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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi relatar as manifestacdes bucais de pacientes com
doencas renais hereditérias e nefrocalcinose atendidos no servico de nefrologia de trés
Hospitais da area metropolitana de Brasilia, e realizar anélise de mutagcdo abordando
genes candidatos em trés pacientes que apresentaram fendtipo de amelogénese
imperfeita (Al). Um total de seis pacientes com hipomagnesemia e hipercalcidria
familiar com nefrocalcinose (FHHNC), um paciente com acidose tubular renal distal
(ATRd), dois pacientes com ATRd e surdez, e uma paciente com osteopetrose foram
estudados. Todos os pacientes apresentaram defeitos de desenvolvimento do esmalte
variando de leves opacidades difusas a hipoplasias severas. Com excec¢do da paciente
com osteopetrose que apresentou maloclusdo e alteracdo da cronologia de erupcao
dentéria com retencéo de dentes deciduos e permanentes, ndo foram observadas outras
manifestacdes bucais nos pacientes. Em dois dos trés pacientes com FHHNC e Al que
foram submetidos a analise de variacdo de sequéncia, foram observadas trés
substituicdes em heterozigose composta nos genes CLDN16 e CLDN19. O paciente
com fendétipo de Al hipomaturada e hipoplésica apresentou as substituicdes F85L na
CLDN16 e G20D e L90R na CLDN19. O paciente com Al hipoplasica apresentou as
substituicdes F85L na CLDN16 e G20D e R200Q na CLDN19. Aparentemente, a outra
paciente apresentou uma delecdo no gene CLDN16 que precisa ser confirmada por
outros métodos. Os resultados sugerem que pacientes com doencas renais hereditarias
e nefrocalcinose podem apresentar defeitos de desenvolvimento do esmalte com
fenotipo de Al e que pacientes com Al sem etiologia definida podem ser portadores de
doencgas renais hereditarias. Outros estudos sdo necessarios para comprovar o efeito
funcional da associacdo das substituicGes de aminoacido encontrada nos pacientes com
Al e FHHNC desse estudo.
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ABSTRACT

The aim of this study was to describe the oral manifestations of inherited renal
diseases patients with nephrocalcinosis followed by three Nephrology Services from
three Hospitals located in the metropolitan area of Brasilia. Besides, three patients who
exhibited enamel defects resembling amelogenesis imperfecta (Al) were submitted to
sequence analysis using candidate genes approach. A total of six patients with
hypomagnesemia and hypercalciuria with nephrocalcinosis (FHHNC), one patient with
distal renal tubular acidosis (dRTA), two patients with dRTA and hearing loss, and one
patient with osteopetrosis were included in this study. AIll patients exhibited
developmental defects of enamel ranging from slight diffuse opacities to severe
hypoplasia. Except for the osteopetrosis patient who also exhibited malloclusion,
altered tooth eruption chronology and deciduous and permanent teeth retention,
patients did not present any other oral manifestation. Two of the patients with FHHNC
and enamel defects resembling Al who were submitted to sequence analysis, presented
three compound heterozygous substitutions in the CLDN16 and CLDN19 genes. The
patient with hypomature and hypoplasic Al phenotype presented a F85L substitution in
the CLDN16 and a G20D and a L90R substitution in the CLDN19. The patient with
hypoplasic Al presented a F85L substitution in the CLDN16 and a G20D and a R200Q
substitution in the CLDN19. One patient exhibited an apparent deletion in the CLDN16
gene which has to be confirmed using other methods. The results suggest that inherited
renal diseases patients with nephrocalcinosis may present developmental defects of
enamel resembling Al, and that non-diagnosed Al patients” may present inherited renal
disturbances. Other studies are necessary to determine the functional effects of the

amino acids substitutions detected in this study in the FHHNC patients with Al.



vii

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Fases da amelOgNESE. ......cccieeiieiieiiieiiece et 5

Figura 2 - Ameloblastos na fase de transicdo para a fase de maturacao...............c.coc..... 7

Figura 3 - Resumo dos valores bioquimicos dos exames de sangue e urina e das

principais manifestacGes clinicas dos pacientes com FHHNC ................... 29
Figura 4 - Heredograma da familia dos pacientes 1 € 2.........cccoecvvvvevveveciiesieieesie e, 30
Figura 5 - Manifestacdes bucais dos pacientes 1 € 2.......ccccccceveeveeiieieeiesiee s 31
Figura 6 - Heredograma da familia dos pacientes 3 € 4........cccocvviveiveveiiesie s, 32
Figura 7 - Manifestag0es bucais do Paciente 3...........coceveieriiininienieeeee e 33

