterais, dos participantes com FOP foram coletados mensalmente dados de peso,
frequéncia cardiaca e pressdo arterial durante o periodo de tratamento. Em quase todos os
participantes, a coleta desses dados foi realizada presencialmente nas ocasifes da primeira e
ultima coleta de amostras; nos demais meses, os dados foram medidos pelos préprios
participantes ou por seus familiares, e remetidos aos pesquisadores via aplicativo de rede social.

Na ultima visita, foi também aplicado um questionario semiestruturado (Apéndice D),
caracterizando um estudo piloto transversal preparatorio para posterior estudo longitudinal
(Apéndice A).

4.4 Tratamento in vivo com FOPCON (acido ascorbico + propranolol)

Apds a avaliagdo médica, para os participantes do grupo (3) foram fornecidas doses
individualizadas de &cido ascorbico e propranolol (FOPCON), prescritas de acordo com peso e

% Método que avalia a amplitude de movimento pela mensuracao dos angulos dos movimentos passivos ou ativos
de uma articulagéo, em seus respectivos planos (Crasto et al., 2015).
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idade. Os medicamentos foram manipulados por profissionais farmacéuticos da equipe de
pesquisa, em laboratorio da universidade. Respeitando a prescricdo médica individualizada, os
compostos foram triturados juntos, encapsulados semiautomaticamente e armazenados em
frascos com silica, devidamente lacrados e identificados.

Para os participantes com menos de 18 anos de idade, a dose de propranolol ndo excedeu
2mg/kg/dia, com base no que se sabe sobre 0 uso seguro do PP no tratamento de hemangioma
infantil. Para os adultos, a dose de propranolol variou de 14 a 17 mg por capsula, ingerida trés
vezes ao dia, correspondendo a doses consideradas seguras dentro dos fins aprovados pela
ANVISA (Cloridrato de propranolol [bula], 2008; Ji et al., 2018; Palhares et al., 2019). A
concentracdo de &cido ascorbico ndo excedeu a dose de 250 mg por cdpsula, também ingerida
trés vezes ao dia (Vitamina C [bula], 2019; Palhares et al., 2019). Ajustes deveriam ser
realizados caso houvesse significativa alteracdo de peso, pressdo arterial e/ou frequéncia

cardiaca; no entanto, tais ajustes ndo foram necessarios no periodo da pesquisa.

4.5 Amostras

Foram coletados dois tipos de amostras teciduais dos trés grupos: mucosa oral (células
epiteliais da boca) e sangue venoso periférico (leucdcitos totais). Dos oito portadores de FOP
sem tratamento, um n&o concordou com a coleta de sangue, totalizando, portanto, nesse grupo,
oito amostras de mucosa oral e sete amostras de sangue periférico.

Dos componentes do grupo FOP tratado com FOPCON, uma vez que ja recebiam a
medicacdo antes do ensaio proposto, em carater off label*, as coletas ocorreram em dois
momentos: (1) apds uma pausa na medicagdo por cinco dias, no que se pretendia caracterizar o

periodo denominado “wash-out” e (2) ap6s 90 dias ininterruptos do tratamento com FOPCON.

4.5.1 Amostras de mucosa oral (células epiteliais da boca)

Foram obtidas amostras de células epiteliais da boca (CEB) por meio de raspagem do
lado interno de cada lado da bochecha, utilizando-se um palito largo de madeira (abaixador de
lingua) previamente esterilizado (Messias et al., 2024 - https://doi.org/10.26444/jpccr/188214).

Imediatamente apos a raspagem, a extremidade do palito foi destacada e imersa em um

microtubo previamente preenchido com 500 pl de RNAlater® (Ambion™), As amostras foram

*Indicagdo terapéutica de um medicamento, diferente da aprovada ou orientada na bula (CFM, 2013).


https://doi.org/10.26444/jpccr/188214
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transportadas em ar ambiente, e armazenadas em freezer -20°C até o0 seu processamento,

seguindo os critérios estabelecidos em protocolo de biorrepositério (Anexo A).

4.5.2. Amostras de sangue venoso periférico (leucdcitos totais)

Para obtencdo de leucdcitos totais, amostras de sangue foram coletadas por meio de
puncao venosa periférica, preferencialmente do dorso de uma das maos. Imediatamente apds a
coleta, 500 ul de sangue foram transferidos para um microtudo de 1,5 ml previamente
preenchido com 500 pl de RNAlater® (Ambion™), As amostras foram transportadas em ar
ambiente e armazenadas em freezer -20°C até o seu processamento, respeitando os critérios

estabelecidos em protocolo de biorrepositorio (Anexo A).

4.6 Extragdo do RNA total e tratamento com DNase

Resumidamente, apds o descongelamento das amostras, a solucdo foi centrifugada em
7009 a 4°C por 15 minutos, para concentracdo do pellet de células. Em seguida, nas amostras
de mucosa oral, a extremidade do palito foi removida e 0 RNA total foi isolado utilizando-se
reagente Trizol®, segundo protocolo descrito pelo fabricante, com algumas modificagdes
padronizadas previamente (Nascimento et al., 2019, 2021). Nas amostras de sangue venoso,
apos a centrifugacdo descartou-se o0 sobrenadante e prosseguiu-se com o protocolo do mesmo
reagente, a partir do sangue total.

O RNA total foi ressuspenso em 80 ou 100 pl (CEB e sangue, respectivamente) de agua
RNAse free tipo DEPC e aliquotas de 1 ul foram quantificadas por leitura a 260 nm no
espectrofotometro NanoDrop™ One (Thermo Scientific™ Spectrophotometer). Na sequéncia,
aliquotas de amostras de RNA total foram tratadas com DNAse | (TURBO DNA-free Kit,
Ambion Inc., Foster, California, USA), extraidas com 2 volumes de fenol tamponado em Tris-
EDTA 1M, pH 4,2 e precipitadas com 50% (v/v) de isopropanol (200 proof). O pellet de RNA
tratado com DNAse foi lavado com 700 pl de etanol ultrapuro e ressuspenso em 25 ul de H.O
DEPC. Aliquotas foram quantificadas por leitura a 260 nm, para subsequente utilizagdo na RT-
PCR.
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4.7 Oligonucleotideos iniciadores especificos (primers)

Os genes alvos selecionados para o estudo de expressdo génica do SRA foram ECA,
ECA2, AGTR1, AGTR2, MAS1 e MRGD. Para vias correlatas, selecionou-se TNF-a, RUNX2,
ADRB1, ADRB2, NFKB1 (p50), RELA (p65) e VEGFA. Os oligonucleotideos iniciadores
(primers) para a transcrigéo reversa (RT) e PCR quantitativo em tempo real (QPCRtr), descritos
no Quadro 1, foram desenhados e selecionados a partir das sequéncias alvos dos mRNA
especificos, descritos no  GeneBank, utilizando-se 0o programa BLASTn
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e sintetizados pela IDT (Integrated DNA
Technologies). Recebidos liofilizados, os primers foram ressuspensos em agua estéril filtrada
(0.22 pm; g.s.p. 100 pmol/ul) e estocados a 10 pmol/pl a -20°C. Como gene de referéncia, foi
utilizado o gene S26 (Vincent; Marty; Fort, 1993).

Quadro 1 — Oligonucleotideos iniciadores dos genes alvos selecionados.

Fragmento

Gene Sequéncia de nucleotideos (nt) amplificado

. F<GAAGTTTGATGTGAACCAGTTGC> 79 0b
R<CGTTCTAGGTCCTGAACCTTC> P

ECA2 F<GGCCGAGAAGTTCTTTGTAT> 86 pb
R<CATTTCCTGGGTCCGTTAG> P

F<TTCAGCCAGCGTCAGTTTCA>
AR R<GGCGGGACTTCATTGGGT> 101 pb

F<TATGGCCTGTTTGTCCTCATTG>
AGTR2 R<CCATTGGGCATATTTCTCAGGT> 115 pb

MAS1 F<GCTACAACACGGGCCTCTATCTG> 160 pb
R<TACTCCATGGTGGTCACCAAGC> P

F<TCCCTGCCTCTGAGCATCTA>
MRGD R<GAGAGGCGTGACAAGCTGAA> 100 pb

INE F<CCAGGGACCTCTCTCTAATCA> %5 ob
“ R<GTTTGCTACAACATGGGCTAC> P

RUNX2 F<CTTGACCATAACCGTCTTCAC> 61 0b
R<CGAGGTCCATCTACTGTAACT> p

ADRB1 F<TTCTACGTGCCCCTGTGCATC> -
R<GATCTTCTTCACCTGCTTCTGG> p

F<CTGTGCGTGATCGCAGTGGAT>
ADRB2 R<CTTATTCTTGGTCAGGCTC> 78 pb

F<TGACAGAGGCGTGTATAAGG>
R<CCACCTTCTGCTTGCAAAT>

F<TACCTGCCAGATACAGACGA>
R<TCATGATGCTCTTGAAGGTCTC>

F<GCGTCGCACTGAAACTTTTCGT>
YEES R<ACCACGGCTCCTCCGAAG> 61 pb

s26 F<TGTGCTTCCCAAGCTGTATGTGAA> 75 0b
R<CGATTCCTGACTACTTTGCTGTG> p

Legenda: (pb) pares de base; (F) forward / sense (5°-3); (R) reverse / anti-sense (5°-3”).

NFKB1 (p50) 79 pb

RELA (p65) 79 pb
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4.8 Transcricdo reversa (RT) e reacdo em cadeia polimerase em tempo real (PCRtr)

4.8.1 Amostras de mucosa oral (células epiteliais da boca)

A transcricdo reversa (RT) para sintese de cDNA (DNA complementar) de fita simples
(sscDNA\) foi realizada a partir de ~350 ng de RNA, pré-incubado a 70°C por 10 minutos, com
10 pmol de cada primer reverso juntamente com 10 pmol de primer oligo dT2o (Invitrogen),
seguido de armazenamento em gelo na bancada. Em seguida, 10,4 pl do mix de enzima
transcriptase reversa (40 U) em tampéo RT (KCI 50 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 8,4), contendo
4 pul de dNTP mix (10 mM de cada), foram incubados a 45°C por 1 hora, com a solucdo de
RNA e primers previamente descritos. A reacao foi terminada a 4°C e armazenada a -20° até a
gPCRtr. Todos os reagentes foram provenientes da Invitrogen™ (SuperScript™ First-Strand
Synthesis System for RT-qPCR). As amostras de sscDNA resultantes da RT foram utilizadas
na gPCRtr, realizada no equipamento QuantStudioTM 6 Flex Real-Time PCR System,
utilizando-se o protocolo de reacao descrito pelo SYBR Green PCR Master Mix Kit (THERMO
FISHER SCIENTIFIC, 2022). Amostras em duplicatas foram aplicadas em placas de 384 po¢os
(ABI PRISM® 384-Well Optical Reaction Plate with Barcode, Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), em volume final de reacdo de 10 pl. Aliquotas de 3 pl de sscDNA das
amostras foram pipetadas em cada canaleta da placa, adicionando-se 7 pl de Sybr Mix (5 pl do
SYBR Green PCR Master Mix Kit; 2 ul de cada primer [senso e anti-senso] a 0,3 pmol/ul]). A
placa foi selada com adesivo optico (ABI PRISM® Optical Adhesive Covers, Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). As reacGes de qPCRtr ocorreram nos seguintes ciclos
termais: [estagio 1] um ciclo de 50°C/2 min.; [estagio 2] um ciclo a 95°C/10 min.; [estagio 3]
40 ciclos de 95°C/15s, seguidos de curva de dissociagdo a partir de 60°C para analise da

especificidade dos fragmentos alvos amplificados (amplicons).

4.8.2 Amostras de sangue venoso periférico (leucocitos totais)

A transcricdo reversa (RT) para sintese de cDNA (DNA complementar) de fita simples
(sscDNA) foi realizada a partir de ~500 ng de RNA, pré-incubado a 70°C por 10 minutos, com
10 pmol de cada primer reverso juntamente com 10 pmol de primer oligo dT2o (Invitrogen),
seguido de armazenamento em gelo na bancada. Em seguida, 8 pl do mix de enzima
transcriptase reversa (40 U) em tampéo RT (KCI 50 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 8,4), contendo
2 ul de dNTP mix (10 mM de cada), foram incubados a 45°C por 1 hora, com a solucdo de
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RNA e primers previamente descritos. A reacdo foi terminada a 4°C e armazenada a -20° até a
gPCRtr. Todos os reagentes foram provenientes da Invitrogen™ (SuperScript™ First-Strand
Synthesis System for RT-qPCR). As amostras de ssScDNA resultantes da RT foram utilizadas
na gPCRtr, realizada no equipamento QuantStudioTM 6 Flex Real-Time PCR System,
utilizando-se o protocolo de reagdo descrito pelo SYBR Green PCR Master Mix Kit (THERMO
FISHER SCIENTIFIC, 2022). Amostras em triplicatas foram aplicadas em placas de 384 pogos
(ABI PRISM® 384-Well Optical Reaction Plate with Barcode, Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), em volume final de reacdo de 10 ul. Aliquotas de 2 pul de sscDNA das
amostras foram pipetadas em cada canaleta da placa, adicionando-se, 8 pl de Sybr Mix (5 pl do
SYBR Green PCR Master Mix Kit; 3 pl de cada primer [senso e anti-senso] a 0,3 pmol/ul]). A
placa foi selada com adesivo optico (ABI PRISM® Optical Adhesive Covers, Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). As reacGes de gPCRtr ocorreram no seguintes ciclos
termais: [estagio 1] um ciclo de 50°C/2 min.; [estagio 2] um ciclo a 95°C/10 min.; [estagio 3]
40 ciclos de 95°C/15s, seguidos de curva de dissociacdo a partir de 60°C para analise da

especificidade dos fragmentos alvos amplificados (amplicons).

4.9 Andlise estatistica

Para a quantificacdo relativa, realizou-se analise comparativa da expressdo dos
transcritos dos genes alvos com o controle endogeno, utilizando-se o método CT comparativo
(comparative threshold cycle), no qual o controle endégeno foi utilizado para normalizar a
expressdo dos genes alvo (média do CT gene alvo — média do CT controle end6geno) gerando
0 ACT (delta CT). A partir do ACT, calculou-se o AACT (ACT amostra — ACT do calibrador
[amostra de referéncia]). Ao final, aplicou-se a formula 222°T para chegar-se aos niveis
relativos de expressao de cada gene alvo (Livak; Schmittgen, 2001).

Realizou-se a andlise estatistica no programa GraphPad Prism 5. A normalidade dos
grupos foi analisada pelo teste Kolmogorov-Smirnov e, em seguida, aplicaram-se os testes
paramétricos t de Student e ANOVA de 1 via, e ndo-paramétricos Mann-Whitney e Kruskal-
Wallis. O resultado foi considerado estatisticamente significativo (*) quando p <0,05; muito
significativo (**) quando p=0,001 a 0,01; e extremamente significativo (***) quando p<0,001.
As barras de erro sdo representadas pelo erro padrdo da média. A variabilidade do n nas analises

estatisticas devem-se a baixa concentracdo de mMRNA ou posterior amplificagdo insuficiente.
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5 RESULTADOS
5.1 Populagéo

A condicdo extremamente rara da doenca e a relativa baixa expectativa de vida
implicaram na dificuldade de estabelecer padréo de idade ou género dentro dos grupos.

A idade dos portadores de FOP sem tratamento variou entre quatro e 62 anos. A idade
do grupo tratado com FOPCON variou entre quatro e 39 anos. Nao houve diferenca entre os
grupos, no que diz respeito a idade, tanto nas analises de células epiteliais da boca (CEB)
(p=0,81; Kruskal-Wallis) quanto nas de sangue venoso periférico (p=0,12; ANOVA 1 via)
(Figura 11). Apesar do pequeno numero amostral, também néo houve diferenca entre 0s grupos

controle e FOP (sem tratamento e tratado) em relacéo ao género (CEB, p=0,32; sangue, p=0,38;

Teste Exato de Fisher).

Figura 11 — Participantes da pesquisa separados por grupo em relacéo a idade.
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Fonte: Dados da pesquisa (2023). CEB, p=0,81 (Kruskal-Wallis); sangue, p=0,12 (ANOVA 1 via).

0

5.2 Avaliacdo fisica — CAJIS e goniometria

Para avaliar a funcionalidade dos participantes, foram aplicadas a escala CAJIS e a
goniometria. Divergéncias encontradas entre a primeira e a Ultima avaliacdo foram interpretadas
como inexperiéncia dos avaliadores na aplicacdo da escala, e ndo sdo aqui apresentadas por ndo
serem o escopo principal do trabalho. Apds minuciosa reavaliacdo dos dados, 0s escores totais
da CAJIS obtidos na tltima avaliagdo presencial de 14 participantes com FOP®, variando de 3

a 28, mostraram correlagao positiva moderada com a idade dos participantes (p=0,0044, r=0,71,

5> Compondo grupos FOP sem tratamento e tratados com FOPCON.
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Spearman), isto é, escores mais altos da escala (gravidade funcional da doenga) foram
observados nas idades mais avancadas (Figura 12).

No que tange a realizacdo de atividades de vida diaria, 64,3% (9/14) dos participantes
necessitam de alguma assisténcia e pontuaram entre 3 e 8 para membros superiores (MMSS),
enquanto 35,7% (5/14) dos participantes necessitam de total assisténcia, pontuando escores
entre 6 e 11 para MMSS. No que se refere a locomocéo, 28,6% (4/14) dos participantes estéo
restritos ao leito, com escores entre 10 e 12 para membros inferiores (MMII). Um participante
(7,1%) utiliza cadeira de rodas, com escore de 8 para MMII. Escores entre 0 e 8 de MMII

caracterizam os participantes que deambulam (64,3%; 9/14) (Figura 12).

Figura 12 — Escores obtidos na escala CAJIS para avaliacdo de funcionalidade, em relacdo a
idade, atividades de vida diéria (AVD) e locomocao.

CAJIS x Idade
80
i °
. 60 °
é °
% 40 . JPts
k=] .- e
204 .- b °
_.-"% e
[ 2 'Y
0 T T 1
0 10 20 30
CAJIS
CAJIS MMSS x AVD CAJIS MMII x Locomocéo
124 124 LX)
[ OMW--------- ZZZZZZZiZZZZZZ
10 [ 104 ]
L g [ e L g Eme - ®------
3 300
o 64 L L o o 6
S me S |
S 44 EEe - T [—
i ° w °
24 2 L] |
]
0 T T O % _\ T
Alguma assisténcia Total assisténcia Caminha Cadeirade rodas  Acamado

Fonte: Dados da pesquisa (2023). Grafico de correlagdo, p=0,0044; r=0,71; Spearman. Quadrados verdes: sexo
masculino; circulos cor de laranja: sexo feminino.

Embora se pretendesse avaliar por goniometria a0 menos quatro grupos articulares, por
questdes técnicas ou restricdes dos pacientes observadas na primeira avaliacdo, optamos por
registrar neste estudo os angulos de movimento articular para flexdo de cotovelos e joelhos, e
quando conveniente, para abdugdo de ombros. Mensurados na Ultima avaliagdo, valores para
cotovelos e joelhos sdo apresentados no quadro 2, paralelos aos escores CAIJIS para as

respectivas articulacdes, dependéncia para AVD e locomocao.
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Quadro 2 — Escala CAJIS de membros superiores (MMSS) e membros inferiores (MMII) e
goniometria de cotovelos e joelhos.

CAIJIS FLEXAO DE ASSISTENCIA | CAJIS FLEXAQO DE < CAJIS
ID| SEXO | IDADE COTOVELO COTOVELO PARA AVD | JOELHO JOELHO LOCOMOCAO | 1oTaL

D E D E D | E D E
1 F 17 2 2 |ANQ ANQ TOTAL 1 | 2 [120°130° | ANQ | ACAMADO 28
3| M 62 2 2 | ANQ ANQ TOTAL 1 | 2 |0-35° ANQ | ACAMADO 28
4 F 30 2 2 |ANQ ANQ TOTAL 2 | 2 | ANQ ANQ | ACAMADO 28
5 F 12 1 1 |50°-130° 70°-136° | ALGUMA 0 | o |0-140° 0-140° | CAMINHA 9
6 F 19 1 0 |o0-41° 0-135° | ALGUMA 0 | 0 |0-140° 0-140° | CAMINHA 10
7 F 35 1 1 |100°-120° | 0-80° TOTAL 1 |1 |035° NPT CADEIRANTE 20
$| M 21 1 1 |0-90° 0-108° | ALGUMA 1| 1 |0-110° 0-55° | CAMINHA 21
0| M [3 1 1 [80°-100° | 0-120° |ALGUMA 0 | o |0-140° 0-140° | CAMINHA 11
0| M 4 1 1 [10°-115° | 0-130° |ALGUMA 1| 1 |0152° 0-150° | CAMINHA 10
1| F 51 1 1 [50°-125° | 20-100° | ALGUMA 1 | 1 [10-118° |0-118° | CAMINHA 23
2] M 12 1 1 |0-118° 0-120° | ALGUMA 1 | 2 |o-110° ANQ | CAMINHA 11
13 M 5 1 1 [10°-110° | 20°-130° | ALGUMA 0 | 1 |0-145° 0-115° | CAMINHA 3
15] M 24 2 2 |ANQ ANQ ALGUMA 2 | 1 |ANQ NPT CAMINHA 20
17| F 57 1 1 [10°-110° | 0-118° |ALGUMA 0 | 0 |0-140° 0-140° | CAMINHA 14

Legenda: CAJIS 0 = funcdo normal ou déficit <10%; CAJIS 1 = déficit de 10%-90%; CAJIS 2 = déficit > 90%;
ANQ = anquilose; D = direito; E = esquerdo; NPT = néo possivel testar.

5.3 Anadlise da pressdo arterial e frequéncia cardiaca dos individuos tratados com
FOPCON

Dados faltantes de carater ndo aleatério (missing not at random) (Miot, 2019)

comprometeram a analise estatistica dos dados de frequéncia cardiaca e pressfes arteriais

durante os 90 dias de tratamento. Médias desses dados sdo apresentadas nos graficos a seguir
(Figura 13).

Figura 13 — Média das frequéncias cardiacas e pressdes arteriais dos individuos com FOP
durante o tratamento com FOPCON.
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5.4 Expressédo basal de mRNA dos genes alvos AGTR1, AGTR2, MAS1, MRGD, TNF-a,
RUNX2 e ADRB2 em células epiteliais da boca (CEB) nos grupos controle e FOP sem
tratamento

Os resultados desta e da proxima subsecdo compdem o artigo intitulado: “Gene
modulation in buccal epithelial cells of patients with Fibrodysplasia Ossificans Progressiva
treated with ascorbic acid and propranolol” (https://doi.org/10.26444/jpccr/200407).

Foi observada a expressdo génica de AGTR1, AGTR2, MAS1 e MRGD em CEB dos

grupos controle e FOP sem tratamento, sem diferencas entre eles. Na representacdo de vias
correlatas a0 SRA observou-se a expressdo de TNF-a, RUNX-2 e ADRB2, com diferencas
significativas na superexpressdo de TNF-a (p=0,0006) e ADRB2 (p=0,043) no grupo FOP sem
tratamento (Tabela 1; Figura 14).

Tabela 1 — Analise estatistica da expressao relativa dos genes alvos em células epiteliais da
boca de individuos controle e individuos FOP sem tratamento.

2°4A€T (média + EPM)

Gene alvo Valor p?
Grupo controle Grupo FOP

AGTR1 1,01 + 0,045 (n=6) 1,10 £ 0,119 (n=5) 0,217
AGTR2 1,01 + 0,044 (n=6) 1,09 + 0,070 (n=5) 0,169
MAS1 1,01 + 0,050 (n=6) 0,88 £ 0,090 (n=5) 0,119
MRGD 1,08 + 0,062 (n=5) 1,19 £ 0,109 (n=5) 0,215
TNF-a 0,98 £ 0,125 (n=12) 3,59 £ 1,015 (n=5) 0,0006 (1)
RUNX2 1,09 £ 0,121 (n=13) 1,85 + 0,703 (n=6) 0,072
ADRB2 1,04 £ 0,080 (n=13) 1,75+ 0,618 (n=5) 0,043 (1)

Fonte: Dados da pesquisa (2023). Valor de p < 0,05. ®Teste t de Student. T = suprarregulagéo.

Figura 14 — Perfil da expressao génica basal dos genes alvos no grupo FOP sem tratamento em
relacdo ao grupo controle sem FOP, em células epiteliais da boca (CEB).
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Fonte: Dados da pesquisa (2023). Teste t de Student: *p<0,05; **p=0,001 a 0,01; ***p<0,001.


https://doi.org/10.26444/jpccr/200407
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5.5 Expressdo de mRNA dos genes alvos em células epiteliais da boca (CEB) de individuos
FOP em resposta a interrupcao do tratamento (wash-out) e em resposta ao tratamento
in vivo com FOPCON

A anélise estatistica por teste t de Student identificou sub-regulacéo dos quatro genes do
SRA tanto na interrupgdo quanto apds o tratamento em relagcdo ao grupo controle. O mesmo
comportamento foi observado em relacéo ao grupo FOP sem tratamento, exceto para o receptor
MAS. O tratamento levou a sub-regulacdo de TNF-a em relacdo ao grupo FOP. Ndo houve
diferencas entre os grupos tratado com FOPCON e interrupcéo, exceto para a suprarregulacéo
de AGTR2 e para a sub-regulagédo de ADRB2 (Tabela 2; Figura 15).

Tabela 2 - Analise estatistica da expressao relativa dos genes alvos em células epiteliais da
boca.

‘1 Valor p* Valor p* Valor p*
Gene Grupo 2" / média = EPM (vs. contfole) (vs. F(E)P) (vs. Intem?pg:ﬁo)
Controle 1,01 £ 0,045 (n=6)
AGTRI FOP ) 1,10 £ 0,119 (n=5) 0,217
Interrup¢do 0,66 £ 0,122 (n=5) 0,010 (4) 0,016 (V)
FOPCON 0,86 + 0,059 (n=6) 0,041 (4) 0,044 (V) 0,075
Controle 1,01 £ 0,044 (n=6)
AGTR2 FOP 1,09 £ 0,070 (n=5) 0,169
Interrupcdo 0,79 £ 0,039 (n=6) 0,002 (V) 0,002 (V)
FOPCON 0,90 + 0,023 (n=6) 0,029 (V) 0,012 (V) 0,020 (1)
Controle 1,01 £ 0,050 (n=6)
MAS] FOP 0,88 + 0,090 (n=5) 0,119
Interrupgao 0,90 £ 0,016 (n=6) 0,034 (1) 0,424
FOPCON 0,85 + 0,042 (n=7) 0,018 (V) 0,371 0,174
Controle 1,08 = 0,062 (n=5)
MRGD FOP ) 1,19 £ 0,109 (n=5) 0,215b
Interrupgdo 0,84 + 0,045 (n=6) 0,004° (1) 0,009° ()
FOPCON 0,88 + 0,032 (n=6) 0,007 (V) 0,009 () 0,405°
Controle 0,98 + 0,125 (n=12)
TNF-a FOP 3,59 + 1,015 (n=5) 0,0006 (1)
Interrupcdo 1,43 £ 0,362 (n=6) 0,080 0,030 (V)
FOPCON 1,18 £ 0,046 (n=8) 0,118 0,005 (1) 0,214
Controle 1,09 0,121 (n=13)
FOP 1,85 £ 0,703 (n=6) 0,072
RUNX2 Interrupgao 1,00 £ 0,219 (n=7) 0,351 0,121
FOPCON 1,10 £ 0,034 (n=8) 0,462 0,119 0,311
Controle 1,04 = 0,080 (n=13)
FOP 1,75 £ 0,618 (n=5) 0,043 (1)
ADRB2 Interrupgao 2,81 £ 0,700 (n=6) 0,0008 (1) 0,148
FOPCON 1,18 £ 0,063 (n=8) 0,112 0,132 0,0097 (1)

Fonte: Dados da pesquisa (2023). Valor de p significativo < 0,05. ®Teste t de Student. "Teste Mann-Whitney. | =
sub-regulacdo; T = suprarregulacéo.
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Figura 15 - Expresséo relativa dos genes alvos em celulas epiteliais da boca de individuos FOP
com interrupcdo do tratamento (wash-out) e FOP tratados com FOPCON, em relacdo aos
grupos controle e FOP sem tratamento.
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Fonte: Dados da pesquisa (2023). Testes t de Student e Mann-Whitney: *p<0,05; **p=0,001 a 0,01; ***p<0,001.

Por meio do méetodo ANOVA (pos-teste Bonferroni) ou Kruskal-Wallis (pds-teste
Dunn), nas amostras coletadas no periodo de interrup¢do foram confirmadas a sub-regulagédo
de AGTR2 (p<0,05) e suprarregulacédo de ADRB2 (p<0,01) em relagéo ao grupo controle; e as
subregulacdes de AGTR1 (p<0,05), AGTR2 (p<0,01) e MRGD (p<0,05) em relacdo ao grupo
FOP sem tratamento.
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A auséncia de diferencas entre os grupos interrupcdo e FOPCON sugerem que o efeito
de wash-out néo foi alcancado (Figura 16; Apéndice E).

Figura 16 — Efeitos da interrupcdo do tratamento (wash-out) e do tratamento in vivo com
FOPCON sobre a expressao dos genes alvos em células epiteliais da boca (CEB) de individuos
com FOP em relacéo aos grupos controle e FOP sem tratamento.
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Fonte: Dados da pesquisa (2023). ANOVA (pds-teste de Bonferroni) ou Kruskal-Wallis (p6s-teste Dunn):
*p<0,05; **p=0,001 a 0,01; ***p<0,001.

5.6 Expressdo basal de mRNA dos genes alvos ECA, ECA2, AGTR1, AGTR2, MASI,
MRGD, TNF-a, RUNX2, ADRB1, ADRB2, NFKB1, RELA e VEGF-A, em leucocitos

totais (LT) do sangue venoso periférico nos grupos controle e FOP sem tratamento

Adicionalmente aos genes pesquisados em CEB, incluiu-se em LT a analise de ECA,
ECA2, NFKB-1 (p50), RELA (p65), VEGF-A e ADRBL. Foi observada a expressao de mRNA
de todos os genes alvos pesquisados nas amostras de sangue de ambos 0s grupos controle e
FOP sem tratamento, com diferenca apenas para a superexpressdo de TNF-« (p=0,025) no grupo
FOP sem tratamento (Tabela 3; Figura 17).
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Tabela 3 — Andlise estatistica da expressdo relativa dos genes alvos em células do sangue
periférico de individuos controle e individuos FOP sem tratamento.

Gene alvo

2-00CT (média = EPM)

Grupo controle

Grupo FOP

Valor p?

ECA
ECA2
AGTR1
AGTR2
MAS1
MRGD
TNF-a
RUNX2
ADRB1
ADRB2
NFKB1
RELA
VEGF-A

1,72 + 0,613 (n=6)
1,41 + 0,425 (n=6)
1,02 + 0,081 (n=6)
1,01 + 0,047 (n=6)
1,07 + 0,143 (n=7)
1,07 + 0,139 (n=7)
1,02 + 0,088 (n=6)
1,08 + 0,214 (n=5)
1,00 + 0,008 (n=5)
1,05 + 0,137 (n=6)
1,08 + 0,166 (n=7)
1,16 + 0,024 (n=6)
1,22 + 0,310 (n=6)

0,95 + 0,257 (n=6)
0,53 + 0,147 (n=5)
0,99 + 0,057 (n=7)
0,93 + 0,115 (n=7)
0,92 + 0,152 (n=5)
0,85 + 0,169 (n=5)
1,24 + 0,041 (n=6)
1,07 + 0,311 (n=6)
0,94 + 0,046 (n=6)
1,11 + 0,072 (n=7)
1,04 + 0,031 (n=6)
1,05 + 0,136 (n=7)
0,95 + 0,282 (n=5)

0,134
0,052
0,237
0,298
0,252
0,216°
0,025 (1)
0,490
0,139
0,366
0,399
0,241
0,276

Fonte: Dados da pesquisa (2023; 2024). Valor de p significativo < 0,05; #Teste t de Student; ®Teste Mann Whitney.

Figura 17 — Perfil da expressdo génica dos genes alvos no grupo FOP sem tratamento em relacéo
ao grupo controle sem FOP, em leucdcitos totais (sangue periférico).
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Fonte: Dados da pesquisa (2023;2024). Testes t de Student e Mann-Whitney: *p<0,05; **p=0,001 a 0,01;

***p<0,001.
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5.7 Expressdo de mRNA dos genes alvos em leucécitos totais (LT) do sangue venoso

periférico de individuos FOP em resposta ao tratamento in vivo com FOPCON

Por meio da analise estatistica t de Student, o tratamento in vivo com AA+PP mostrou
em LT de individuos FOP, a suprarregulacdo de AGTR1, MAS1 e VEGF-A, em relacdo aos
grupos controle e FOP sem tratamento. Suprarregulacdo de RUNX2 e sub-regulagdo de ADRB1

foram significativas apenas em relacdo ao grupo controle, enquanto ECA, ECA2 e NFKB-1

mostraram-se suprarregulados apenas em relacdo ao grupo FOP (Tabela 4; Figura 18). Nao
foram identificadas diferencas significativas para os genes AGTR2, MRGD, ADRB2 e RELA.

Tabela 4 — Andlise estatistica da expressdo relativa dos genes alvos em células do sangue
venoso periférico de individuos FOP durante o tratamento com FOPCON.

Gene Grupo 2CT / média = EPM (VSYiLOIftfole) (yslﬁgpp)
Controle 1,72 £ 0,613 (n=6)
ECA FOP 0,95 £ 0,257 (n=6) 0,134

FOPCON 1,66 = 0,076 (n=7) 0,459 0,008 (1)
Controle 1,41 £ 0,425 (n=6)

ECA2 FOP 0,53 £0,147 (n=5) 0,052
FOPCON 1,21 £ 0113 (n=7) 0,314 0,002 (1)
Controle 1,02 £ 0,081 (n=6)

AGTRI FOP 0,99 £ 0,057 (n=7) 0,237°
FOPCON 1,20 + 0,023 (n=8) 0,021°(1M) 0,002 (1)
Controle 1,01 £ 0,047 (n=6)

AGTR2  FOP 0,93 £0,115 (n=7) 0,298
FOPCON 1,07 + 0,028 (n=8) 0,109 0,115
Controle 1,07 £ 0,143 (n=7)

MASI FOP 0,92 + 0,152 (n=5) 0,252
FOPCON 1,35+ 0,014 (n=8) 0,027 (1) 0,002 (1)
Controle 1,07 £ 0,139 (n=7)

MRGD FOP 0,85 £ 0,169 (n=5) 0,216°
FOPCON 1,07 £ 0,018 (n=8) 0,101° 0,062
Controle 1,02 £+ 0,088 (n=6)

TNF-o FOP 1,24 + 0,041 (n=6) 0,025 (1)
FOPCON 1,21 £ 0,072 (n=7) 0,060 0,402
Controle 1,08 £ 0,214 (n=5)

RUNX2  FOP 1,07 £ 0,311 (n=6) 0,490
FOPCON 1,70 £ 0,170 (n=6) 0,024 (1) 0,054
Controle 1,00 £ 0,008 (n=5)

ADRBI  FOP 0,94 £ 0,046 (n=6) 0,139
FOPCON 0,86 £ 0,013 (n=6) <0,0001 (V) 0,072
Controle 1,05+ 0,137 (n=6)

ADRB2  FOP 1,11 £0,072 (n=7) 0,366
FOPCON 0,99 £ 0,075 (n=7) 0,334 0,138

Continua
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Continuacéo

Gene Grupo 2-85CT /' média + EPM (VsYacLOrftfole) (\Yil;ropp)
Controle 1,08 £ 0,166 (n=7)
NFKBI  FOP 1,04 £ 0,031 (n=6) 0,399
FOPCON 1,18 + 0,040 (n=8) 0,282 0,011 (1)
Controle 1,16 £ 0,024 (n=6)
RELA FOP 1,05+ 0,136 (n=7) 0,241
FOPCON 1,09 + 0,036 (n=8) 0,069 0,402
Controle 1,22 £ 0,310 (n=6)
VEGF-A  FOP 0,95 + 0,282 (n=5) 0,276
FOPCON 2,04 +£ 0,114 (n=6) 0,016 (1) 0,002 (1)

Fonte: Dados da pesquisa (2023;2024). Valor de p significativo < 0,05. ?Teste t de Student. "Teste Mann-Whitney.
T = suprarregulagdo; = sub-regulacgdo.

Figura 18 - Expressdo relativa dos genes alvos em leucdécitos totais do grupo FOP apos
tratamento in vivo com FOPCON comparado com grupos controle e FOP sem tratamento.
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Fonte: Dados da pesquisa (2023;2024). t de Student ou Mann-Whitney: *p<0,05; **p=0,001 a 0,01; ***p<0,001.
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Dos efeitos demonstrados acima, além da sub-regulacdo de ADRB1 em relagéo ao grupo
controle, apenas as suprarregulacdes de AGTR1, MAS1 e VEGF-A em relagdo ao grupo FOP
sem tratamento sdo confirmadas, quando os grupos sao comparados por ANOVA ou Kruskal-
Wallis, (Figura 19; Apéndice F).

Figura 19 - Efeitos do tratamento in vivo com FOPCON sobre a expresséo dos genes alvos em
leucdcitos totais de individuos com FOP em relacédo aos grupos controle e FOP sem tratamento.
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Fonte: Dados da pesquisa (2023;2024). Anova 1 via com po6s teste Bonferroni ou Kruskal-Waliis com pos-teste
Dunn. Asteriscos referem-se ao pés-teste:*p<0,05; **p=0,001 a 0,01; ***p<0,001.
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6 DISCUSSAO

6.1 Avaliacdo Clinica

Apesar de uma historia natural bem definida, fatores ambientais parecem interferir na
evolucéo/progressdo da doenca, conferindo certa variabilidade nos fenotipos e prognosticos.
Tal fato torna a avaliacdo clinica da FOP um desafio para clinicos e pesquisadores. Novas
perspectivas terapéuticas tém construido paulatinamente um novo cenario na histéria da FOP
(Wentworth; Masharani; Hsiao, 2019). Nesse contexto, mais do que registros evolutivos, €
preciso avaliar periddica e criteriosamente a eficacia das terapias experimentais, utilizando
instrumentos confiaveis, objetivos, de facil aplicabilidade e de baixo custo.