Figura 8 - Resumo dos polimorfismos encontrados no gene SLC4A2 no paciente.......34
Figura 9 - Variagdes de sequéncia encontradas no gene CLDN16 no paciente............. 36
Figura 10 - Resultado da analise da substituicdo F85L na CLDN16 pelo programa
POLYPHEN. ...t 36

Figura 11 - VariagOes de sequéncia encontradas no gene CLDN19 no paciente 3........ 37
Figura 12 - Resultado da analise da substituicdo G20D na CLDN19 pelo programa
POLYPHEN. ...ttt et e e e 37

Figura 13 - Resultado da analise da substituicdo L90OR na CLDN19 pelo programa
POLYPHEN. ...t e 38

Figura 14 - Manifestagdes bucais da paciente 4...........c.cooveeiiieni e, 38

Figura 15 - llustracdo das variacOes de sequéncia encontradas na familia dos pacientes

B B et are e 39
Figura 16 - Heredograma da familia do paciente 5............ccocvvviiiininiiiinenc s 40
Figura 17 - ManifestacOes bucais do paciente 5 e imagem de ultrassonografia............ 41

Figura 18 - Variacdes de sequéncia encontradas no gene CLDN16 no paciente 3........ 42



viii

Figura 19 — VariacGes de sequéncia encontradas no gene CLDN19 no paciente 5.......43
Figura 20 - Resultado da analise da substituicdo R200Q na CLDN19 pelo programa
POLYPHEN. ...ttt 44

Figura 21 - llustracdo das variacdes de sequéncia encontradas na familia do

PACIENTE D, .ttt et e e s e et e e reenre e e 44
Figura 22: Heredograma da familia da paciente 6...........cccccevevveveiieieene e 45
Figura 23 - ManifestacGes bucais da paciente 6...........ccccevvereiieiiere s 46
Figura 24 — Manifestacdes bucais do Paciente 7.........ccccveveeieeviesecicse e 48
Figura 25 - Heredograma da familia do paciente 8............cccccoevieveicie i 49
Figura 26 - Manifestacdes bucais do paciente 8............cccecvevevieie s 50
Figura 27 - ManifestacGes bucais do paciente 9..........ccceveveeviiiccieccc e 51

Figura 28 - Manifestacdes bucais da paciente 10..........cccevveveiiieiicieciee e 52



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

°C — graus centigrados

ACII — gene que codifica a proteina anidrase carbonica Il

ACII — proteina anidrase carbonica Il

ACIV — gene que codifica a proteina anidrase carbonica IV

ACVI - proteina anidrase carbonica VI

ACVI — gene que codifica a proteina anidrase carbonica VI

ACIV - proteina anidrase carbonica IV

AE2 — proteina anion exchanger 2 — trocador de cloro/bicarbonato

Al — Amelogénese Imperfeita

AMBL — gene que codifica a proteina ameloblastina

AMELX — gene que codifica a proteina amelogenina

ATR —acidose tubular renal

ATRd — acidose tubular renal distal

Ca*? - calcio

CFTR- gene que codifica a proteina receptor transmembrana da fibrose cistica
CFTR- proteina receptor transmembrana da fibrose cistica

CI" -cloro

CLDN16 — gene que codifica a proteina de juncdo oclusiva claudina-16
CLDN16 — proteina de juncao oclusiva claudina-16

CLDN19 — gene que codifica a proteina de jungdo oclusiva claudina-19
CLDN19 — proteina de juncao oclusiva claudina-19

CNNM4 — gene que codifica a proteina transportadora de metal cyclin M-4
CO; - dioxido de carbono

CONEP - Comité Nacional de Etica em Pesquisa

DLX3 - gene que codifica a proteina distal less homeobox 3

DNA — &cido desoxirribonucleico

EDTA — 4cido etileno diaminotetracético



ENAM - gene que codifica a proteina enamelina
ERS — Enamel Renal Syndrome
EXO-SAP — exonuclease-1 + fosfatase alcalina de camarao