Utilizamos em carater experimental (estudo piloto) a escala CAJIS para avaliacéo
funcional dos pacientes, complementada pela goniometria de algumas articulagbes. Um dos
aspectos mais impactantes na FOP refere-se a acentuada limitacdo de movimentos, que
compromete precocemente a locomocao e a independéncia para atividades de vida diéria.
Embora néo seja o escopo principal deste trabalho, foi interessante observar que nem sempre a
restricdo ao leito ou a cadeira de rodas exclui a capacidade de ficar em pé ou de caminhar, mas
representa a posicao em que aquele individuo permanece por mais tempo, devido a posi¢édo de
anquilose nos quadris ndo permitir a posicdo sentada ou a posicdo ereta. Certamente, nessas
condicdes, manter-se de pé por algum tempo ou caminhar curtas distancias pode ser uma
atividade exaustiva e pouquissimo funcional (Figura 20). Por outro lado, entre os que sdo
capazes de caminhar com certa liberdade, ndo € incomum observar movimentos
compensatdrios na marcha, e diferentes graus de dificuldade em adotar a posicdo sentada, o que

compromete a acessibilidade e viabilidade de transporte dessas pessoas.

Figura 20 — Diferentes posturas de portadores de FOP devido a anquiloses articulares, limitantes
a sedestacdo e locomocéo.

AR S 1 A [ ]
Proibida a reproducgao destas imagens

! ' B / >
Fonte: Dados da pesquisa (2021, 2022). Reproducdo proibida.
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Nossos dados corroboram a correlacdo entre idade e gravidade da doenca. Entretanto,
apesar da correlacdo confiavel entre os escores totais da CAJIS e a incapacidade de maneira
generalizada (Kaplan; Al Mukaddam; Pignolo, 2017a, 2017b), a goniometria permitiu observar
niveis de comprometimento muito diferentes, pontuados dentro de um mesmo escore
(Quadro 2). E justificavel, pois o escore 1 (um) caracteriza uma articulagdo parcialmente
prejudicada, compreendendo um amplo intervalo de 10% a 90% de perda de movimento.
Transformando essa percepcdo em valores objetivos, considerando a ADM normal do cotovelo
de 0 a 145 graus (extensdo-flexdo), um déficit de 25% correspondera a uma ADM de 110 graus,
enquanto um déficit de 69% correspondera a uma ADM de 45 graus. O escore conferido para
ambos os déficits da articulagdo serd 0 mesmo, entretanto, é provavel que com 25% de déficit
o0 individuo seja capaz de realizar determinadas tarefas de maneira independente, que serdo
impossiveis ao individuo com déficit de 69%, como alimentar-se sozinho, por exemplo (Figura
20). Isso pode explicar escores iguais para desfechos diferentes em assisténcia nas AVD e

locomogéo.

Figura 21 — llustracdo da amplitude de movimento do cotovelo necessaria para levar um
alimento a boca e sua correspondéncia com o déficit de movimento em porcentagem.

ADM de 110° = déficit de 25%
ADM de 45° = déficit de 69%

Fonte: Adaptado de Duffour; Pillu (2016).

Dessa forma, pequenas perdas e/ou ganhos (ainda que raros) de movimento, bem como
seu impacto no bem-estar do paciente, poderéo ser negligenciados, mesmo que a avaliacéo seja
periddica. Por exemplo, dois participantes do sexo masculino, com quatro e 12 anos de idade,
respectivamente, apresentaram mudancas na funcionalidade que ndo puderam ser valorizadas
na escala CAJIS. Embora ndo tenham sido registrados pela goniometria, houve melhora na
amplitude de movimento dos ombros do primeiro, e aumento na deformidade de coluna e
quadril do segundo, com impacto na amplitude de movimento dessa articulacdo (Figura 22).
No entanto, as condi¢fes da primeira e da Ultima avaliacdo foram qualificadas no mesmo

escore.
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Figura 22 — Evolucdo clinica de dois participantes da pesquisa no periodo do estudo.

12 Avaliacéao

22 Avaliacao

Fonte: Dados da pesquisa (2021; 2022). Reprodugéo proibida.

Nesse sentido, a goniometria parece ser um método pratico, de baixo custo e relevante
no registro de movimentos perdidos, preservados, ou até mesmo recuperados, dentro de um
plano terapéutico. Por outro lado, admitimos que a goniometria pode ser um método com pouca
utilidade em casos demasiadamente avancados. Reservado aos casos menos graves, ha ainda a
necessidade de algum grau de experiéncia e habilidade técnica do avaliador, para garantir
fidelidade na coleta dos dados, de modo que as articulagdes sejam avaliadas no plano correto,
sem interferéncia das deformidades ja instaladas.

A escala CAJIS também se mostrou um método de avaliacdo pratico e rapido, embora
frequentemente ndo seja um teste sensivel a curto prazo (Kaplan; Al Mukaddam; Pignolo,
2017a). Nosso ponto de vista é de que a subjetividade em avaliar a ADM como percepcéao da
porcentagem de movimento pode induzir a atribuicdo de escores equivocados, sobretudo na
interpretacdo de perdas menores que 10% ou maiores que 90%. A exemplo disso, divergéncias

entre os escores atribuidos na primeira e na Gltima avaliagdo ndo foram mostradas aqui por ndo
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serem 0 escopo principal deste trabalho, mas, em sua maioria, foram interpretadas como
necessidade de treinamento da equipe avaliadora.

Desse modo, sugerimos considerar a avaliacdo da escala CAJIS a cada 6-12 meses,
conjunta com a goniometria, sempre que aplicavel, para o0 acompanhamento da evolucao clinica
e/ou de resultados terapéuticos. Ambos os métodos exigem treinamento prévio dos avaliadores.
Inclusive, sdo necessarios estudos adicionais que assegurem a viabilidade da auto-avaliacéo de
mobilidade — PMRA (Kaplan; Al Mukaddam; Pignolo, 2018), bem como a avaliacdo
goniométrica a distancia por meio de softwares especificos, diante da comum impossibilidade
de consulta presencial.

Em outra perspectiva clinica, ndo foram observados efeitos adversos durante o uso
continuo de AA+PP, inclusive os que poderiam ser relacionados a acao do betabloqueador (Ji
et al., 2018; Cloridrato de propranolol, 2008). Ndo obstante a analise estatistica comprometida,
notamos uma queda nas variaveis de frequéncia cardiaca e pressdo arterial medidas entre a
primeira coleta e 0s meses subsequentes de tratamento. Nao excluimos a possibilidade de que
fatores emocionais tenham interferido nos valores aferidos na primeira coleta, principalmente
na pressao arterial — sindrome do avental branco (Franklin et al., 2013). Mas, importa considerar
que ao longo do tratamento, os dados observados sugerem a normalizacdo e manutencéo dos

sinais vitais, ndo caracterizando efeitos adversos tais como bradicardia ou hipotenséo arterial.

6.2 Aspectos biomoleculares

A Fibrodisplasia Ossificante Progressiva (FOP) tem sido ultimamente considerada uma
doenca de ordem inflamatoria, configurada por um sistema imune pré-disposto a hiperativacao
capaz de manter um estado pro-inflamatério constante, crucial para a formagdo do 0sso
heterotdpico (Barruet et al., 2018; Del Zotto et al., 2018; Haviv et al., 2019; Hsieh et al., 2017,
Maekawa et al., 2020; Nikishina et al., 2023; Pignolo et al., 2022a).

Em sua esséncia, este trabalho da continuidade aos estudos que buscam esclarecer o0s
mecanismos moleculares subjacentes aos efeitos benéficos de FOPCON, uma composi¢éo
farmacéutica que propde unir os efeitos do propranolol (PP) sobre os sistemas adrenérgico e
vascular, aos efeitos antioxidante e anti-inflamatério do acido ascorbico (AA), com resultados
positivos no controle da inflamacgéo e na prevencao de surtos decorrentes de traumas acidentais
(Nascimento et al., 2017, 2021; Palhares et al., 2019).

Tendo em vista o consolidado papel de mediadores imunoinflamatorios na

fisiopatologia da FOP, ndo se pode ignorar o potencial terapéutico do AA e do PP sobre esses
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componentes, relatado em variados contextos patolégicos. O AA, além de atuar como cofator
na sintese de colédgeno (Palhares, 1997; Nusgens et al., 2001), é um regulador redox em varios
processos fisiologicos, que a depender de sua concentracdo, pode ter efeito anti- ou pro-
oxidante (Ferrazzo et al., 2019). Por meio de mecanismos epigenéticos, o AA facilita a
diferenciacdo de células T, modulando a diferenciacdo de células plasméticas e promovendo a
diferenciacdo precoce de células-tronco hematopoiéticas em células NK, participando, desse
modo, da regulacao de células imunes inatas e adaptativas (Maity et al., 2023). O PP, por sua
vez, inibe a ativacdo de células B, células T, mastdcitos e macréfagos desencadeada por niveis
elevados de catecolaminas (Zhang et al., 2018; Al-Kuraishy et al., 2021).

Nascimento et al. (2017, 2021) enriqueceram o perfil fenotipico inflamatério da FOP ao
mostrarem o desbalanco na expressdo in vitro de transcritos de genes envolvidos em vias de
sinalizacdo dependentes de cCAMP (ADRB1, ADRB2, ADCY1, ADCY2 e ADCY9), em vias de
fibrose e ossificacdo (RUNX2, COL1 e COL3) e em vias inflamatérias (TNF-a, ADRBI,
ADRB?2), quando pesquisados em modelo de cultivo celular PBMC. No prosseguimento do
estudo, o tratamento in vitro com acido ascérbico e propranolol provocou a modulacéo de
transcritos componentes do Sistema Renina Angiotensina (SRA), incentivando a continuidade
da investigacao desse sistema como potencial coadjuvante terapéutico na fisiopatologia da FOP
(Nascimento et al., 2021).

Assim, mantendo carater inovador na pesquisa, mostramos 0 comportamento de genes
codificadores dos principais receptores do SRA no contexto fisiopatoldgico da FOP, e sua
relacdo com a expressdao de genes envolvidos em processos obrigatérios na OH, como
inflamacdo, angiogénese e osteogénese. Previamente pesquisados sob tratamento in vitro
(Nascimento et al., 2021), aqui, os transcritos foram verificados em células epiteliais da boca
(CEB) e em células de sangue venoso periférico — isto é, em leucdcitos totais (LT) —, ap0s
tratamento com AA+PP (FOPCON) por via oral.

Além de mostrarmos originalmente a expressdo in vivo de genes alvos putativos ainda
nédo estudados na FOP, os resultados aqui apresentados confirmaram a viabilidade de células
vivas epiteliais de mucosa da boca para a obtencdo de quantidades suficientes de RNA total,
para estudos de expressdo génica. Propomos, dessa forma, minimizar, aos portadores da FOP,
ador e o risco de flare-up inerentes as coletas invasivas de amostras (Hsieh et al., 2017; Pignolo;
Shore; Kaplan, 2011), e incentivamos o0 uso desse método para 0 acompanhamento de condutas
terapéuticas em portadores de FOP (Messias et al., 2024), preconizando o treinamento
continuado da equipe de coleta, e 0 minimo periodo entre armazenamento e processamento das

amostras.
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Ressalta-se que, embora sejam encontrados na literatura relatos de extracdo bem-
sucedida de RNA total em amostras de citologia esfoliativa oral (Alves et al., 2016; Reboiras-
Lopez et al., 2012), e relatos de expressdo de genes do SRA em células escamosas da mucosa
oral e lingua, em condi¢des patologicas (Liu; Liu, 2025; Featherston et al., 2016; Itinteang et
al., 2016), até onde sabemos, inexistem trabalhos que compartilnem desses objetivos na FOP.

Assim como demonstrado em PBMC (Nascimento et al., 2021), aqui ndo houve
diferenca na expressao basal dos genes alvos do SRA entre os grupos controle e FOP sem
tratamento, tanto em CEB quanto em LT, de modo que estes ndo caracterizaram um perfil
fenotipico marcador da FOP, o que parece ser favoravel ao propormos a modulacao terapéutica
de vias de sinalizagdo ndo comprometidas, a fim de minimizar os efeitos exacerbados de vias
relacionadas, patologicamente desreguladas. Representando vias correlatas ao SRA, mostramos
a superexpressdo de TNF-o em CEB e em LT, no estado basal do grupo FOP sem tratamento,
comparado ao grupo controle.

Em resposta ao tratamento in vivo com AA + PP (FOPCON) por 90 dias ininterruptos,
o0s genes codificadores para os receptores de Ang Il (AGTR1, AGTR2), de Ang(1-7) (MAS1), e
da alamandina (MRGD), foram modulados em algum momento, na mesma direcdo: de sub-
regulacdo em CEB, e de suprarregulacdo no tecido leucocitario (AGTR1 e MASL1), no qual
mostramos, ainda, a suprarregulacéo de ECA e ECA2 em relagéo ao grupo FOP sem tratamento.

Separadamente, tanto o AA como o PP tém sido amplamente reportados na modulagao
génica em diversas condicdes patoldgicas. Entretanto, sdo raros os relatos da combinagédo
terapéutica de AA com PP (Eslami et al., 2007; Gonzalez et al., 1995), e esses ndo abrangem
seus efeitos sobre 0 SRA. Acreditamos que efeitos do FOPCON sobre a regulagéo de expressédo
génica do SRA podem tanto ser resultado de mecanismos epigenéticos mediados por agdo do
acido ascérbico (Cantero-Navarro et al., 2021; Liu et al., 2022), quanto da inter-relacdo
funcional positiva entre antagonistas beta-adrenérgicos e: receptores de Angll (De Aradjo et
al., 2018; Poole; Holder; Gipson, 1994); precursores renina e angiotensina | (Vilas-Boas et al.,
2008); e inibidores do SRA (Lezama-Martinez et al., 2017).

No sistema cardiovascular, os efeitos protetores de ECA2 (enzima conversora de
angiotensina 2) sdo compreendidos como resultado da limitacdo de substrato para ECA pela
degradacéo de Ang | em Ang(1-9), e da degradacédo de Ang Il em Ang(1-7) (Santos et al., 2019).
Sendo assim, a diminui¢do na expressdo génica dos receptores AT1 e AT2 observada aqui em
CEB poderia supostamente estar relacionada a reducdo nos niveis de seus precursores ECA e

Angll. E uma hip6tese, entretanto, enfraquecida pelo comportamento observado para o receptor
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da Ang(1-7), também sub-regulado em relacdo ao grupo controle, e sem diferencas quando
comparado com estado basal do grupo FOP.

Diversas evidéncias revelam o papel da heterodimerizacdo de receptores do SRA nos
contextos fisiologicos e patoldgicos (Mikusic et al., 2024). Interdependéncia fisica e funcional
entre os receptores de Angll, e entre esses e o receptor MAS, pode explicar parcial e
simplificadamente a regulagéo simultanea de seus respectivos mMRNA codificadores. Embora
ativados por agonistas distintos, AT2R e MasR sdo capazes de se dimerizar e assim
compartilhar vias de sinalizacdo (Santos et al., 2019; Villela et al., 2015). Ademais, Patel e
Hussain (2018), revisando o controle da pressédo arterial mediada por AT2R e MasR, citam
evidéncias de interagdo fisica e cross talk funcional entre AT1R e AT2R, independente do
ligante Ang Il, na qual a heterodimerizacdo do segundo com o primeiro mostra-se capaz de
inibir a funcdo de AT1R, mesmo sem ativacdo/sinalizacdo de AT2R. ExpBem, ainda, que a
ativacdo intracrina de AT1R € associada com o aumento na expressao de AT2R que pode
induzir um loop de feedback positivo por aumento nos heterdmeros AT2R-AT1R. Além disso,
a sinalizacdo Angll/AT1R pode ser inibida pela heterodimeriza¢do constitutiva de MasR-
ATIR, e, por fim, sugerem a existéncia nativa de um complexo oligomérico de MasR-AT1R-
AT2R cujas implicagdes funcionais ainda precisam ser esclarecidas (Patel; Hussain, 2018). H4,
ainda, evidéncias da heterodimerizacdo entre os receptores MRGD e MAS, necessaria na
elicitacdo de alguns dos efeitos protetores mediados pela alamandina (Mikusic et al., 2024).

Interessante, que, in vitro, em células HEK-293, o AA modificou de maneira
concentracdo-dependente (1 a 100umol/l) as propriedades de ligacdo do receptor ATL,
reduzindo sua afinidade de ligacdo, sem alterar seus niveis de expressao na superficie celular,
e sem afetar as propriedades de ligacdo de AT2R, por um meio néo relacionado ao acoplamento
da proteina G (Leclerc et al., 2008). Em nossos estudos prévios, AA isolado (2 mM) também
ndo foi capaz de modular a expressdo de AGTR1 em modelo PBMC. Por outro lado, a sua
associacdo ao PP in vitro (Nascimento et al., 2021), e in vivo (CEB), provocou a sub-regulagéo
de ambos AGTR1 e AGTR2, sugerindo que, em curto prazo, esse efeito seja obtido
principalmente por acéo do PP.

A investigacdo do uso do PP no tratamento de doengas cardiovasculares e doencas
dependentes de angiogénese e proliferagéo celular, tem evidenciado a existéncia de uma relagédo
direta e indireta entre o sistema beta-adrenérgico e 0 SRA (Fernandez-Pineda, 2016; Hiller et
al., 2020; Maccari et al., 2017; Shibuya et al., 2022).

Uma ampla analise experimental in vitro e in vivo mostrou que receptores AT1 podem

interagir diretamente com ambos o0s subtipos de receptores beta-adrenérgicos (BAR),
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desencadeando um fenémeno pelo qual o bloqueio seletivo de BAR inibe a sinalizagdo de ATIR
e vice-versa. Os autores acreditam que a transinibicdo dupla de dois receptores independentes
por um Unico antagonista ocorre pelo desacoplamento funcional do receptor reciproco ao
sinalizado, a sua proteina G cognata. Também ressalvam que o efeito dos beta-bloqueadores na
sinalizacdo mediada por Ang Il é especifico ao subtipo de receptores expressos no tecido
estudado (Barki-Harrington; Luttrell; Rockman, 2003). Mais adiante, Aradjo et al. (2018),
analisando os efeitos metabolicos e hemodinamicos induzidos por Ang Il e adrenalina sobre a
pressdo sanguinea portal em ratos, mostraram prejuizo nos efeitos de Ang Il sobre a liberacéo
de glicose hepética com o uso de propranolol e sugerem que ambos 0s receptores adrenérgicos
(alfa 1 e beta) podem interagir direta ou indiretamente prejudicando a sinalizagdo de AT1R. Ao
encontro desses principios, aqui, em CEB a sub-regulacdo de AGTR1 é acompanhada pela
normalizacdo da expressdo do receptor [B-adrenérgico tipo 2 (ADRB2) em resposta ao
tratamento continuo com AA+PP, ou seja, sem diferencas entre o grupo tratado e grupo
controle, esse efeito sugere o bloqueio BAR simultaneo a reducdo na atividade dos receptores
de Angll. Por motivos ainda nao esclarecidos para nos, no tecido leucocitario o bloqueio BAR
é sugerido pela sub-regulacdo do receptor tipo 1 (ADRB1), sem alteracdo na expressao do
receptor tipo 2 (ADRB2), e, diferente do tecido epitelial, esse efeito foi acompanhado por
modulacéo positiva de AGTRL1. Receptores beta-adrenérgicos sdo expressos em macrofagos e
mondcitos humanos; existem evidéncias de que, dependendo das condi¢Ges em que sao ativados
ou bloqueados, podem ser gerados efeitos e respostas tanto anti-inflamatorias, como pro-
inflamatérias. E possivel, inclusive, que a responsividade desses receptores sofra modificacdes
durante a diferenciacdo celular (Scanzano; Consentino, 2015), pelo que se faz necesséria a
caracterizacdo das células expressas nos modelos aqui estudados, para melhor interpretacdo dos
resultados obtidos.