F85L — substitui¢do da fenilalanina 85 por leucina
FAMZ20A — gene que codifica a proteina Family with sequence similarity 20, member A

FAMHS83 — gene que codifica a proteina Family with sequence similarity 83, member
H

FHHNC — hipomagnesemia e hipercalcidria familiar com nefrocalcinose
G20D - substituicdo da glicina 20 por cido aspartico

H™ - prétons de hidrogénio

H*ATPases — bomba de protons de hidrogénio

H,CO3 - gas carbobnico

H,0 - 4gua

HCO;" - bicarbonato

HDB - Hospital de Base de Brasilia

HMIB - Hospital Materno Infantil de Brasilia

HUB — Hospital Universitario de Brasilia

KLK-4 — gene que codifica a proteina kalicreina-4

L90P — substituicdo da leucina 90 por prolina

L90R — substituicdo da leucina 90 por arginina

Mg*? - magnésio

min - minuto

MMP-20 — gene que codifica a proteina enamelisina (MMP-20)
MMP-20 - proteina enamelisina

Na'- sodio

NBCel — proteina trocadora de sodio/bicarbonato

NC — nefrocalcinose

NCX1 — gene que codifica a proteina trocadora de sodio/céalcio NCX1

NCX1 —proteina trocadora de sodio/calcio NCX1



Xi

NCX3 - gene que codifica a proteina trocadora de sodio/calcio NCX3
NCX3 - proteina trocadora de sddio/célcio NCX3

ng - nanogramas

NHEL — gene ou proteina trocadora de sodio/protons de hidrogénio
PCR - reacdo em cadeia de polimerase

pH — potencial hidrogeniénico

Polyphen — Polymorfism Phenotyping - programa para predicdo do efeito de uma
substituicdo de aminoéacido sobre a estrutura e funcdo de uma proteina

R200Q - substituicdo da arginina 200 por glutamina
RPM - rotagdo por minuto

SIFT - sorting tolerant from intolerant — programa para analise do efeito da variacao de
sequéncia no gene e na proteina

SLC4A2 — gene que codifica a proteina AE2

SNP — polimorfismo de nucleotideo simples

SNV - variacgdo de nucleotideo simples

TUFTL1 - gene que codifica a proteina tuftelina

U — unidades

UnB — Universidade de Brasilia

WDR?72 - gene gue codifica a proteina WD repeat domain 72
Z0O-1 — proteina de juncdo oclusiva zonula-occludens 1
pg/ml — micrograma por mililitro

pl - microlitro



Xii

SUMARIO
RESUMO . ...ttt ettt ne e ennn e rn e ne e v
A B S T R A T et e et e e e e et e e e e et e e rre e e araeaeas vi
LISTA DE FIGURAS ..ttt vii
LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS. ...ttt IX
O [N R0 ] 51U07:X0 TN 1
2 REVISAO DA LITERATURA ..ot eee e e, 4
2.1 Amelogénese - eventos celulares e moleculares...........cccccovveveeceicieieese e, 4
2.2 Defeitos de Desenvolvimento do Esmalte e Amelogénese Imperfeita.......10

2.3 Amelogénese Imperfeita em Pacientes com Doencas Renais Hereditarias...14

S OBIETIVOS ...ttt ettt be et nae e nbe e ree s 20
3.1 OBJETIVOS GERAIS ... s 20

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....vvuiereiiieieieeseeseseesseesssseesesssesesssnsenns 20

4 MATERIAL E METODOS ..ottt sesasss s 21
4.1 SUJEITOS A PESHUISA. ...vververreeiriesiieieesie ettt sttt ettt sttt 21

4.2 Exame clinico geral e exames complementares..........c.ccoeveeeveieeiecviesneene. 22

4.3 Exame clinico 0dontolOgiCo.........c.oiriiireiiiiiieeee e 23

4.4 Andlise de variacdo de sequéncia abordando genes candidatos.................... 23

4.4.1 Extracdo de DNA genOmMICO.......ccourieriereriiriieienie et 23

4.4.2 Reacéo de polimerizacdo em cadeia (PCR) ....cccccevvviiiiiiniinnnne, 24

4.4.3 Sequenciamento aUtOMALICO. ..........ovvrereririeieiee s 26

4.5 ANAlise de reSUItadOS. .........cviiriiiiirec e 26

5 RESULTADO Sttt e e e st ee st tee e e e e st tees st nbe e anb et e st e e b e anbeenree s 28
5.1 Pacientes COM FHHNC ... 29