Retomando a farmacodinamica do AA, experimentos in vitro e in vivo de modelo animal
mostraram que a vitamina C reduziu os niveis da proteina ECA2, sem afetar significativamente
0s respectivos niveis de mRNA, no combate a infecgéo viral por SARS-CoV-2-S (Zuo et al.,
2023). No sistema cardiovascular, o0 AA levou a subexpressdo (normalizacdo) de mRNA e
proteina ECA1 no cortex renal de modelo animal de hipertenséo induzida pela inflamag&o. Um
efeito protetor resultante da desacetilacdo da histona de ECAL, confirmando a capacidade de
modulacéo epigenética do AA (Wang et al., 2016b).

J& o propranolol tem mostrado efeitos antiangiogénicos associados a regulacdo de ECA
e demais componentes do SRA. Sulzberger et al. (2016) mostraram a involugéo de hemangioma

infantil (HI) acompanhada por redugao dos niveis séricos de renina, ECA e Ang I, em pacientes
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tratados com doses diérias de PP inicial de 0,5 mg/kg/dia, e final de 2,0 mg/kg/dia, por até 14,2
meses. Dornhoffer et al. (2017) relataram a expresséo significativamente aumentada de AGTR1,
ECA e AGT (angiotensinogénio) em tecido de HI em proliferacao, quando comparado ao tecido
normal e ao tecido extraido de criancas previamente tratadas com PP. O tratamento também
levou a reducéo do nivel de proteina de ECA e AGTR1, mas ndo interferiu nos niveis séricos
de ECA.

Aqui, precursores da angiotensina ndo puderam ser pesquisados em CEB. Ainda assim,
supondo que a subexpressdo de AGTR1 e AGTR2 observada nesse tecido tenha sido associada
a subexpressdo de seu precursor ECA, e da atividade de Ang Il, sugerimos que o composto
FOPCON, em nivel tecidual, poderia contribuir com a inibicdo da angiogénese, fator necessario
e precedente a OH. Contraponto, a modulacdo contraria de ECA e AGTR1 em LT desperta
guestionamentos em relacdo a esse efeito. Conjecturamos que a suprarregulacdo de ECA e
AGTRL1 no sangue possa ser uma resposta leucocitaria ao efeito local inibidor de PP, e néo
propriamente ao seu efeito sistémico. Ainda assim, investigamos o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF-A) em células do sangue, dadas as evidéncias de relacdo direta entre
a atividade de VEGF e a ativacao de receptores da Angll (Khakoo et al., 2008).

Itinteang et al. (2011) consideram que células tronco mesenquimais presentes no Hl
secretam VEGF quando estimuladas com Ang 11, e que o tratamento com propranolol resultaria
na diminuicdo de ambos os fatores. Em outro contexto patoldgico, confirmando dados
precedentes de que o bloqueio beta-adrenérgico reduz a expressdo de VEGF em diferentes
tumores locais, Shibuya et al. (2022) mostraram em experimento in vitro a simultanea reducéo
na expressdo das proteinas VEGF e NF-kB em linhagem celular de carcinoma de células
escamosas da boca, em resposta ao tratamento com PP, na qual também encontraram
significativos valores de expressdo de ADRB2 no estado basal, fato que pareceu estar associado
a piores prognosticos da doenca.

Aqui, analisados apenas nas amostras de sangue venoso periférico, mostramos grande
variabilidade na expressao génica relativa de ECA, ECA2 e VEGF-A no estado basal dos grupos
controle e FOP sem tratamento, sem diferenca significativa entre eles (Apéndice F).
Posteriormente, mostramos a superexpressao de VEGF-A nas amostras de pacientes tratados
com AA+PP. Considerando que esses genes ndo se mostraram alterados no estado basal,
estudos adicionais tornam-se necessarios para esclarecer, em resposta ao tratamento, a
correlacdo entre os niveis elevados de VEGF-A, ECA e AGTR1, como demonstrado por Wu et

al. (2020) em tecido e liquido sinovial de pacientes com osteoartrite e artrite reumatoide; ou,
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ainda, entre VEGF-A, ECA2 e MAS, como mostrado in vitro por Joshi et al. (2019) como efeito
facilitador do reparo vascular em areas de isquemia.

Importa considerar que a variabilidade de expressdo observada para ECA e ECA2 no
estado basal do grupo controle pode interferir na analise estatistica, de modo que repetir essa
analise com grupo amostral maior torna-se importante para melhor esclarecimento desses
dados. Nao obstante o nimero pequeno de amostras, as observagdes obtidas podem refletir a
realidade de uma populacdo maior, por isso foram trazidas em discussdo. Por exemplo, o gene
ECAZ é localizado no cromossomo X, e parece razoavel que haja diferencas na atividade do
eixo ECA2-Ang(1-7)-MAS ou nos niveis circulantes de ECA2 entre os géneros masculino e
feminino, conforme citado e demonstrado por Zhou et al. (2020). Em contrapartida, outro ponto
a ser esclarecido, é o quanto essa variabilidade se deve ao polimorfismo genético de ECA e
ECA2.

Ainda nesse sentido, considerando a complexidade e multiplicidade de elementos e
mecanismos regulatérios na expressdo de VEGF-A (Arcondeguy et al., 2013), bem como
especificidades referentes a coleta, armazenamento e processamento de amostras para pesquisa
desse fator (Azimi-Nezhad et al., 2012), entendemos que andlises adicionais de VEGF-A na
FOP e em resposta ao uso continuo de AA+PP sdo necessarias, incluindo andlises pré-clinicas
in vitro. Por enquanto, nossos resultados, parcialmente coerentes com a literatura, ndo séo
suficientes para suportar ou refutar a hipétese de que PP adicionado ao tratamento continuo
com AA (FOPCON) interfira significativamente na angiogénese. Além disso, VEGFA ¢é um
fator crucial para osteogénese fisiolgica e homeostase do organismo (Li et al., 2024), de modo
que, em contextos patolégicos, a suprarregulacdo de seu mRNA no sangue como resposta
terapéutica deve ser cautelosamente estudada e interpretada.

Prosseguindo a discussdo, o eixo ECA2-Ang(1-7)-MAS é conhecido por seus efeitos
anti-inflamatorio, antifibrogénico e antiproliferativo, modulando negativamente a expresséo de
citocinas inflamatdrias. Jiang et al. (2019) mostraram que Ang(1-7)/MAS inibiu a producdo e
secrecdo de TNF-a e IL-6 em macrofagos, e a superexpressdo de TLR4 mediada pela via de
sinalizagdo JNK/FoxO1. Adicionalmente, revisdes de literatura relatam que Ang(1-7)/MAS
reduz a sinalizagdo TGF-B/NF-kB e a expressdo de moléculas pré-inflamatdrias como TNF-a,
MCP-1, IL-8, IL-1B e COX-2, in vitro e in vivo (Santos et al., 2018). Esse eixo também € capaz
de reduzir a migragéo e a funcéo pro-inflamatoria de leucocitos em estados patoldgicos (Balogh
et al., 2021; Hassani; Attar; Firouzabadi, 2023). Chama a atengdo em nosso estudo o suposto
favorecimento deste eixo no tecido leucocitario, sugerido pela suprarregulacdo de ECA2 e

MAS1 em resposta ao tratamento, que, outrossim, contrarregula a modulagdo também positiva
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do eixo ECA-AnglI-AT1R. Curiosamente, no sangue, ndo houve modulacdo de AGTR2,
embora no tecido epitelial da boca ele tenha acompanhado a regulacéo de seu cognato AGTRL.

Potencial citocina pro-inflamatdria, TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) € expresso
principalmente por macrofagos ativados, um mensageiro imunoldgico que, quando excessivo,
desempenha papeis criticos em varias doencas inflamatorias. Também € secretado por outros
tipos de células como: células T, células B, células dendriticas e mastdcitos (Sethi; Hotamisligil,
2021). Provavel marcador inflamatdrio na FOP, niveis séricos de TNF-a mostraram-se elevados
em modelo animal similar a FOP, no qual histologicamente também foi superexpresso em areas
de formacdo cartilaginosa (Agarwal et al., 2015). Em individuos com FOP, ha relatos de niveis
plasméticos de TNF-o acima da média durante o flare-up, e tendéncia de suprarregulacdo em
periodo de quiescéncia (Barruet et al., 2018; Hildebrand et al., 2017). Entre os marcadores
plasmaticos, vias TNF parecem estar estreitamente relacionadas ao genotipo da FOP (Pignolo
et al., 2022a).

Uma vez demonstrada a sua superexpressao no estado basal de células FOP em nossos
estudos anteriores — in vitro em PBMC, e in vivo em CEB (Nascimento et al., 2021; Messias et
al., 2024) —, TNF-a segue como um importante gene alvo no entendimento da fisiopatologia e
do tratamento clinico da FOP, desempenhando um complexo, e por vezes controverso papel,
como potencial reguladora tanto da inflamacdo como do metabolismo ésseo (Barruet et al.,
2018; Boyce et al., 2023). Concordando com nossa perspectiva, 0 AA mostrou-se ativo em
todos os estagios do processo de reparacdo de feridas, especialmente no estagio inflamatério
inicial, pela sub-regulacdo de varios genes pro-inflamatdrios, inclusive TNF-o (Kalonia et al.,
2023). Por outro lado, o uso de beta-bloqueadores como o PP tem efeitos anti-inflamatérios ao
interromper a interacdo do sistema simpatico com a producdo intensa de citocinas pro-
inflamatdrias, no que se pode conhecer como tempestade de citocinas (Al-Kuraishy et al.,
2021).

Nossos dados sugerem, em nivel tecidual (CEB), efeito anti-inflamat6rio do composto
AA+PP pela consequente subexpressdo (ou normalizacdo) de TNF-a, que poderia ser
decorrente do blogueio BAR ndo seletivo e/ou da inibicdo do eixo pro-inflamatorio
Angll/AT1R, mas ndo da ativacdo de seu eixo contrarregulatorio ECA2/Ang(1-7)/MAS, como
preconizado na literatura. De outro lado, em LT, nem o favorecimento do eixo Ang(1-7)/MAS,
nem o aumento na expressdo de AGTR1 surtiram efeito sobre TNF-a, 0 que especulamos ser
uma resposta de equilibrio entre os dois eixos funcionalmente opostos. Resta esclarecer qual

seria a resposta primaria ao tratamento.
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Considerando a dor crénica como outro importante aspecto clinico a ser tratado na FOP,
citamos Balogh et al. (2021) que, em uma abrangente revisdo, afirmam que o conjunto dos
ligantes Ang Il e Ang(1-7) e seus respectivos receptores, tém, por meio de suas funcgdes
fisioldgicas, importantes implicacfes na dor neuropatica, operando nos sistemas nervoso
central e periférico, e em células ndo neuronais envolvidas em mecanismo da dor, como por
exemplo, nos leucocitos. Em uma intrigante discussdo os autores consideram que efeitos
neuroprotetivos decorrentes da ativacdo de AT2R por Ang Il contrapdem-se as propriedades
analgesicas decorrentes de sua inibicdo no tratamento da dor neuropatica. Isto €, enquanto a
ativacdo de AT2R seria capaz de facilitar a protecéo e regenerag@o neuronal em condigdes que
tais processos estdo patologicamente prejudicados, seu antagonismo (EMA401) mostrou efeito
antinociceptivo pela inibicdo do influxo de calcio (Balogh et al., 2021; Rice et al., 2014).
Chamam a atencao evidéncias pré-clinicas que sugerem que a Ang Il via AT1R é capaz de
incrementar a sensagdo nociceptiva atuando sobre componentes neuromedulares controladores
da dor. Por outro lado, aumentar a sinalizacdo MasR — pela ativagédo de ECA2 e/ou aumento na
disponibilidade de Ang(1-7) — pode oferecer uma abordagem adicional no alcance de analgesia,
ao contraregular o comportamento nociceptivo induzido por Ang II/AT1R (Balogh et al., 2021).

Nesse sentido, mostramos previamente a modulagdo positiva de AGTR2 e MAS em
resposta ao tratamento in vitro com AA+PP (Nascimento et al., 2021), que junto com os dados
in vivo mostram o eixo ECA2/Ang(1-7)/MAS como um potencial alvo terapéutico para a adi¢éo
de peptideos com efeitos anti-inflamatorios ao tratamento, a fim de potencializar os efeitos de
AA+PP no subsidio do controle da inflamacéo e da dor.

De forma pertinente, vérias evidéncias implicam a atividade de receptores beta-
adrenérgicos na transmissdo da dor, a saber 2 (ADRB2) ¢ 3, por meio da ativacao de células
imunorregulatorias. Por exemplo, niveis de catecolaminas aumentadas apds estresse ou
manipulacdo farmacoldgica levam a ativacdo de células T, mastocitos e macréfagos, mediada
por ADRB2. Dados em modelo experimental mostraram o aumento dos niveis plasmaticos de
TNF-a, IL-1B e IL-6 mediado por ADRB2, em resposta ao aumento de catecolaminas,
suficiente para o desenvolvimento de dor funcional (Zhang et al. 2018). Mais do que isso, Zhang
et al. (2018) mostraram que a estimulacédo sustentada de ADRB2 e ADRB3 geram dor funcional
e neuroinflamag&o, que podem persistir mesmo ap6s remocdo do estimulo causador dessa
condicgdo. Sugerem, ainda, que a dor funcional iniciada perifericamente é regulada centralmente
por TNF-a e p38MAPK.

Peng et al. (2019), em um estudo longitudinal com 99 portadores de FOP, observaram

que 30% a 55% dos participantes sofriam, na auséncia de crises, niveis de dor tdo elevados
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quanto os sofridos durante as crises. Mostraram, ainda, entre os pacientes que relataram dor
maior ou igual a 4 (em uma escala de 0 a 10, crescente conforme a intensidade da dor), quadros
de ansiedade, depressdo ou irritabilidade, com impacto emocional em alguns casos. Dados
nossos aguardando publicacdo, sugerem abrandamento da dor, em que 47,4% de 19 pacientes
(9/19) tratados continuamente com AA+PP afirmaram sentir dor na auséncia de crises, e destes,
apenas 5% (1/9) relataram dor severa, enquanto os demais experimentam dor leve ou moderada.
Nesse mesmo grupo, 42,1% (8/19) ndo apresentavam surtos ha mais de um ano da data da
entrevista. Dez pacientes haviam experimentado um ou mais flare-ups nos 6 meses
antecedentes a entrevista, nos quais edema e dor local apareceram em 80% dos casos, enquanto
rubor e calor local em 20%. Dificuldades para dormir foram relatadas por trés pacientes (15,8%)
(Apéndice A).

Neste estudo, mostramos a superexpressao de ADRB2 em CEB de portadores de FOP,
que se mostra normalizada em resposta ao tratamento, simultanea a sub-regulacdo dos
receptores de Angll e normalizacdo de TNF-a. Isto, associado as inferéncias clinicas, sugere
um papel adicional do bloqueio beta-adrenérgico no controle da dor e inflamacéo, bem como
nos quadros de ansiedade que possam impactar negativamente o sono e a qualidade de vida.

Efeitos protetores semelhantes aos do eixo Ang(1-7)/MAS séo atribuidos a interacéo do
receptor MRGD com seu ligante alamandina, sobretudo nos sistemas cardiovascular e
respiratério (Nehme et al., 2019). Interessante, evidéncias recentes mostram que a alamandina
induz efeitos anti-inflamatdrios — pela reducdo na liberacdo de IL-6 — e antiproliferativos em
macrofagos humanos, mas, para isso, depende da heterodimerizacdo de seu receptor MRGD
com o receptor MAS (Mikusic et al., 2024).

N&o obstante, ha expressdo predominante de MRGD em neurbnios sensoriais de
pequeno didmetro que inervam as camadas externas da pele dos mamiferos e respondem a
alteracdo de temperatura e a estimulos mecanicos (Lan et al., 2020), pelo que intensificar sua
atividade pode estar associado a hiperalgesia. Lan et al. (2020) mostraram MRGD como
regulador positivo da ativacdo canonica de NF-kB por meio da interagdo com TAKI1 e o
complexo IKK, em ganglios da raiz dorsal de camundongos, facilitando o desenvolvimento da
hiperalgesia inflamatdria desencadeada por LPS, e da dor inflamatoria persistente. Nesse
mesmo sitio, Yu et al. (2023) identificaram a expressdo de ACVR1 e mostraram que o ACVR1
mutado (R206H) é necessario e suficiente para promover hiperexcitabilidade de neurdnios
sensoriais nociceptivos in vitro, contribuindo para a dor neuropatica.

Corroborando nossos dados in vitro (Nascimento et al., 2021), o tratamento in vivo

induziu a subexpressdo de MRGD em CEB, que, associada a normalizacdo de TNF-a, sugere,
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em primeira instancia, que efeitos benéficos sobre a dor cronica e evolugdo da OH (Palhares et
al., 2019) possam decorrer da inibi¢cdo dowstream de vias de sensacdo ou transducédo da dor, de
inflamacéo, e de proliferacéo celular, sinalizadas via MRGD (Lan et al., 2020; Nishimura et al.,
2012). Contraponto, tendéncia a suprarregulacdo de MRGD foi observada no tecido leucocitario
(sangue periférico), em relacdo ao grupo FOP sem tratamento. E um efeito que merece
aprofundamento, no que poderia, supostamente, estar associado a efeitos protetores do eixo
ECA2-Ang(1-7)-MAS (Mikusic et al., 2024).

Para elucidar o efeito do tratamento sobre a via MRGD, adicionamos as analises do
sangue periférico, a investigacdo dos transcritos NFKB1 (p50) e RELA (p65), visto que a
inflamag&o cronica na FOP tem sido fortemente associada & ativagdo aumentada de NF-«B.
Barruet et al. (2018) mostraram atividade prolongada de NF-kB em monocitos FOP estimulados
por LPS, suficiente para mediar um estado de inflamacdo cronica. Em outro aspecto, a detec¢do
de adiponectina e tenascina-C no plasma humano foram altamente correlacionadas com o
genotipo da FOP. A saber, a expressdo de tenascina-C € induzida pela sinalizacdo BMP e Wnt
e promove a sintese de citocinas pro-inflamatérias via NF-xB, ativada por TLR4 (Pignolo et
al., 2022a). Entre outros achados, a suprarregulacdo de TCF4 e MMP12 no estado basal de
linhagem imortalizada derivada de mondcitos FOP sugeriu, mais uma vez, o envolvimento das
vias Wnt/p-catenina e NF-kB/B-catenina, respectivamente (Maekawa et al., 2022).

Diferente do esperado, nossos resultados ndo incluem os transcritos para sinalizacéo
candnica de NF-xB no perfil fenotipico da FOP, quando analisados no sangue periférico. Mas,
curiosamente, o tratamento com AA+PP ndo surtiu efeito sobre RELA, e induziu a
suprarregulacdo de NFKB1 em relacdo ao grupo FOP sem tratamento, sem diferenca em relagédo
ao grupo controle. Esses efeitos levantam questionamentos controversos. Por exemplo, Hiller
et al. (2020) mostraram reducéo da atividade da via inflamatdria NF-xB e via CREB em tecido
biopsiado de tumor extraido de mama humana, mediante o tratamento com 80 mg/dia de
propranolol, por sete dias antes da cirurgia.

Adicionalmente, a via NF-kB ¢é também regulada e ativada pela Angll, via seus
receptores. AT1R mostrou-se capaz de ativa-la pela fosforilagcdo da subunidade p65 de NF-«B,
induzindo a suprarregulacdo de MCP-1, IL-8, IL-6, TNF-a ¢ IL-17, em cultivo de células
mesangiais (Alique et al., 2015). Ademais, em condicOes especificas, a via NF-kB pode ser
ativada por ambos os receptores AT1 e AT2, como demonstrado em diferentes linhagens
celulares, de modelos experimentais (Ruiz-Ortega et al., 2000; Wolf et al., 2002).

Portanto, hipoteticamente, aqui, a modulagéo de NFKB1(p65) em relacéo ao grupo FOP

sem tratamento poderia fracamente ser explicada pela sinalizacdo dos receptores de Angll,
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refletida na superexpresséo de AGTR1 (Alique et al., 2015; Ruiz-Ortega et al., 2000; Wolf et
al., 2002), mas néo por ativagdo da via MRGD (Lan et al., 2020). Mas reconhecemos ser uma
relacdo de causa e efeito ainda incerta, uma vez que o efeito sobre NFKB1 néo € valorizado
qguando os trés grupos sdo analisados entre si. Assim, sugerimos que AA+PP, nas doses
preconizadas (FOPCON), ndo tenha efeito sobre a via MRGD/NF-xB, 0 que ndo diminui a
importancia dessa via no estudo da FOP.

E relevante, ainda, considerar o papel do SRA e das vias inflamatérias (TNF-o ¢ NE-
kB) no processo de osteogénese, mais especificamente, na ossifica¢do heterotdpica.

As varias evidéncias da expressdo e atividade local do SRA no tecido 6sseo, em geral,
sdo associadas a contextos patoldgicos, em que reducdo da densidade mineral 6ssea (DMO),
calcificacdo vascular, processos pro-fibréticos e pré-inflamatorios articulares sdo decorrentes
do desequilibrio entre os eixos classico e alternativo. Experimentos in vitro e in vivo mostram
potenciais efeitos deletérios da Angll sobre o metabolismo 6sseo, de modo que a inibi¢do do
eixo ECA/ANngll/ATIR evita ou reduz a perda Ossea, enquanto a ativacdo de seu eixo
contrarregulatorio favorece, nesse contexto, a deposicao 0ssea, contribuindo para o aumento da
DMO no tratamento da osteoporose associada a doencas metabolicas/hormonais com
hipertensdo, diabetes e menopausa (Tamargo; Caballero; Delpén, 2015; Sha et al., 2021). Em
outro aspecto, sdo demonstrados niveis aumentados de ECA2, MAS, ECA, AT1R, AT2R e AGT
em aortas calcificadas. Em modelo animal, inibidores de AT1R ou tratamento com Ang(1-7)
atenuaram a calcificacdo vascular (Li et al., 2016; Sui et al., 2013). Bloqueadores de receptores
de Angll e inibidores de ECA mostraram-se eficazes na prevencdo de artrofibrose apds
artroplastia total de joelho (Anzillotti et al., 2024).

O estudo do SRA na FOP e na OH ainda é incipiente. Até entdo, nossos resultados ndo
atribuem ao SRA participacdo na fisiopatologia da FOP e/ou da OH, mas é possivel que sua
modulacdo terapéutica produza efeitos protetores, reguladores dos processos desordenados de
inflamacéo e osteogénese.

Controladora da proliferacdo e morte celular na homeostase, TNF-a participa
ativamente do metabolismo 06sseo, sobretudo em condi¢Bes patoldgicas. A saber, TNF-a
reprime a fung@o dos osteoblastos durante a diferenciacdo celular, ao mesmo tempo em que
desencadeia a proliferacdo e diferenciacdo dos osteoclastos (Diolintzi; Pervin; Hsiao, 2024).
Ademais, TNF-a inibe a expressdo de RUNX2 em precursores de osteoblastos e blogueia a
expressdo de marcadores osteoblastogénicos induzidos pela ativacdo de RUNX2. Entre outras
vias, pode também inibir a formacdo de osteoblastos induzida por BMP, suprimindo a

sinalizagdo BMP/Smad pela ativacao de JINK (Amarasekara; Kim; Rho, 2021).
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Potencial reguladora inflamatoria, a via de sinalizacdo NF-kB, quando ativada por
citocinas tais como TNF-a ¢ RANKL, atua também na regulagdo das células Osseas
(osteoblastos e osteoclastos), influenciando o remodelamento 6sseo fisioldgico e/ou patoldgico,
com efeitos positivos ou negativos, a depender da via estimulada e do estagio de diferenciacédo
celular (Boyce et al., 2023; Liu et al., 2024). Estudos experimentais sugerem que a ativagdo
canonica de NF-kB em osteoprogenitores prejudica a maturagdo de osteoblastos e condrocitos,
enquanto a inibicdo da via em osteoblastos maduros, otimiza suas fungdes. Ha também
evidéncias de que essa via esta diretamente envolvida na regulacdo da expressdo de proteinas
da matriz 6ssea, mediando a transcricdo de osteocalcina ou de sialoproteina déssea, via
estimulagdo de RUNX2 e -catenina (Boyce et al., 2023).

Na OH endocondral, essa via, sinalizada nos macrofagos, dirige o estagio inflamatério
inicial da ossificacdo, associado a expressdo de outros genes pro-inflamatérios, como SIRT1,
AMPK e NLRP3. Na sequéncia, a via NF-kB interage com outras vias e fatores de crescimento,
na mediacdo da diferenciacdo de CPM em condrdcitos, e destes em células dsseas. Também
presentes na osteogénese fisioldgica, sdo eventos altamente complexos e coordenados, que
guando temporal e espacialmente desorganizados, culminam na formacdo de tecido 0sseo
ectopico. Contraponto, evidéncias de que a ativacdo de NF-xB/p65 pode inibir o
desenvolvimento de condrdcitos pela regulacdo de SOX9 e Rspo2, exigem discussao posterior
e mais aprofundada (Liu et al., 2024).

Neste trabalho, confirmamos a superexpressdo de TNF-a em CEB de individuos com
FOP, que foi normalizada (ou subregulada) pelo uso continuo de FOPCON. Simultaneamente,
mostramos a normalizacdo da tendéncia a suprarregulacdo de RUNX2, interpretada como
Entretanto, ndo foi possivel relacionar causa e efeito entre TNF-a ¢ RUNX2 como referido por
alguns pesquisadores (Amarasekara; Kim; Rho, 2021), provavelmente pelas diferencas
metodoldgicas, inclusive por ndo considerarmos as condi¢fes individuais de estado
inflamatdrio (flare-up, ossificacdo ou quiescéncia) dos participantes. Embora néo significativa,
é notével a reducdo na variabilidade (ou no erro padrdo da média) de expressdo de RUNX2 no
grupo tratado com FOPCON, comparado ao grupo FOP sem tratamento.

Em outro aspecto, Fernandes et al. (2017) mostrou por PCR em experimento in vitro a
alteracdo nos niveis de RUNX2 em resposta ao AA, de maneira concentragdo-dependente.
Baixas doses de AA (62,5-125 uM) elevaram o nivel de RUNX2 em células G292, enquanto
doses elevadas (1000 uM) surtiram o efeito contrario, sugerindo que altas doses de AA podem

inibir a maturacdo terminal de osteoblastos. Semelhantemente, Ferrazo et al. (2019)
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demonstraram reducdo na diferenciacdo osteogénica induzida por BMP-2 em células
precursoras musculares, pela reducdo na atividade de fosfatase alcalina (ALP) mediante altas
doses de AA (100uM). Os autores atribuem esse efeito ao aumento na producao de superoxido,
pressupondo que efeitos antioxidantes do AA obtidos mediante doses fisioldgicas favorecem a
diferenciacdo osteogénica, enquanto efeitos pré-oxidantes decorrentes de doses
elevadas/farmacoldgicas bloqueiam esse processo.

Resultados interessantes sdo apresentados por Nascimento et al. (2021), quando o
tratamento in vitro com 2,0 mM de AA isolado, ou combinado com 15 uM de PP, induziu a
suprarregulacdo de TNF-a e normalizou a expressédo de RUNX2 em PBMC de amostras FOP,
apesar da superexpresséo de ALP (em resposta ao tratamento com AA). Aqui,
surpreendentemente, no sangue (LT) o tratamento induziu a suprarregulacdo de RUNX2,
acompanhado de tendéncia a suprarregulacdo de TNF-a, comparado com grupo controle, sem
alteracédo na expressdo de NFKB1, mas com tendéncia a sub-regulacdo de RELA. Em relagéo
ao estado basal da FOP, a suprarregulacdo tendenciosa de RUNX2 é independente de modulagéo
de TNF- a, mas é acompanhada por sutil suprarregulacdo de NFKB1. Os dados divergem da
expectativa baseada na literatura, conquanto a discussdo, conforme conhecido, seja baseada em
contextos experimentais diferentes em varios aspectos. De outro modo, os efeitos do tratamento
sobre os genes alvos TNF-a, RUNX2, NFKB1 e RELA n&o sdo valorizados quando os trés
grupos sao analisados entre si (ANOVA 1 via ou Kruskal-Wallis).

Sendo assim, ndo dispomos, ainda, de dados suficientes para esclarecer, no nivel
circulatorio, a relagéo entre TNF-a. e RUNX2, bem como a modulagéo da via candnica NF-«xB,
seja como moduladores da inflamacdo, ou da osteogénese, em resposta ao AA+PP. E
ressaltamos que, embora sejam protagonistas em variadas doencas de ordem inflamatoria, TNF-
a, RUNX2 e NF-kB sdo essenciais para diversas fungdes celulares fisioldgicas, pelo que a
inibicdo de suas atividades deve ser preconizada com cautela.

Importa considerar em discussdes futuras o papel do sistema nervoso autbnomo
simpatico no metabolismo dsseo, para entender se o bloqueio beta-adrenérgico nao-seletivo nas
doses preconizadas no composto pesquisado, é suficiente para impactar a osteogénese no
processo de OH, ainda que independente de sua ac¢do sobre o SRA (Eimar et al., 2013; Mito et
al., 2017).

Em dltimo caso, recomendamos estudos adicionais para esclarecer o beneficio da
ativacdo do receptor MRGD, por seus efeitos inibitdrios sobre vias ndo exploradas neste
trabalho, por exemplo, PI3BK/AKT/mTOR, conhecida por regular processos de proliferacéo,

migracdo e invasdo celular, e, ultimamente, associada a ossificacdo heterotopica na FOP
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(Hassani; Attar; Firouzabadi, 2023; Hino et al., 2017; Hu; Wang, 2021). Nesse sentido, tendo
em vista que a alamandina é um enddgeno circulante que pode ser gerado diretamente de
Ang(1-7), a partir da descarboxilacdo do residuo amino-terminal (N-terminal) aspartato em
alanina, mais uma vez sugerimos a investigacao quanto a adi¢éo de peptideos anti-inflamatorios
ao tratamento, pelo seu possivel efeito na ativagdo subsequente do receptor MRGD, por
aumento na disponibilidade de seu ligante (Hassani; Attar; Firouzabadi, 2023).

N&o menos importante, o grupo tratado com AA+PP foi composto por individuos que
participaram de estudos anteriores (Palhares et al., 2018), e, por isso, mantinham-se
beneficiados pela continuidade do tratamento, em caréter off label (Brasil, 2013).
Metodologicamente, para o trabalho atual, foi-lhes solicitada a interrupcdo de qualquer
medicacdo prévia utilizada para o controle da FOP, por cinco dias, a fim de caracterizar wash-
out medicamentoso. Considerando o principio ético da ndo-maleficéncia, ressaltamos que
apesar da previsibilidade de ndo se alcancar o efeito wash-out em tdo curto periodo, entendemos
que propor a suspensdo da medicacdo por tempo maior poderia expor 0Ss pacientes a
exacerbacdo da doenca.

De fato, mesmo que seja possivel assumir a regulacdo génica do SRA pelo uso continuo
de AA+PP, no presente trabalho, o retorno a superexpressdo do receptor B-adrenérgico
(ADRB2) observada em CEB, em resposta a interrup¢do da medicacdo, ndo foi acompanhado
pelo mesmo efeito nos genes do SRA. Isto é, com excecdo do gene AGTR2, ndo houve diferenca
na expressao génica relativa dos genes alvos do SRA entre grupo tratado e “wash-out”. Assim
também ocorreu para o TNF-a, que se manteve subregulado em relagdo ao grupo FOP, embora
com tendéncia a suprarregulacdo em relacdo ao grupo controle. Possivelmente, o periodo da
descontinuacdo ndo foi suficiente para exaurir as concentragcdes plasmaticas ou teciduais de
FOPCON, o que, apesar de em verdade ndo caracterizar o fendbmeno wash-out, sugere seu efeito
protetor mesmo durante interrup¢des ndo prolongadas do composto. Sabe-se que a vitamina C
é distribuida de maneira bastante variavel no corpo, sendo possivel que suas concentraces
teciduais sejam muito mais elevadas que a plasmatica (Zuo et al., 2023). Conjecturamos que a
vida média do AA de aproximadamente seis horas — além da ingestdo diaria alimentar variavel
—, mais a vida média de aproximadamente trés a seis horas do PP (Lee, 2019; Srinivasan, 2019),
qguando administrados em trés doses diarias, provoquem um efeito residual, que favorece a
demora de readaptagdo molecular tecidual verificada, aqui, nas células epiteliais da mucosa
oral.

Os dados obtidos, portanto, demonstram o controle de curto prazo das respostas -

adrenérgicas tipicas do sistema reflexo simpatico, diante de alteragdes nas concentragdes
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plasmaéticas de PP, contrapondo a regulacdo enddcrina de médio e longo prazo caracteristica ao
SRA, e supostamente decorrente de efeitos epigenéticos do AA, favorecendo a perpetuacao dos
efeitos intracelulares obtidos durante o tratamento, mesmo mediante sua breve interrupgéo.

E ainda relevante observar que, independentemente da regulacdo provocada ou da
significancia estatistica, 0 uso continuo do composto AA+PP reduziu, para a maioria dos genes
alvos estudados, a variabilidade da expressdo génica identificada nos grupos ndo tratados
(controle e FOP). Tal variabilidade pode ser explicada, em parte, por habitos alimentares e
cotidianos (dificilmente controlados pelo pesquisador) capazes de desequilibrar os processos
dependentes de radicais livres, mesmo nos individuos “nao-doentes”, de modo que a produgéo
excessiva de ERO pode determinar modificagdes estruturais de proteinas celulares, levando a
disfuncdo celular e enzimatica, favorecendo aberracdes na expressao génica (Sharifi-Rad et al.,
2020). Assim, sugerimos, com base nos resultados, uma estabilidade de expressdo génica
conferida pelo &cido ascorbico associado ao propranolol, cuja relevancia terapéutica merece
seguimento na investigagéo.

Por fim, é imperativo realizar analises adicionais incluindo a dosagem das
angiotensinas, a fim de melhor compreender os efeitos de modulacdo génica na expressao de
seus receptores, no que diz respeito a real inibicdo e/ou ativacao destes e das vias de sinalizagdo
correspondentes. Ainda assim, reiteramos que as modulagdes génicas de componentes do SRA
aqui demonstradas ndo decorrem do contexto patolégico, mas de efeitos moleculares em
resposta a um tratamento continuo, que, associados as inferéncias clinicas dos pesquisadores,
induzem a interpreta-los como potencializadores dos beneficios terapéuticos de FOPCON
(AA+PP). Se esses efeitos funcionam como um “tampao bioquimico”, pelas propriedades de
oligomerizacdo inerentes aos GPCRs, em que a modulacdo de um gene implica na modulagao
de outro(s) da mesma familia, na busca de um mesmao objetivo, devem ser mais bem explorados
(Mikusic et al., 2024).

Esse achado, associado a estabilidade de sinais vitais (frequéncia cardiaca e pressao
arterial), e auséncia de efeitos colaterais, permite seguir no entendimento de que AA+pp
(FOPCON) é um composto farmacéutico seguro para uso continuo no controle da dor e
inflamacéo, pelo que incentivamos a continuidade dos estudos laboratoriais, associado a

criterioso acompanhamento clinico por meio de estudo longitudinal.
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CONSIDERACOES FINAIS

Mostramos pela primeira vez na FOP a expressdo e a modulacdo de genes pro e anti
fibroticos/inflamatorios, componentes do SRA em ceélulas epiteliais da boca e leucocitos totais
do sangue periférico. Confirmamos, ainda, a viabilidade de coleta de espécime tecidual
representativo de condigGes in vivo, de forma minimamente invasiva e indolor, para fins de
pesquisa e acompanhamento no nivel molecular, de qualquer tratamento ou ensaio clinico.

Corroboramos dados anteriores de que os genes do SRA avaliados nao configuram perfil
fenotipico da doenca. Outrossim, mostramos a modulacdo branda desses genes pelo uso
continuo de AA+PP. Mostramos a existéncia de inter-relacdo funcional entre receptores beta-
adrenérgicos e receptores de Angll, o que nao exclui a possibilidade de potencial modulagédo
génica epigenética do acido ascorbico sobre esses e demais componentes do SRA, visto que a
breve interrupcdo da medicacdo explicita o desbloqueio simpatico, sem alterar os niveis de
expressao de genes do SRA.

N&o pudemos, aqui, relacionar os beneficios clinicamente inferidos do uso continuo de
AA+PP com a modulacdo de vias angiogénicas (VEGF) ou potencialmente inflamatérias (NFxk-
B). Sdo vias, sem duvida, fundamentais na fisiopatologia da doenca, cujas modula¢des merecem
investigacdo adicional e interpretacdo criteriosa no que podem estar associadas ao necessario
equilibrio entre inibir o remodelamento ésseo e vascular patoldgicos na FOP, sem prejudica-
los nos processos fisiol6gicos. Recomendamos que essas e outras vias de sinalizacdo de dor e
osteogénese ainda sejam estudadas no tecido epitelial (CEB), a fim de esclarecer o potencial
terapéutico da adicdo de peptideos anti-inflamatdrios ao tratamento, pela ativacdo dos
receptores MAS e MRGD. Além disso, parece razoavel investir no aprimoramento da estrutura
molecular do composto AA+PP, a fim de otimizar seus efeitos sem alterar as doses ingeridas.

LimitacBes a serem pontuadas referem-se a ultra raridade da doenca e a escassez de
estudos semelhantes ao nosso disponiveis na literatura. O estudo abrangeu uma populagéo
amostral pequena, heterogénea em idade e género, fatores que podem ter introduzido alguma
variabilidade nas andlises, conquanto ndo tenha sido identificada diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos FOP e controle em relagdo a essas varidveis. O pequeno tamanho
amostral também pode ter implicado na auséncia de significancia estatistica para alguns
resultados notavelmente tendenciosos.