5.1.1 PACIENIES 1 € 2.ttt 30

B.1.2 PACIENTES S € e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennees 32



xiii

5.1.3 PACIENTE 5.t 40
5.1.4 PACIENTE B....eveeieeniiieisieeiieieee et 45
5.2 Pacientes com ATRA € NC......ocoiiiiiiiiiiee e 47
5.2.1 PACIENTE 7.ttt et 47
5.2.2 PACIENTE 8. 49
5.2.3 PACIENTE .o 51

5.3 Paciente com deficiéncia da anidrase carbonica Il e osteopetrose
COM NC . e 52
5.3.1 PACIENTE L0....ccuiiiiiiiieiieiirie e 52
B DISCUSSAO. ...ttt 53
7 CONCLUSAOD. ...ttt 65
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ccooiiieseeeeeeeeee s 66
G ANEXOS ...t anne s 77
ANEXO — Parecer do CONEP.........coiiiiiiirceeeeee s 78
ANEXO Il — Termo de consentimento livre e esclarecido...........c.cccocervirennne 79
ANEXO Il — Condigdes utilizadas na reacdo de PCR .........cccceovveieiincninenn 80
ANEXO 1V - lista de primers SLCAAZ.........ccovooviieieece e 81

ANEXO V — lista de primers CLDN16 @ CLDN19 ........ccccoiiiiiiniiniiicieee, 82



1 INTRODUCAO

O esmalte dental é um tecido mineralizado que recobre externamente a coroa dos
dentes. Sua formacdo, ou amelogénese, ocorre por um processo complexo mediado por
células epiteliais denominadas ameloblastos (Warshawsky & Smith, 1974). Esse processo
envolve a sintese e secrecdo de uma matriz organica que depois é degrada para dar lugar a
estrutura cristalina do esmalte.

O esmalte maduro é acelular e sua estrutura é composta por cristais de hidroxiapatita
(Robinson et al, 1997). Macroscopicamente, sua aparéncia é translucida e sua superficie é
lisa e regular. No entanto, fatores de origem sistémica ou ambiental podem interferir na
amelogénese e afetar essa estrutura tanto quantitativa como qualitativamente (Pindborg,
1982; Suckling, 1989). Os defeitos de desenvolvimento do tipo qualitativos afetam a
espessura e/ou a forma do esmalte e sdo denominados hipoplasias, enquanto os defeitos
guantitativos se manifestam na forma de opacidades restritas, opacidades difusas, e/ou
descoloracdes (FDI, 1992).

Quando os defeitos de esmalte sdo herdados, associados ou ndo a outras alteragdes
sistémicas ou sindromicas, eles sdo classicamente denominados Amelogénese Imperfeita
(Al) (Crawford et al, 2007). Em pacientes com Al, estudos moleculares ja identificaram
mutacdes nos genes: AMELX, ENAM, FAM83H, MMP-20, KLK-4, WDR72, DLX3, CNNM4
e FAM20A, os quais codificam proteinas expressas durante a amelogénese (Kim et al, 2006;
Santos et al, 2007; Becerik et al, 2009; Parry et al, 2009; O'Sullivan et al, 2011; Wright et al,
2011). Na analise de mutacdo de pacientes com Al, os genes AMELX, ENAM, FAM83H,
MMP-20, KLK-4, e WDR72 tém sido estudados como os principais genes envolvidos na

etiologia da doenca. Porém, em apenas cerca de 30% dos casos tem sido identificada alguma