Ademais, baseamos a discussdo em estudos metodologicamente diferentes,
especialmente em relacdo aos espécimes analisados. Também apresentamos aqui dois modelos

de estudo com importantes diferencas fisiologicas. Vilas-Boas et al. (2008) afirmam: “amostras
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de sangue periférico geralmente representam a expressdo cumulativa do SRA em mudltiplos
tecidos e pode ndo refletir de forma confidvel a atividade molecular na circulagdo visceral”
(traducdo nossa). Nesse sentido, recomendamos fortemente a continuidade dos estudos
biomoleculares, acrescidos pela caracterizacao celular (citometria de fluxo) dos espécimes aqui
utilizados. Leucdcitos totais do sangue periférico sdo compostos por uma populacéo celular
heterogénea, cuja propor¢cdo de células que estariam relacionadas ao fenétipo pesquisado
permanece desconhecida. Enquanto isso, células epiteliais ou escamosas da boca refletem um
tecido homogéneo, cujos resultados podem ser mais conclusivos, a depender do fenémeno
investigado. S&o aspectos que devem ser ainda aprofundados em discusséo, considerando,
inclusive, as diferengas de sinalizacdo e conversdo dos precursores do SRA sofridos na
circulacdo arteriovenosa pulmonar, antes de alcancarem a circulacdo e tecidos periféricos, para
melhor interpretacdo dos resultados aqui apresentados.

Por fim, ndo obstante as lacunas existentes, nossos resultados, somados as inferéncias
clinicas dos pesquisadores e a discussao apresentada, sustentam o sinergismo farmacoldgico e
viabilidade terapéutica de AA+PP (FOPCON). Incentivamos a continuidade dos estudos (pré-
clinicos e clinicos), visando ao esclarecimento de como a equalizacdo genémica funcional do
SRA podera amenizar os efeitos deletérios da sinalizacdo desregulada de vias pré-inflamatorias
e pré-osteogénicas, por meio de “ajustes finos”, dentro de uma ampla e complexa rede de

mecanismos biomoleculares.
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Fibrodisplasia ossificante progressiva: como amenizar a evolucao clinica da doenca?
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A fibrodisplasia ossificante progressiva (FOP) é uma doenca genética ultrarrara intratavel. Surtos
inflamatorios, provocados ou espontaneos, frequentemente culminam em ossificacbes heterotdpicas (OH).
A histéria natural da doenca é de um desfecho tragico de incapacitacao fisica cumulativa. No atual cenario
de tentativas terapéuticas, visando primeiramente o controle ou estagnacdo da doenca, uma avaliacdo
clinica periddica sistematica e pragmatica é imprescindivel. Nesse contexto, caracterizamos clinicamente
19 portadores de FOP (n=19), no qual utilizou-se um questionario semiestruturado com escalas
previamente validadas, num estudo transversal piloto, que avalia a eficacia da terapéutica proposta, bem

como seu impacto na qualidade e expectativa de vida dos portadores de FOP.

Fibrodisplasia ossificante progressiva. Eficacia clinica. estudos transversais.

Fibrodisplasia osificante progressiva: ;cdmo mitigar la evolucion clinica de la enfermedad?

La fibrodisplasia osificante progresiva (FOP) es una enfermedad genética ultrarrara intratable. Los brotes
inflamatorios, provocados o espontaneos, culminan con frecuencia en osificaciones heterotépicas. La
historia natural de la enfermedad es de desenlace tragico de incapacidad fisica acumulativa. En el escenario
actual de intentos terapéuticos, dirigidos fundamentalmente al control o mitigacién de la enfermedad, es
fundamental una evaluacién clinica periddica, sistematica y pragmaética. En este contexto, caracterizamos
clinicamente a 19 pacientes con FOP (n=19), mediante un cuestionario semiestructurado con escalas
previamente validadas, en un estudio transversal piloto, que evalla la eficacia terapéutica propuesta, asi

como su impacto en la calidad y esperanza de vida de los pacientes con FOP.

Fibrodisplasia osificante progressiva. Eficacia del tratamento. Estudios transversales.
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Fibrodysplasia ossificans progressiva: how to mitigate the clinical evolution of the disease?

Fibrodysplasia Ossificans Progressiva (FOP) is an intractable ultra-rare genetic disease. Inflammatory
outbreaks, provoked or spontaneous, frequently culminate in heterotopic ossifications. The natural history
of the disease is one of tragic outcome of cumulative physical disability. In the current scenario of
therapeutic attempts, primarily aimed at controlling or stagnating the disease, a systematic and pragmatic
periodic clinical evaluation is essential. In this context, we clinically characterized 19 patients with FOP
(n=19), by using a semi-structured questionnaire with previously validated scales, in a pilot cross-sectional
study, which evaluates the proposed therapeutic efficacy, as well as its impact on the quality and life

expectancy of FOP carriers.

Fibrodysplasia ossificans progressiva. Clinical effectiveness. Cross-sectional studies.

Introducao

A Fibrodisplasia Ossificante Progressiva (FOP) é uma doenca ultrarrara, genética autossémica dominante.
De fisiopatologia complexa, é caracterizada por surtos inflamatérios provocados ou espontaneos (flare-
ups), marcados por atividade imunoinflamatoéria intensa e desordenada, que, frequentemente, culmina na
formacdo de ossificacbes heterotopicas (OH) e incapacidade cumulatival. Sem tratamento curativo, a
prevencao de flare-ups é fundamental, enquanto a terapéutica disponivel baseia-se no controle e alivio dos
sinais e sintomas inflamatérios, com pouco ou nenhum impacto sobre a ossificacdo ectopica e limitacdo
articular subsequente?.

Padroées cronolégicos e anatdémicos da OH na FOP tém sido estabelecidos desde os primeiros relatos da
doenca®, e confirmados ao longo do tempo®°. Ainda assim, fatores ambientais parecem interferir na
evolucao/progressao da doenca, conferindo alguma variabilidade aos fenétipos e prognésticos, tornando a
avaliacao clinica da FOP um desafio para clinicos e pesquisadores.

Nesse contexto, Pignolo e Kaplan!! propuseram o estadiamento clinico da FOP em cinco estagios -
inicial/leve; moderado; severo; profundo e tardio/final - a partir de uma avaliacdo que abrange
caracteristicas da FOP e suas consequéncias em sete areas. A principio, o estagio é definido pela
caracteristica mais severa, pois provavelmente é a que mais influencia a morbimortalidade, somada a
outras caracteristicas clinicas consistentes com tal estagio. Esse método inclui a aplicacdo da Cumulative
Analogue Joint Involvement Scale (CAJIS) para FOP, uma avaliacdo rapida e abrangente da mobilidade
funcional grosseira, englobando 12 articulacées, além da mandibula, pescoco e coluna téraco-lombar??.

Pensando no acompanhamento clinico longitudinal, o mesmo grupo de pesquisadores desenvolveu a
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Patient-Reported Mobility Assessment (PRMA), uma autoavaliacdo baseada nos critérios da CAJIS, com a
qual mostrou correlacdo positiva quando comparada com a avaliacio aplicada por especialistas®®.

Em outro aspecto, investigacdes recentes visam avaliar o impacto da doenca na qualidade de vida fisica e
mental de portadores de FOP e seus familiares e/ou cuidadores. Estudos observacionais tém mostrado
associacao da dor, imobilidade e incapacidade com relevantes prejuizos sociais e emocionais. Dentre os
métodos utilizados nesses estudos citam-se a CAJIS, o FOP-Physical Function Questionnaire (PFQ), escalas
PROMIS, e questionarios semiestruturados (Patient-Reported Outcomes Measurement Information System)
13716.

Esses e outros relatos registram a tragica histéria natural da FOP, enquanto um novo cenario é construido
por perspectivas terapéuticas que almejam, ao menos, o controle ou a estagnacio da doenca 7-1°. Assim,
mais do que registros evolutivos, é preciso avaliar periédica e criteriosamente a eficacia das terapias

experimentais, utilizando instrumentos confidveis, objetivos, de facil aplicabilidade e de baixo custo.

Métodos

No Brasil, caracterizamos um grupo de 19 individuos portadores de FOP em tratamento com FOPCON
(CAAE: 40606820.5.0000.0021 - UFMS), residentes nos estados de Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Mato
Grosso do Sul. FOPCON trata-se de um composto farmacéutico patenteado (Patente BR102150324928),
formulado com 4acido ascorbico e propranolol, cuja composicdo e posologia sdo prescritas de forma
individualizada, de acordo com peso e idade do participante’®?. Em um estudo piloto transversal, foram
aplicados um questionario semiestruturado, a escala CAJIS e a goniometria de algumas articulacdes. O
questionario composto por 26 perguntas abrange dados sociodemograficos, quantidade e caracteristicas
das crises nos ultimos seis meses, tratamento sintomatico e experimental, avaliacdo da dor e qualidade do
sono.

A escala CAJIS avalia o déficit funcional, interpretado como porcentagem de perda do movimento. Escores
de 0O (zero) a 2 (dois) para cada articulacio ou regido avaliada, totalizam de 0 a 30 pontos, de modo que
quanto mais alto o escore final, maior a incapacidade. Considerando articulacées que se movem em mais
de um plano, a pontuacio deve considerar a maior limitacao presente. Acompanha a escala de anotacio
referente a locomocao (que pode ser relacionada a pontuacio obtida em MMII, de 0-12) e dependéncia
para atividades de vida diaria (que pode ser relacionada a pontuacio obtida em MMSS, de 0-12)12,

A goniometria avalia a amplitude de movimento (ADM) pela mensuracido dos angulos dos movimentos
passivos ou ativos de uma articulacdo, em seus respectivos planos. Dentre as possiveis aplicacoes, é Gtil no

diagnostico e na avaliacdo de resultados terapéuticos®.
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Resultados

A idade dos participantes variou de 4 a 62 anos (média=21,31); 57,9% (11/19) eram do sexo masculino e
42,1% (8/19) do sexo feminino. Todos os participantes recebiam tratamento com FOPCON (estudos em
andamento), com periodos de tratamento entre seis meses e 10 anos (Figura 1).

Quanto a ocorréncia de flare-ups, 42,1% (8/19) dos participantes ndo apresentavam surtos ha mais de um
ano da data da entrevista; 5,3% (1/19) apresentaram uma crise entre 6 e 12 meses antes da entrevista;
26,3% (5/19) sofreram uma ou mais crises dentro dos seis meses anteriores a entrevista; e 26,3% (5/19)
passavam por uma crise na data da entrevista. Principais gatilhos e sintomas dos flare-ups sofridos nos seis
meses anteriores a entrevista (n=10) sdo descritos na Figura 1. Nesse periodo, crises espontaneas foram
relatadas por 50% dos participantes (5/10); edema (80%; 8/10) e dor local (70%, 7/10) foram os sintomas
mais presentes. Desse grupo, 60% (6/10) relataram formacio de osso ectdpico e/ou diminuicdo de
movimentos apos resolucdo do flare-up. Os demais (4; 40%) ndo apresentaram sequelas.

Qualificada por meio de escala visual analégica da dor?!, 60% (6/10) dos pacientes que apresentaram flare-
ups referiram dor forte a severa durante a crise. Dos 19 participantes, 47,4% (9/19) afirmaram sentir dor
na auséncia do flare-up, sendo que 55,6% destes (5/9) relataram dor moderada (Figura 1). Questionados
sobre a qualidade do sono, apenas 15,8% dos participantes (3/19) relataram dificuldades para dormir, dois

deles devido ao quadro algico.

Figura 1. Infografico com dados demograficos, caracteristicas dos flare-ups e avaliacido da dor
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Para avaliar a funcionalidade dos participantes, foi aplicada presencialmente em 16 pacientes, a escala

CAJIS. Os escores totais obtidos, variando de 6 a 28, mostraram correlacdo positiva com a idade dos
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participantes (p=0,0012; r?=0,5386) (Figura 2A). No que tange a assisténcia nas atividades de vida diaria,
68,8% (11/16) dos participantes que necessitam de alguma assisténcia pontuaram escores entre 4 e 8 para
MMSS; enquanto 31,2% (5/16) dos que necessitam de total assisténcia pontuaram escores de 6 a 11.
Nenhum participante relatou total independéncia (Figura 2B). No que se refere a locomocao, 25% (4/16)

dos participantes eram restritos ao leito, com escores de MMl entre 11 e 12 (Figura 2C).

Figura 2. Escores CAJIS e suas relacdes com idade, atividades de vida diaria e locomocao
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A) Correlacdo dos escores obtidos na escala CAJIS com a idade dos participantes. B) Assisténcia nas
atividades de vida diaria (AVD) em relacdo ao escore CAJIS de membros superiores (MMSS). C) Capacidade
de locomocao em relacido ao escore CAJIS de membros inferiores (MMII).

Complementando a CAJIS, foi aplicada a goniometria em grandes e/ou médias articulacées que fossem
acessiveis e ndo anquilosadas. Graus mensurados para flexdo de cotovelo, flexdao de joelho e respectivos

escores CAJIS sdo descritos no Quadro 1.

Quadro 1. Relacdo dos 16 participantes do estudo piloto que foram submetidos a CAJIS e goniometria

presencial

CAJIS FLEXAO CAJIS FLEXAO DE y

ID | SEXO | IDADE AVD LOCOMOGAO
COTOVELO COTOVELO JOELHO JOELHO
D E D E D | E D E

1 F 17 2 2 | ANQ ANQ TOTAL 1 | 2 | 120°-130° | ANQ ACAMADO
2 M 37 1 1 | 100°-130° | 120-145° | TOTAL 1| 2 | 20-110° FIXO ACAMADO
3 M 62 2 2 | ANQ ANQ TOTAL 1| 2| 055 ANQ ACAMADO
4 F 19 0 2 | 0-135° ANQ ALGUMA | 0 | 1 | 0-140° 10-80° | CAMINHA
5 F 39 2 2 | ANQ ANQ TOTAL 2 | 2| ANQ ANQ ACAMADO
6 F 12 1 1 | 50°-130° | 70°-136° | ALGUMA | 0 | O | 0-140° 0-140° | CAMINHA
7 F 19 1 0 | 0-41° 0-135° ALGUMA | 0 | 0 | 0-140° 0-140° | CAMINHA
8 F 35 1 1 | 100°-120° | 0-80° TOTAL 1| 1035 MISSED | CADEIRANTE
9 M 21 1 1 | 0-90° 0-108° ALGUMA | 1 | 1 | 0-110° 0-55° CAMINHA
0| M 17 1 2 | 0-86° 78-90° ALGUMA | 1 | 1 | 0-110° 0-55° CAMINHA
11| M 4 1 1 | 10°-115° | 0-130° ALGUMA | 1 | 1 | 0-152° 0-150° | CAMINHA
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12 M 12 1 1 50°-125° 20-100° ALGUMA | 1 1 | 10-118° 0-118° CAMINHA
13 M 12 1 1 0-118° 0-120° ALGUMA | 1 2 | 0-110° ANQ CAMINHA
14 M 5 1 1 10°-110° 20°-130° | ALGUMA | 0 1 | 0-145° 0-115° CAMINHA
15 M 24 2 2 ANQ ANQ ALGUMA | 2 1 | ANQ MISSED | CAMINHA
16 F 12 1 1 10°-110° 0-118° ALGUMA | 0O 0 | 0-140° 0-140° CAMINHA

ANQ = anquilosado; MISSED = n3o acessivel para mensuracao.

A FOP é uma doenca 6rfa, ainda intratavel e incuravel. Surtos repentinos (flare-ups), mas frequentes e
duradouros, costumam ser extremamente dolorosos e resultam em inimeras e extensas OH com alto grau
de incapacidade, ainda na adolescéncia. A espera por terapias modificadoras da doenca, importa melhorar
a qualidade e expectativa de vida dos portadores de FOP. Para isso, propoe-se, além do tratamento
sintomatico, o controle do estado inflamatério persistente da FOP, a fim de reduzir a frequéncia e
intensidade das crises e aliviar a dor inflamatéria.

Peng e colaboradores?® identificaram entre 99 pacientes, estados de dor moderada a severa (escore >4)
frequentemente associados a ocorréncia de um flare-up. Entretanto, ressaltam que até 55% dos pacientes
que nao experimentaram crises relataram dor de nivel moderado a severo durante o estudo.
Semelhantemente, identificamos quadros de dor forte a severa em 60% (6/10) dos participantes durante
um flare-up. Em contrapartida, na auséncia de surtos, 53% (10/19) dos participantes ndo apresentaram
queixa algica e apenas um participante (5%) relatou dor forte a severa nesse periodo. E possivel que a
modulacido de genes proé e anti-inflamatorios esteja associada ao alivio da dor no periodo quiescente da
doenca®’.

Outro aspecto impactante da FOP refere-se a precoce limitacio de movimentos, comprometendo a
locomocao e aindependéncia para autocuidado e atividades de vida diaria. Ao avaliar e registrar mobilidade
e locomocao, é interessante observar que em alguns casos a restricao ao leito ndo exclui a capacidade de
ficar de pé ou de caminhar, mas representa a posicdo em que aquele individuo permanece por mais tempo,
devido a posicao de anquilose dos quadris ndo permitir a posicao sentada. Obviamente, nessas condicoes,
manter-se de pé por algum tempo ou caminhar curtas distancias pode ser uma atividade exaustiva e pouco
funcional. De outro modo, ainda que sejam capazes de caminhar com certa liberdade, ndo é incomum
observar movimentos compensatorios na marcha, e dificuldade em adotar a posicdo sentada com o quadril
flexionado a 90 graus, o que compromete a acessibilidade e viabilidade de transporte dessas pessoas.
Ainda considerando a funcionalidade, apesar de descrita em literatura uma correlacdo confiavel entre os
escores totais da CAJIS e a incapacidade de maneira generalizada'®13, a goniometria nos permitiu observar
que, em algum momento, escores iguais serao aplicados para niveis de comprometimento muito diferentes

(Quadro 1). Isso, provavelmente devido ao amplo intervalo de 10% a 90% de perda de movimento a ser
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considerado no escore 1 (articulacdo parcialmente prejudicada). Na pratica, considerando a ADM normal
do cotovelo de 0 a 145° (extensdo-flexdo), um déficit de 20% correspondera a uma ADM de 116 graus. Um
déficit de 85%, por sua vez, correspondera a uma ADM de apenas 21,75 graus. O escore conferido para
ambos os déficits da articulacdo serd o mesmo, entretanto, é provavel que com 20% de déficit o individuo
seja capaz de realizar determinadas tarefas da vida diaria impossiveis ao individuo com déficit de 85%, o
que pode explicar escores iguais para desfechos diferentes em assisténcia para AVDs e locomoc3o. Por fim,
é possivel que a larga faixa de avaliacdo compreendida no escore 1 neutralize pequenas perdas e/ou ganhos
(ainda que raros) de movimento, quando avaliados periodicamente, e que olhos pouco treinados induzam
a atribuicao de escores equivocados.

A principio, a goniometria parece ser um método pratico, de baixo custo e relevante no registro de
movimentos preservados, para futuras comparacdes e compreensio da evolucio da doenca. Entretanto,
admite-se a necessidade de algum grau de experiéncia e habilidade técnica do avaliador, para garantir
fidelidade na coleta dos dados. Sem davida, sdo necessarios estudos adicionais que assegurem a viabilidade
de avaliacdo goniométrica a distancia por meio de softwares especificos, na impossibilidade de consulta

presencial.

Apoiamos a relevancia de estudos longitudinais dos portadores de FOP, sobretudo os arrolados em estudos
clinicos, a fim de registrar a evolucio clinica e os efeitos da terapia proposta. Aqui, por meio de um estudo
piloto, mostramos uma breve caracterizacdo de 19 pacientes residentes no Brasil, em tratamento com
FOPCON. A fim de registrar a evolucao clinica e avaliar a eficacia do tratamento com acido ascérbico e
propranolol, incentivamos um estudo longitudinal de pelo menos 24 meses, contemplando o registro
semestral da ocorréncia das crises e suas caracteristicas por meio do questionario semiestruturado aqui
aplicado, acrescido de avaliacado da dor, da qualidade de vida, e da assisténcia em AVDs, utilizando escalas
previamente validadas. Finalmente, sugerimos a avaliacdo clinica a cada dois anos, na qual seja aplicada a
escala CAJIS, agregada sempre que possivel a goniometria, para a interpretacdo mais refinada dos

desfechos clinicos de pacientes nos estagios leve e moderado.

Este estudo é parte da tese de doutorado de Balaniuc SLB, Messias ALB e Lima LF, no Programa de Pds-
graduacdo em Saude e Desenvolvimento da Regido Centro-Oeste (PPGSD), da Universidade Federal do
Mato Grosso do Sul (UFMS). Este trabalho é apoiado financeiramente pelo Instituto de Assisténcia em

Pesquisa em Educacgdo e Saude — IAPES, Campo Grande, MS, Brasil.
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APENDICE B — Termos de consentimento/assentimento livre e esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Nome do voluntario:

Data de nascimento: Idade: anos R.G

O(A) senhor(a) esta sendo convidado(a) para participar do projeto de pesquisa “ASPECTOS
CLINICOS, BIOQUIMICOS E MOLECULARES EM PORTADORES DE FIBRODISPLASIA
OSSIFICANTE PROGRESSIVA ANTES E DEPOIS DO TRATAMENTO COM FOPCON,
FOPCON Plus e FOPCON Epi”.

A pesquisa € coordenada por Durval Batista Palhares, pesquisador da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul (UFMS), que pode ser contatado pelo telefone (67) 99982- 1927, e-mail:
dbpalhares@hotmail.com, ou no endereco profissional: Hospital Universitario Maria Aparecida
Pedrossian, Av. Senador Filinto Muller, 355, Vila Ipiranga, Campo Grande/MS. Esta pesquisa foi
previamente avaliada e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFMS
que em caso de recurso, dividas ou reclamacdes, pode ser contatada pelo telefone (67) 3345-7187,
pelo e-mail: cepconep.propp@ufims.br, ou diretamente no campus da UFMS, localizado na Av. Costa
e Silva, s/n — Prédio das Pro- Reitorias, 1° andar.

O objetivo desta pesquisa € investigar os efeitos do tratamento da Fibrodisplasia Ossificante
Progressiva (FOP), com um medicamento composto (patenteado como FOPCON). Nossa hipotese €
de que o uso continuo de FOPCON pode reduzir a ocorréncia dos surtos inflamatorios e a formacgao
de osso heterotopico. Queremos, também, saber se esse efeito pode ser melhorado com o uso
adicional de FOPCON Plus ou FOPCON Epi. Assim, estudaremos trés grupos de tratamento: (1)
FOPCON; (2) FOPCON Plus; e (3) FOPCON Epi.

Ao concordar em participar da pesquisa, apos avaliagao clinica pelo pesquisador e sua equipe,
voceé sera alocado em um grupo e sera prescrita pelo médico a dose da medicagao conforme a sua
idade e o seu peso. A medicacao sera disponibilizada gratuitamente e ajustada sempre que necessario.
Caso vocé ja receba FOPCON, o mesmo sera mantido e podera ser oferecido, adicionalmente,
FOPCON Plus ou FOPCON Epi, que podera ser identificado como “FOPCON Tarde”.

A participagao nesta pesquisa conta com sua doagdo de pequenas amostras de sangue e de
raspado da parte interna da bochecha (mucosa oral), antes e durante o tratamento. Essas amostras
serdo estocadas no Laboratorio de Biologia Molecular/Pediatria/UFMS, conforme a Resolugao n°
240, de 18 de setembro de 2017, que rege as Normas Regulamentadoras para o armazenamento e uso
de material biologico humano da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Os materiais

coletados serao utilizados exclusivamente nos estudos desenvolvidos dentro deste projeto.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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A coleta de sangue pode trazer desconforto momentaneo com dor leve e possivel surgimento
de hematoma no local da coleta. Para acompanhamento da evolugao clinica, podera ser necessario o
registro de imagens fotograficas e/ou de video.

Normalmente, a associagao contida no FOPCON nao apresenta efeitos colaterais quando
administrada em doses adequadas. Entretanto, ao surgimento de sintomas como: bradicardia
(frequéncia cardiaca baixa), hipotensao (pressao baixa), irritacdo gastrica ou outro sintoma
indesejado, o pesquisador responsavel devera ser contatado imediatamente, para que sejam tomadas
as devidas providéncias. As substancias experimentais, no FOPCON Plus ou FOPCON Epi, sao
compostos de origem natural, e habitualmente nao apresentam efeitos colaterais. Mas ao surgimento
de qualquer desconforto, tais como falta de apetite, emagrecimento, diarreia, dor de cabeca, dor no
estomago ou abdominal, o pesquisador responsavel deve ser imediatamente comunicado.
Ressaltamos que o uso de FOPCON Plus é contraindicado no periodo de gestagao e lactagao.

Havendo necessidade de despesas financeiras por sua parte, em relagao a medicagao oferecida
ou coleta das amostras, elas serdo ressarcidas pelo pesquisador, mediante comprovagao da despesa.
Da mesma forma, eventuais danos comprovadamente decorrentes da pesquisa serao devidamente
indenizados. Para sua seguranga e fidelidade dos resultados, é importante que vocé nao inicie outros
medicamentos para tratamento da FOP sem o conhecimento do pesquisador responsavel.

A fim de beneficiar o tratamento de outros pacientes, pretendemos publicar em revistas
cientificas os resultados e novos conhecimentos obtidos ao longo da pesquisa, mas garantimos total
sigilo de suas informacdes pessoais, bem como do seu rosto, caso a divulgacao de imagens seja
necessaria.

Vocé tem total liberdade para recusar participar deste projeto de pesquisa, agora ou em
qualquer momento durante seu desenvolvimento. Este termo sera preenchido e assinado em duas vias,
ficando uma com o pesquisador principal e outra com voce€.

Eu, ,

RG n° ,declaro ter sido informado(a) e esclarecido(a), e concordo

voluntariamente com a participagaono projeto de pesquisa acima descrito.

Campo Grande,MS, de de

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador responsavel

Assinatura da testemunha

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:



Termo de Assentimento Informado Livre e Esclarecido (TALE)

Nome: Idade: anos.

Data de nascimento: Documento:

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “ASPECTOS CLINICOS,
BIOQUIMICOS E MOLECULARES EM PORTADORES DE FIBRODISPLASIA
OSSIFICANTE PROGRESSIVA, ANTES E DEPOIS DO TRATAMENTO COM
FOPCON, FOPCON Plus, E FOPCON Epi ”. Isso quer dizer que nos queremos saber se
as dores e o osso formado por causa da FIBRODISPLASIA OSSIFICANTE
PROGRESSIVA (FOP), podem diminuir se vocé tomar um remeédio especifico todos os
dias.

Para estudarmos os efeitos do remédio, vamos precisar coletar um pouco do seu
sangue e um raspado do lado de dentro da sua bochecha, algumas vezes durante a
pesquisa. Essas amostras de sangue ficardo guardadas no nosso laboratorio (Laboratorio
de Biologia Molecular/Pediatria/UFMS), obedecendo as regrasde nossa universidade
(Resolucao Resolucao n® 240, de 18 de setembro de 2017).

A coleta do sangue pode doer um pouco, por isso sera feita com bastante cuidado.
Nos também vamos precisar de fotos e filmagem, para podermos identificar se houve
alguma melhora ou piora dos movimentos que vocé consegue fazer hoje, e depois do uso
do remédio.

Vocé nao precisa participar da pesquisa se nao quiser, mas se VOCE€ quiser
participar, seus pais (ou responsaveis) também precisam concordar com isso. Além disso,
vocés podem desistir de participar da pesquisa em qualquer momento, sem problema
nenhum.

Se vocé e seus pais (ou responsaveis) aceitarem participar da pesquisa, vocé sera
avaliado por um médico e vai receber de graga um remédio para tomar todos os dias. Nos
vamos estudar trés grupos. Dependendo do grupo que vocé participar, vocé vai receber o
FOPCON, FOPCON Plus ou FOPCON Epi.

Normalmente, quando indicado por um médico, esses remédios nao apresentam
efeitos colaterais. Isso quer dizer que eles nao vao fazer mal para vocé. Mas, se tomando
FOPCON voce sentir dores na barriga, enjoo, ou alguma sensagao ruim e diferente depois

de comecar a usar o remédio, vocé precisa avisar seus pais e eles poderao procurar o

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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pesquisador Durval Batista Palhares, pelo telefone (67) 99982-1927, para que ele e sua
equipe cuidem de voceé.

O FOPCON Epi é composto de uma substancia natural, tirada de uma planta. As
doses que vamos estudar sao baixas, mas alguns estudos mostram que tomar grandes
quantidades de FOPCON Epi pode diminuir sua vontade de comer e vocé podera
emagrecer. O FOPCON Plus também contem uma substancia natural, tirada da casca de
algumas frutas. Pode dar diarreia, dor de cabeca e dor na barriga. Se isso acontecer, vocé
também precisa avisar os seus pais.

Se vocé e seus pais (ou responsaveis) tiverem alguma diavida sobre seus direitos
como um paciente de pesquisa, vocé também pode contatar o Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos (CEP) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul pelo
telefone (67) 3345-7187. Esse comiteé ja conhece o nosso projeto de pesquisa e autorizou
a sua realizagao.

Os resultados da pesquisa vao ser publicados em revistas cientificas, mas nao
vamos colocar seu nome e, se usarmos uma foto sua, ndo vamos mostrar o seu 1osto.
Assim, ninguém sabera que voceé participou da pesquisa, se VOC€ nao quiser.

Eu, aceito

participar da pesquisa. Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer.
Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso
dizer “ndo” e desistir.

Os pesquisadores tiraram minhas dividas e conversaram com o0s meus
responsaveis. Recebi uma copia deste termo de assentimento, li junto com o pesquisador

e com meus pais (ou responsaveis) e concordo em participar da pesquisa.

Campo Grande,MS, de de

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador responsavel

Assinatura da testemunha

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Nome do voluntario:

Data de nascimento: Idade: anos R.G.

Seu (sua) filho(a) esta sendo convidado(a) para participar do projeto de pesquisa “ASPECTOS
CLINICOS, BIOQUIMICOS E MOLECULARES EM PORTADORES DE FIBRODISPLASIA
OSSIFICANTE PROGRESSIVA ANTES E DEPOIS DO TRATAMENTO COM FOPCON,
FOPCON Plus E FOPCON Epi”.

A pesquisa é coordenada por Durval Batista Palhares, pesquisador da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul (UFMS), que pode ser contatado pelo telefone (67) 99982- 1927, e-mail:
dbpalhares@hotmail.com, ou no enderego profissional: Hospital Universitario Maria Aparecida
Pedrossian, Av. Senador Filinto Muller, 355, Vila Ipiranga, Campo Grande/MS. Esta pesquisa foi
previamente avaliada e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFMS
que em caso de recurso, dividas ou reclamacoes, pode ser contatada pelo telefone (67) 3345-7187,
pelo e-mail: cepconep.propp@ufins.br, ou diretamente no campus da UFMS, localizado na Av. Costa
e Silva, s/n — Prédio das Pro- Reitorias, 1° andar.

O objetivo desta pesquisa € investigar os efeitos do tratamento da Fibrodisplasia Ossificante
Progressiva (FOP), com um medicamento composto (patenteado como FOPCON). Nossa hipotese é
de que o uso continuo de FOPCON pode reduzir a ocorréncia dos surtos inflamatérios e a formagao
de osso heterotopico. Queremos, também, saber se esse efeito pode ser melhorado com o uso
adicional de FOPCON Plus ou FOPCON Epi. Assim, estudaremos trés grupos de tratamento: (1)
FOPCON; (2) FOPCON Plus; e (3) FOPCON Epi.

Ao concordar em participar da pesquisa, apds avaliagao clinica pelo pesquisador e sua equipe,
dependendo do grupo que seu(sua) filho(a) participar, sera prescrita pelo médico a dose da medicagao
conforme a idade e o peso do(a) seu(sua) filho(a), que sera disponibilizada gratuitamente e ajustada
sempre que necessario. Caso ele(a) ja receba FOPCON, o mesmo sera mantido e podera ser oferecido,
adicionalmente, FOPCON Plus ou FOPCON Epi, que podera ser identificado como “FOPCON
Tarde”.

A participagao nesta pesquisa conta com a doagao de pequenas amostras de sangue e de
raspado da parte interna da bochecha (mucosa oral), antes e durante o tratamento. Essas amostras
serao estocadas no Laboratorio de Biologia Molecular/Pediatria/UFMS, conforme a Resolugao n°
240, de 18 de setembro de 2017, que rege as Normas Regulamentadoras para o armazenamento e uso
de material biolégico humano da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Os materiais

coletados serao utilizados exclusivamente nos estudos desenvolvidos dentro deste projeto.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:



A coleta de sangue pode trazer desconforto momentaneo com dor leve e possivel surgimento
de hematoma no local da coleta. Para acompanhamento da evolugao clinica, podera ser necessario o
registro de imagens fotograficas e/ou de video.

Normalmente, a associagdo contida no FOPCON nao apresenta efeitos colaterais quando
administrada em doses adequadas. Entretanto, ao surgimento de sintomas como: bradicardia
(frequéncia cardiaca baixa), hipotensdo (pressdo baixa), irritagdo gastrica ou outro sintoma
indesejado, o pesquisador responsavel devera ser contatado imediatamente, para que sejam tomadas
as devidas providéncias. As substancias experimentais, no FOPCON Plus ou FOPCON Epi, sdo
compostos de origem natural, e habitualmente nao apresentam efeitos colaterais. Mas ao surgimento
de qualquer desconforto, tais como falta de apetite, emagrecimento, diarreia, dor de cabega, dor no
estomago ou abdominal, o pesquisador responsavel deve ser imediatamente comunicado.
Ressaltamos que o uso de FOPCON Plus ¢ contraindicado no periodo de gestacao e lactagao.

Havendo necessidade de despesas financeiras por parte do participante em relagdo a
medicagao oferecida ou coleta das amostras, elas serao ressarcidas pelo pesquisador, mediante
comprovacao da despesa. Da mesma forma, eventuais danos comprovadamente decorrentes da
pesquisa serdo devidamente indenizados.

Para sua seguranga e fidelidade dos resultados, € importante que seu(sua) filho(a) nao inicie
outrosmedicamentos para tratamento da FOP sem o conhecimento do pesquisador responsavel.

A fim de beneficiar o tratamento de outros pacientes, pretendemos publicar em revistas
cientificas os resultados e novos conhecimentos obtidos ao longo da pesquisa, mas garantimos total
sigilo das informagdes pessoais do participante, bem como do seu rosto, caso a divulgacao de imagens
seja necessaria.

Vocé tem total liberdade para recusar a participacao neste projeto de pesquisa, agora ou em
qualquer momento durante seu desenvolvimento. Este termo sera preenchido e assinado em duas vias,

ficando uma com o pesquisador principal e outra com vocé, como responsavel legal do participante.

Eu, , RGn° 5
declaro ter sido informado(a) e esclarecido(a), e concordo voluntariamente com a participagao do
menor: no projeto de pesquisa acima descrito.

Campo Grande,MS, de de

Assinatura do responsavel legal

Assinatura do pesquisador responsavel

Assinatura da testemunha

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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APENDICE C — Folha de anamnese e avaliacéo fisica

PESQUISA EM FIBRODISPLASIA OSSIFICANTE PROGRESSIVA

Identificacao

Nome: Cédigo:
Data de Nascimento: Idade:

Endereco:

Telefone:

Responsavel:

Histéria Pregressa |

Antecedentes gestacionais: [J Parto normal [ Parto cesarea [ Uso de forceps

[J A termo [J Prematuro [J Pés-termo
Idade do diagnéstico de FOP: [J FOP Tipica [ FOP Atipica (Plus ou Variante)
Meio de diagnéstico: [ Exame clinico [J Tomografia computadorizada
[J Radiografia [J Ressonancia Magnética

[J Sequenciamento de DNA  [J Outro:

Idade em que aconteceu a 12 crise (flare up):

Local acometido na 12 crise: [ Pescoco J MMSS
[ Costas O MM
[J Bacia [J Outro:
Tratamentos anteriores: [ Corticosteroides [ Ibuprofeno [J Cox-2
[J Naproxeno L] Dipirona [J Bifosfonatos
[J Outros:

Historia da Doencga Atual

Queixa principal:

Situacéo atual: [ Em crise (flare-up) Local:
[0 Febre [0 Dor [ Dificuldade no sono [ Diarreia [ Vomitos
[J Outro:

Exame Fisico

Peso: kg Altura: cm FC: bpm PA: mmHg
Halux: [J Valgo [J Curto  [J Normal
Ossificagbes: [ Pescoco [ Cabeca [J Costas [ MMSS [ MMI (] Bacia

Movimentos: [] Normais [0 MMSS limitados O MMII limitados [ Pescoco limitado
[J N3o se senta [J Anda com dificuldade [] Cadeira de rodas [l Acamado

Coluna:  [J Normal [J Hipercifose L] Hiperlordose [J Escoliose
Boca: J Normal [J Abertura limitada (] Travada
Audicdo: [ Normal [J Diminuida [ Surdez [J Usa protese



109

CAJIS e GONIOMETRIA

Incapacidade

Sim

Caminha

Usa cadeira de rodas

Necessita de alguma ajuda nas Atividades de Vida Diaria

Necessita de total ajuda nas Atividades de Vida Diaria

g|g|g|o

DDDD§M

Afetado (1)*

Funcionalmente
anquilosado (2)*

Goniometria

Pescoco

Coluna toracica e lombar

Mandibula

Ombro D

FLX

Ombro E

Cotovelo D

Cotovelo E

Punho D

Punho E

Quadril D

Quadril E

Joelho D

Joelho E

Tornozelo D

Tornozelo E

Subtotal

Total

*Considerar: 0 (zero) = mobilidade normal a déficit <10%; 1 (um) = déficit de 10%-90%; 2 (dois) =

déficit 2 90%. Examinador:

Tratamento Proposto

[] FOPCON (PP + AA)
[] FOPCON (PP + AA) + FOPCON PLUS (AA + HSP)

[] FOPCON (PP + AA) + FOPCON EPI (AA + EPI) — Ensaio duplo cego

Data: Examinador:

Dados da Coleta de Material

Amostra: [ Sangue na heparina [J Sangue no RNAlater®
Data: Profissional:

[J Raspado de mucosa oral

Controle de Funcgao Hepatica (Pré-tratamento com Epi)
(ALT — alanina aminotransferase / AST — aspartato aminotransferase)

Data: ALT: AST:

[J N&o se aplica
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[ 12 AVALIACAO APOS INIiCIO DO TRATAMENTO |

Data da avaliagao: Examinador:
Inicio do tratamento: Tempo de tratamento:

| Histéria da Doenca Atual |

Queixa principal:

Situagdo atual: [J Em crise (flare-up) Local:

[0 Febre [ Dor [ Dificuldade nosono [ Diarreia [ Vémitos

[J Outro:
Exame Fisico
Peso: kg Altura: cm FC: bpm PA: mmHg
Ossificagdes: [0 Pescoco [J Cabeca [JCostas [ MMSS [ MMI [ Bacia
Movimentos: [J Normais J MMSS limitados CJ MMII limitados ~ [J Pescoco limitado