mutacdo em algum desses genes, sugerindo que outros genes ainda ndo conhecidos possam
estar envolvidos na etiologia da Al (Kim et al, 2006; Wright, 2006; Wright et al, 2011).
Estudos recentes demonstraram que proteinas que regulam a homeostase acido-basica
intra e extracelular dos ameloblastos, expressas principalmente durante a fase mais tardia da
amelogénese, sdo fundamentais para o desenvolvimento normal do esmalte. Nesse sentido,
varios estudos, que incluem analise gendmica, experimentos in vitro, ex-vivo e em animais
demonstraram a importancia da anidrase carbdnica 1l (ACII), do canal de cloro CFTR, dos
trocadores de bicarbonato AE1 e AE2, do trocador de sodio e prétons NHEL, do trocador de
sodio e bicarbonato NBCel e do extrusor de célcio NCX1 (Chang et al, 2011; Lacruz et al,
2011a; Lacruz et al, 2011b; Urzua et al, 2011) na amelogénese. E interessante observar que
essas proteinas também sdo expressas nos tubulos renais onde exercem papel no controle de
trocas idnicas e de solutos durante a dialise para manter a homeostase acido-basica corporal.
Esses achados sugerem que um defeito molecular em proteinas que participam tanto
do controle &cido—basico nos rins como nos ameloblastos possa causar alteragcdes nos rins e
no esmalte dentario (Lacruz et al, 2011b; Urzua et al, 2011). Apesar de ainda ndo haver
estudos que comprovem essa hipoOtese, ja foram relatados severos defeitos de
desenvolvimento do esmalte em pacientes afetados por duas doencas renais hereditérias
caracterizadas por nefrocalcinose: Enamel Renal Syndrome (ERS - OMIM 204690) e
Hipomagnesemia e Hipercalciuria Familiar com Nefrocalcinose (FHHNC — OMIM 248250).
As principais manifestacbes bucais relatadas nos pacientes com ERS sdo Al
hipoplasica, calculos intrapulpares, retencéo de dentes deciduos e permanentes e hamartomas
foliculares (MacGibbon, 1972; Hall et al, 1995; Dellow et al, 1998; Normand de la
Tranchade et al, 2003; Paula et al, 2005; Hunter et al, 2007; Martelli-Junior et al, 2011a).
Nos pacientes com FHHNC, um relato de caso descreveu Al hipoplasica severa, doenca

periodontal agressiva e maloclusdo em duas irmés (Cetrullo et al, 2006).



A etiologia das alteracGes renais e bucais em pacientes com ERS ainda é
desconhecida. Na FHHNC, sabe-se que a hipercalcidria, hipomagnesemia e nefrocalcinose
podem ser causadas por mutacdes nos genes CLDN16 (Simon et al, 1999) ou CLDN19
(Konrad et al, 2006) que codificam as juncdes oclusivas claudina-16 e claudina-19. Essas
isoformas de claudinas controlam a reabsorcéo paracelular de calcio e magnésio nos rins
(Hou et al, 2009). A etiologia da Al em pacientes com FHHNC também ainda ndo esta
definida e ainda ndo ha& estudos que demonstrem a expressdo dessas proteinas em
ameloblastos (Joao & Arana-Chavez, 2004; Inai et al, 2008; Hata et al, 2010),

A nefrocalcinose € uma condi¢do rara caracterizada por calcificacdes difusas no
parénquima renal que também pode estar associada a outras doencas renais hereditarias
(Monserrat et al, 1979). Apesar de escassos, alguns relatos de caso ja descreveram Al em
pacientes com nefrocalcinose e outras doencas renais como osteopetrose (Ismail et al, 1997),
rim policistico (Suda et al, 2006), osteite fibrosa e acidose tubular renal distal (ATRd)
(Elizabeth et al, 2007).

Esses estudos sugerem que pacientes portadores de doencas renais hereditérias e
nefrocalcinose possam apresentar Al, mas ainda ndo ha estudos que comprovem essa
associacdo. Em razdo da morbidade associada a progressdo da nefrocalcinose, tem-se
recomendado que pacientes com Al sejam sempre referidos a avaliacdo nefroldgica, e que
pacientes com nefrocalcinose tambeém sejam sempre examinados por odontologos (Paula et
al, 2005; Elizabeth et al, 2007; Hunter et al, 2007; Kirzioglu et al, 2009). Assim, o objetivo
desse trabalho foi avaliar e descrever as manifestacfes bucais de pacientes com diagnostico
de doencas renais hereditarias e nefrocalcinose e realizar analise de variagdo de sequéncia

com abordagem de genes candidatos em pacientes com Al e FHHNC.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AMELOGENESE - eventos celulares e moleculares:

O esmalte dentario é um tecido acelular ndo vital e mineralizado que recobre
externamente a coroa dos dentes. Na denticdo humana, a amelogénese da denticdo decidua se
inicia por volta da 142 semana de vida intrauterina e se completa muito antes do periodo de
erupcdo dos dentes na cavidade bucal. Na denticdo permanente, a amelogénese de todos 0s
dentes, com excecdo dos terceiros molares, se completa ainda durante a infancia (Lunt &
Law, 1974).

A amelogénese é um processo de biomineralizacdo altamente dinamico e envolve
complexos mecanismos celulares e fisico-quimicos. Os ameloblastos sdo células epiteliais de
origem ectodérmica derivadas da crista neural responsaveis pela sintese e secrecdo das
proteinas da matriz orgénica, pelo controle da mineralizacdo e da maturacdo do esmalte, e
ainda exercem funcéo protetora do esmalte maduro até o0 momento em que a coroa do dente
sera exposta ao meio bucal (Bawden & Wennberg, 1979; Leblond & Warshawsky, 1979;
Takano et al, 1989) (figura 1).

Basicamente, a amelogénese pode ser dividida em trés fases histoldgica e
funcionalmente distintas: pré-secrecdo, secrecdo e maturagdo. A fase pré-secretora é
caracterizada pela morfodiferenciacdo dos ameloblastos (figura 1 — ndmero 1). Diversos
fatores de transcricdo envolvidos na diferenciacdo e sinalizagdo celular durante a
amelogénese ja foram identificados, porém o mecanismo completo de regulagdo ainda néo
foi completamente esclarecido (Zeichner-David et al, 1995; Thesleff & Aberg, 1997;

Michon et al, 2010).
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Figura 1: Fases da amelogénese. 1-2: fase de pré-secregdo; 3-4:fase de secregéo; 5-7: fase de maturagdo. 1-2: pré-
ameloblastos em diferenciacdo; 3: ameloblastos diferenciados e inicio da secrecéo; 4: formacéo dos professos de Tomes e
secrecdo das proteinas do esmalte pelos sitios apical e laterais; 5: fase de maturagédo ilustrando ameblobastos com borda
estriada; 6: fase de maturagdo ilustrando ameblobastos com borda lisa; 7: ameloblastos com tamanho e metabolismo
reduzido. As células reduzidas formam um epitélio reduzido que protegera o esmalte até a erupgdo do dente. Em todas as

fases, nas porgOes basolaterais das células, séo expressas proteinas de jungdes oclusivas (Adaptado de Nanci, 2003).

Na fase de secregdo, os ameloblastos aumentam o metabolismo e adquirem
prolongamentos distais secretores conhecidos como processos de Tomes (Leblond &
Warshawsky, 1979) (figura 1 — nimeros 3 e 4). Cerca de 60 a 90% das proteinas secretadas
que compde a matriz organica do esmalte sdo amelogeninas (Snead et al, 1988). O restante
da matriz orgénica € composto por proteinas ndo-amelogeninas: enamelina (Hu et al, 1997),
tuftelina (Deutsch et al, 1995; MacDougall et al, 1998), e ameloblastina (Krebsbach et al,
1996). Estudos sugerem que as amelogeninas formem ultraestruturas nanoesféricas que
direcionam o crescimento dos primeiros cristais de esmalte (Fincham et al, 1995). Ja as
funcBes das proteinas ndo-amelogeninas ainda nao foram totalmente elucidadas (Fincham et

al, 1999; Paine & Snead, 2005; Sire et al, 2007).



Nas porcdes basolaterais dos ameloblastos, estruturas em forma de cinto constituidas
por proteinas como a zonula occludens (ZO-1) e por diferentes isoformas da claudina (1, 4,
7, 8 e 10) formam juncdes oclusivas intercelulares importantes para criar uma barreira
celular que limite o compartimento no qual sdo depositadas essas proteinas da matriz
organica que dara lugar ao futuro esmalte (Sasaki et al, 1982; Joao & Arana-Chavez, 2004;
Bello et al, 2007; Inai et al, 2008; Hata et al, 2010) (figura 1).

Cerca de 30% da matriz organica recém-depositada sofre degradacdo proteolitica pela
acao da enamelisina (MMP-20) e o0 espaco da matriz organica passa a ser substituido pelos
primeiros cristais de hidroxiapatita ainda durante a fase de secrecdo (Fukae et al, 1998;
Bartlett & Simmer, 1999; Lu et al, 2008). Os cristais sdo formados seguindo-se um arranjo
orientado pela deposicao das proteinas pelos sitios secretores laterais e apicais dos processos
de Tomes. A deposicdo pelo sitio apical determina a orientacdo dos prismas em bastbes de
esmalte e a deposicdo pelos sitios laterais, dos interbastdes (Nishikawa, 1992) (Figura 1 —
namero 4). A composi¢do quimica dos bastdes e interbastdes é a mesma, mudando-se apenas
a direcéo dos cristais.