[J Nao se senta [] Anda com dificuldade [J Cadeira de rodas [J Acamado
Coluna:  [J Normal [J Hipercifose [J Hiperlordose L] Escoliose
Boca: [J Normal L] Abertura limitada [ Travada
Audicdo: [J Normal [0 Diminuida [ Surdez [ Usa prétese

Controle de Funcgao Hepética (Tratamento com Epi)
(ALT — alanina aminotransferase / AST — aspartato aminotransferase)

Data: ALT: AST: [J Nao se aplica

Dados da Coleta de Material

Amostra: [] Sangue na heparina [J Sangue no RNAlater® [J Raspado de mucosa oral

Data: Profissional:
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| 22 AVALIACAO APOS INICIO DO TRATAMENTO |

Data da avaliacao: Examinador:
Inicio do tratamento: Tempo de tratamento:

| Histéria da Doenca Atual |

Queixa principal:

Situacéo atual: [ Em crise (flare-up) Local:
[0 Febre [0 Dor [ Dificuldade no sono [ Diarreia [ Vomitos
[J Outro:

Exame Fisico

Peso: kg Altura: cm_ FC: bpm PA: mmHg
Halux: [ Valgo [J Curto  [J Normal
Ossificagbes: L[] Pescogo [ Cabeca [J Costas [JMMSS [ MMII (] Bacia

Movimentos: [] Normais 0 MMSS limitados 0 MMII limitados [ Pescoco limitado
[0 N3o se senta [J Anda com dificuldade [0 Cadeira de rodas [J Acamado
Coluna: [J Normal [J Hipercifose [J Hiperlordose ] Escoliose

Boca: [J Normal [J Abertura limitada [J Travada
Audicdo: [J Normal [J Diminuida [ Surdez [J Usa prétese

Controle de Funcao Hepatica (Tratamento com Epi)
(ALT — alanina aminotransferase / AST — aspartato aminotransferase)

Data: ALT: AST: (] NZo se aplica

Dados da Coleta de Material

Amostra: [J Sangue na heparina [J Sangue no RNAlater® [J Raspado de mucosa oral
Data: Profissional:

CAJIS e GONIOMETRIA (préxima pagina)
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CAJIS e GONIOMETRIA

Incapacidade

Sim

=
[<*1]
o

Caminha

Usa cadeira de rodas

Necessita de alguma ajuda nas Atividades de Vida Diaria

Necessita de total ajuda nas Atividades de Vida Diaria

Ooao

Ooao

Afetado (1)*

Funcionalmente
anquilosado (2)*

Goniometria

Pescoco

Coluna toracica e lombar

Mandibula

Ombro D

FLX

Ombro E

Cotovelo D

Cotovelo E

Punho D

Punho E

Quadril D

Quadril E

Joelho D

Joelho E

Tornozelo D

Tornozelo E

Subtotal

Total

*Considerar: 0 (zero) = mobilidade normal a déficit <10%; 1 (um) = déficit de 10%-90%; 2 (dois) =

déficit > 90%.
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APENDICE D — Questionario semi-estruturado aplicado aos portadores de FOP participantes
da pesquisa

QUESTIONARIO - PESQUISA FOP-UFMS

Data de preenchimento :  Clique ou toque aqui para inserir uma data.

1. Nome: Clique ou toque aqui para inserir o texto.

2. Documento (RG ou CPF): Clique ou toque aqui para inserir o texto.

3.Género:  Escolher umitem. 4. Data de Nascimento: Clique ou toque aqui para inserir o texto.
5. Cidade/Estado:  Clique ou toque aqui para inserir o texto.

6. Telefone(s) para contato:  Cliqgue ou toque aqui para inserir o texto.

7. E-mail:  Clique ou toque aqui para inserir o texto.

8. Ha quanto tempo vocé faz tratamento com FOPCON?  Clique ou toque aqui para inserir o texto.

9. Qual FOPCON vocé tomou nos ultimos 6 meses?  Escolher um item.

Outro: Clique ou toque aqui para inserir o texto.

As crises de FOP ou flare-ups sao episodios inflamatorios em que aparecem inchagos localizados e
dolorosos em partes (tecidos) moles do corpo. As perguntas 10 a 18 sdo sobre essas crises.

10. Quando foi a sua ultima crise? Escolher um item.
11. Quantas crises de FOP vocé teve nos ultimos 6 meses? Escolher um item.

Responda as perguntas 12 a 18 considerando as crises que vocé apresentou nos tltimos 6 meses.
12. Qual o local acometido nessa(s) crise(s)? Clique ou toque aqui para inserir o texto.

13. Quais foram os principais sintomas de suas crises?

[] Edema (inchago) [ Dores localizadas

] Vermelhidao ] Calor local

[] Rigidez da articulagao [J Diminuigdo de movimentos
Outro: Clique ou toque aqui para inserir o texto.

14. Considerando 10 (dez) para dor maxima ou insuportavel, e O (zero) para nenhuma dor, que numero
representa melhor a dor que vocé sente durante uma crise?

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Nota: Escolher um item.

DD S

Sem Dor Dor Suave Dor Moderada  Dor Forte Dor Muito Forte  Dor Maxima

15. A(s) crise(s) de FOP que vocé apresentou nos ultimos 6 meses pode(m) estar associada(s) a alguma(s)
das situagdes abaixo?

[ Estresse emocional (ex.: mudanca de rotina, perda de parentes, felicidade ou tristeza extrema...)
[ Traumas fisicos (ex.: quedas, contusdes...)

[ Vacinas ou inje¢des

[J Infecgdo ou sindrome viral (ex.: gripe, resfriado, Covid-19, dengue...)

[ Cirurgias

[ Uso excessivo dos bragos ou pernas (ex.: trabalho intenso ou pratica de esporte)

[ Interrupgdo do FOPCON.

[] As crises foram espontaneas



16. Vocé teve alguma sequela ap0s a(s) crise(s)?  Escolher um item.
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Para outra sequela, especifique: Clique ou toque aqui para inserir o texto.

17. Vocé parou de tomar FOPCON durante a crise?  Escolher um item.

18. Vocé tomou outro remédio durante a crise? Escolher um item.

Se sim, qual remédio vocé tomou?  Clique ou toque aqui para inserir o texto.

19. Nos ultimos 6 meses, como vocé tomou FOPCON?  Escolher um item.

20. Vocé sente dores no corpo mesmo sem estar em crise da FOP (flare-up)?  Escolher um item.

21. Se sim, considerando 10 para dor maxima, insuportavel e O (zero) para nenhuma dor, que nimero

representa melhor a dor que vocé sente?

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Nota: Escolher um item.

DDOODD

Sem Dor Dor Suave Dor Moderada  Dor Forte Dor Muito Forte  Dor Maxima

22. Voceé tem dificuldades para dormir?  Escolher um item.

23. Se sim, 0 que vocé acha que atrapalha o seu sono? Escolher um item.

Se outro motivo, especifique:  Clique ou toque aqui para inserir o texto.

24, Como voceé considera a evolugdo da sua FOP nos ultimos 6 meses?  Escolher um item.

Explique: Clique ou toque aqui para inserir o texto.

Muito obrigado por sua participagao.
Equipe FOP - UFMS
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APENDICE F — Gréficos dot plot da expressdo génica relativa de mRNA dos genes alvos em

células epiteliais da boca. Asteriscos correspondem ao pds-teste.
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Fonte: Dados da pesquisa (2023). Anova com poés-teste Bonferroni ou Kruskal-Wallis com pds-teste
Dunn.*p<0,05; **p=0,001 a 0,01; ***p<0,001.
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APENDICE G — Gréficos dot plot da expressao génica relativa de mRNA dos genes alvos
em leucacitos totais. Asteriscos correspondem ao pos-teste.
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Fonte: Dados da pesquisa (2023; 2024). ANOVA (pos-teste Bonferroni) e Kruskal-Wallis (pds-teste
Dunn. *p<0,05; **p=0,001 a 0,01; ***p<0,001
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ANEXOS
ANEXO A — Regulamento do Biorrepositério

REGULAMENTO PARA O BIORREPOSITORIO DO
LABORATORIO DE DIAGNOSTICO MOLECULAR EM PEDIATRIA

1. INFORMAGOES GERAIS

Este regulamento destina-se a constituicdo e adequado funcionamento de Biorrepositério

para o armazenamento de amostras bioldgicas humanas referentes ao estudo da Fibrodisplasia

Ossificante Progressiva. Seu detalhamento técnico segue as recomendacdes determinadas pela

Resolucdo n° 441/2011, do Conselho Nacional de Sadde, bem como as determinadas pela Resolucdo
n° 240, de 18 de setembro de 2017, da Fundac¢do Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

2. DEFINICOES

Para os efeitos deste regulamento, consideram-se:

Biorrepositério: colecdo de material biolégico humano, coletado e armazenado durante a
execucdo de um projeto de pesquisa especifico, conforme regulamento ou normas técnicas, éticas
e operacionais pré-definidas, sob responsabilidade institucional e gerenciamento do pesquisador,
sem fins comerciais.

Participante da pesquisa: aquele que, de forma esclarecida, livre e autdbnoma, consente em
participar de pesquisas, atuais ou potenciais, envolvendo o armazenamento de seu material
bioldgico em biobancos ou biorrepositérios.

Material biolégico humano: espécime, amostras e aliquotas do material original e seus
componentes fracionados.

3. IDENTIFICAGAO DO PROJETO DE PESQUISA

Nome do Projeto: Aspectos clinicos, bioquimicos e moleculares em portadores de Fibrodisplasia
Ossificante Progressiva antes e depois do tratamento com Acido Ascérbico, Propranolol,
Hesperidina e Epigalocatequina.

Pesquisador Responsavel: Durval Batista Palhares (e-mail: dbpalhares@hotmail.com)

Equipe de Pesquisadores: Ana Ligia Barbosa Messias; Lorena Falcdo Lima; Suzana Lopes Bomfim
Balaniuc; Paula Cristhina Niz Xavier; Almir de Sousa Martins; Deborah Ribeiro Nascimento; landara
Schettert Silva; Liane de Rosso Giuliani; Marilene Garcia Palhares;

Localizacdo fisica: Laboratério de Diagndstico Molecular em Pediatria, localizado no prédio da
FAMED - Faculdade de Medicina, Unidade 9 da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul -
UFMS, sito a Av. Costa e Silva, s/n, Cidade Universitaria, bairro Pioneiros, Campo Grande/MS, CEP
79070-900.

4. AMOSTRAS BIOLOGICAS

Serao coletadas de todos os grupos:

amostras de células mononucleares e plasma a partir de sangue periférico;
e amostras de raspado de mucosa oral em swab.
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5. PROCEDIMENTOS OPERACIONAIS

5.1. Coletas de sangue periférico

Serdao obtidas por meio de puncdo venosa periférica no dorso de uma das maos dos
participantes. As amostras serdo coletadas em tubos vacuntainer heparinizados e separadas em trés
partes:

— uma parte em microtubos de 1,5 mL previamente preenchidos com aliquotas de 800 ul de
estabilizador de acidos nucleicos (Ambion™, RNAlater®), e mantidas a 4°C por até 24 horas antes
do seu processamento (experimento in vitro). Em seguida, serdo armazenadas em freezer a -20°C
até o momento da etapa seguinte.

— uma parte em tubos ependorf de 2,0 mL, preenchidos previamente com aliquotas de 800ul de
estabilizador de 4cidos nucleicos (Ambion™, RNAlater®), e armazenadas em freezer a -20°C até o
seu processamento.

— uma parte sera centrifugada (10 minutos a 10.000 rpm) para separacdo do plasma e armazenadas
em freezer a -20°C até o seu processamento.

5.2. Amostra do raspado de mucosa oral

Sera obtida por rolagem de swab seco estéril, de baixo para cima e vice-versa no lado interno
de cada bochecha, sendo um swab para cada lado da bochecha, alcancando sulcos préximos da
gengiva. A extremidade do swab com a amostra serd cortada com bisturi ou tesoura esterilizada,
diretamente para um microtubo previamente preenchido com 500 plL de estabilizador de acidos
nucleicos (Ambion™, RNAlater®). O microtubo com a amostra sera agitado e congelado a -86°C até o
seu processamento.

5.3. Todas as amostras serdo armazenadas conforme critérios estabelecidos no protocolo de
Biorrepositério da UFMS (Resolugdo n2 240, de 18 de setembro de 2017).

6. GERENCIAMENTO

6.1. O gerenciamento do Biorrepositdrio ficard a cargo do pesquisador responsavel, coordenador dos
projetos de pesquisa vinculados a este.

6.2. O monitoramento do Biorrepositorio sera de responsabilidade do pesquisador responsavel e
demais colaboradores.

6.3. O Biorrepositorio serd constituido por um freezer de -20°C e um freezer de -80°C, equipados com
cilindros de CO..

6.4. As amostras ficardo sob custddia do pesquisador responsdvel, e demais colaboradores e
orientados, conforme projeto de pesquisa. Os Termos de Consentimento e/ou Assentimento Livre e
Esclarecido serdo arquivados nas versoes fisica e eletrénica (escaneados), em pastas de acesso restrito
ao pesquisador responsavel e demais pesquisadores arrolados aos respectivos projetos de pesquisa.
6.5. As amostras serdo codificadas apenas por nimeros e a chave de ligacdo entre nimeros e nomes
de pacientes serd armazenada em programa de computador protegido por senha, restrita ao
pesquisador responsavel (orientador), aos pesquisadores arrolados aos projetos de pesquisa
(orientados) e ao profissional técnico do laboratério designado para auxiliar o orientado em seu
respectivo projeto. A identificacdo das aliquotas poderad ser acrescida de letras, com a exclusiva
finalidade de permitir distingao entre grupo controle e grupos de tratamento.

6.6. O tempo de armazenamento das amostras respeitara o determinado no item 8 deste regulamento.
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6.7. No caso de destruicdo das amostras, apds a realizacdo dos procedimentos, o material bioldgico
sera submetido a tratamento esterilizador com hipoclorito de sddio puro por 24 horas, e descartado
em excipiente apropriado, seguindo o protocolo do Programa Nacional de Controle de Qualidade que
atende ao DICQ (Departamento de Inspecdo e Credenciamento da Qualidade) da Sociedade Brasileira
de Andlises Clinicas (SBAC).

7. Direitos dos participantes de pesquisa

7.1. O material biolégico humano armazenado no Biorrepositdério é do participante da pesquisa,
permanecendo sua guarda sob a responsabilidade institucional;

7.2. O participante da pesquisa, ou seu representante legal, a qualquer tempo e sem quaisquer 6nus
ou prejuizos, podera retirar o consentimento de guarda e utilizacdo do material biolégico armazenado
no Biorrepositério, valendo a desisténcia a partir da data de formalizacdo desta;

7.3. A retirada do consentimento devera serd formalizada por manifestagdo, por escrito e assinada,
pelo participante da pesquisa ou seu representante legal, cabendo-lhe a devolug¢do das amostras
existentes se este for seu desejo;

7.4. O participante da pesquisa devera ser informado sobre a perda ou destruicdo de suas amostras
bioldgicas, bem como sobre o encerramento do Biorrepositério, quando for o caso; e

7.5. O participante da pesquisa sera informado sobre a impossibilidade de patenteamento ou a
utilizacdo comercial de material biolégico humano armazenado no Biorrepositério.

8. Tempo de armazenamento

As amostras serdo armazenadas pelo tempo estimado da pesquisa, de 4 (quatro) anos, a contar
da data da aprovagdo deste regulamento pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFMS. Poderd haver
renovacdo do periodo estabelecido no projeto por mais cinco anos mediante solicitacdo justificada do
pesquisador responsavel, acompanhada do relatério das atividades de pesquisa desenvolvidas com o
material até esta etapa, e de acordo com um novo cronograma para o projeto de pesquisa submetido
ao CEP Institucional (Resolugdo n2 240, de 18 de setembro de 2017, UFMS), ndo ultrapassando o prazo
de 10 anos (Resolugdo CNS N2 441, de 12 de maio de 2011).

9. Destinagdo das amostras ao final do periodo de realizagdo da pesquisa

Ao final da pesquisa, o material biolégico humano podera permanecer armazenado, se em
conformidade com as normas pertinentes do CNS; ser transferido formalmente para outro
Biorrepositério, mediante aprovagdo do CEP Institucional; ou, serd descartado, conforme normas
vigentes de 6rgdos técnicos competentes, e de acordo com o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), respeitando-se a confidencialidade e a autonomia do participante da pesquisa.
10. Consideragoes finais

Este regulamento entra em vigor a partir de sua data de aprovagao pelo CEP Institucional.

Assinatura do Pesquisador Responsdvel: Durval Batista Palhares
Campo Grande, 08 de maio de 2021.
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ANEXO B - Estadiamento clinico da FOP (Clinical staging of FOP), segundo Pignolo e
Kaplan (2018)

Clinical stages of FOP.
Clinical stages
Early/mild Moderate Late/severe Profound End-stage
Features”  Flare-ups Mo history of flare-ups, or if History of flare-ups History of History of flare-ups in any History of flare-ups in any
present, limited to scalp, neck, or  mostly limited to axial ~ flare-ups in any location location
back regions and upper location

Body regions

Neck, back, upper limbs

limbs
Meck, back, chest, upper

Neck, back, chest,

Neck, back, chest, upper and

Ankyloses of most or all joints

affected and lower limbs upper and lower  lower limbs, jaw and distal
limbs; jaw limbs (wrists and ankles)

Thoracic Limited chest Rigid chest wall; Symptomatic thoracic Symptomatic thoracic

insufficiency expansion no chest insufficiency syndrome insufficiency syndrome
expansion; (pulmonary hypertension and  (pulmonary hypertension and
diaphragmatic right-sided heart failure)"” right-sided heart failure)™”
breathing

Other
complications
ADLs

No or minimal assistance
required due to mild joint
limitations or physical delay in
developmental milestones

Some assistance
required

Assistance needed
for most activities

Pneumonia; pressure ulcers

Dependent for all ADLs

Recurrent respiratory
infections
Dependent for all ADLs

Ambulation Unaffected or cannot evaluate Walks: May use Walks with Wheelchair-bound Maostly bed-bound
due to very young age wheelchair in assistive device
extenuating and/or uses
circumstances (e.g., wheelchair
long distances)
CAJIS <4 5-18 19-24 =24 =28

* Features may appear at any stage, but are presented in a typical or common sequence, Features for any stage are assumed to also include those of the preceding stage(s).

“* When symptomatic thoracic insufficiency syndrome is present in a younger individual (e.g.,in the case of substantial scoliosis or poor chest expansion for any reason) criteria for ADLs,

ambulation, and CAJIS score may not apply.
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ANEXO C - Cumulativa Analogue Joint Scale (CAJIS), para avaliacdo de funcionalidade,

segundo Kaplan, Al Mukaddam e Pignolo (2017).

CAJIS Recording Template

Name:

DOB:

Date:

Disability: Walks:

Uses wheelchair:

Needs some assistance with activities of daily living:
Needs complete assistance with activities of daily living:

Affected
(1)

Functionally ankylosed

(2)

Neck

Thoracic & lumbar
spine

Jaw

R shoulder

L shoulder

R elbow

L elbow

R wrist

L wrist

R hip

L hip

R knee

L knee

R ankle

L ankle

TOTAL

SUMMATION