Na fase de transi¢do para a fase de maturacdo, as juncdes oclusivas ZO-1, ocludina e
diferentes isoformas de claudinas (1, 4, 5, 6, 7, 8, e 10) passam a ser importantes para criar
uma barreira celular permeavel que permita a passagem paracelular seletiva de ions e de
produtos degradados e 4gua (Joao & Arana-Chavez, 2004; Bello et al, 2007; Inai et al, 2008;
Hata et al, 2010) (Figura 2 - pagina 8). Nessa etapa, os ameloblastos retraem os processos de
Tomes e entram em um fendmeno ciclico com alternancia da localizacdo das juncdes
oclusivas, da anatomia das bordas apicais e do pH (Figura 2). Todas essas variagcdes parecem
ser necessarias para que ocorra a maturacéo do esmalte (Skobe et al, 1985).

Sugere-se que o pH no esmalte adjacente aos ameloblastos com borda lisa seja da

ordem de 7.0-7.2 e da ordem de 5.0-6.0 aos ameloblastos com a borda estriada (Sasaki et al,



1991). O influxo de ions, principalmente calcio e fosfato, parece ocorrer na fase de bordos
estriados e a reabsorcao de produtos degradados da matriz organica do esmalte, na fase de
bordos lisos (Bartlett & Simmer, 1999; Simmer & Hu, 2002; Lu et al, 2008) (Figura 2). Essa
degradacéo proteolitica da matriz organica é conferida pela acdo da MMP-20 que continua a
ser secretada e da kalicreina-4 (KLK-4) que passa a ser secretada na fase de maturacao

(Simmer & Hu, 2002).

Figura 2: Ameloblastos na fase de transicdo para a maturagdo. A figura ilustra a alternancia da anatomia apical
variando entre bordos lisos e estriados com variagdo do pH. Na fase de bordos lisos (pH 7.0), ocorre a reabsorgdo dos
produtos degradados e na fase de bordos estriados (pH 5.0), ocorre o influxo de ions célcio e fosfato. As jun¢des oclusivas
também se localizam mais apical ou basalmente dependendo da anatomia apical e da funcao celular. Na fase de bordos lisos,
as jungOes parecem deixar o espaco intercelular mais frouxo para permitir a reabsorgdo dos produtos degradados por difuséo

entre as células (Adaptado de Nanci, 2003).

Um dos fatores que contribui para a variacdo de pH na amelogénese é o consumo de
fosfatos durante a formacdo dos cristais de hidroxiapatita. A cada mol de hidroaxiapatita

formada ocorre a liberagdo de 4 a 14 moles de H* (Simmer & Fincham, 1995). Assim, a



medida que os cristais sdo formados e aumentam de largura, o pH diminui e deve ser
tamponado. Para neutralizar esses protons e manter o pH fisiolégico é necessario um
mecanismo que mantenha a homeostase acido-basica (Lacruz et al, 2011b).

Estudos prévios ja haviam demonstrado que o controle &cido-basico tinha
participacio de bombas vacuolares de protons do tipo H*'ATPases e da enzima ACII, que
catalisa a reacdo que converte didxido de carbono (CO,) e agua (H,O) em gas carbdnico
(H,CO3) (Sasaki & Garant, 1986; Sasaki et al, 1988; Sasaki et al, 1991; Lin et al, 1994;
Toyosawa et al, 1996).

Mais recentemente, outros estudos demonstraram que durante a maturacdo do
esmalte, também ocorre a expressao da anidrase carbénica VI (ACVI) (Smith et al, 2006);
dos trocadores de cloro/bicarbonato AE1 e AEZ2; do trocador de sodio/bicarbonato NBCel;
do trocador de sodio/protons NHE1 (Lyaruu et al, 2008; Chang et al, 2011; Josephsen et al,
2011; Lacruz et al, 2011b); e do trocador de cloro CFTR (Sui et al, 2003; Bronckers et al,
2011; Chang et al, 2011; Lacruz et al, 2011b).

Os mecanismos que levam o célcio aos sitios de mineralizacdo ainda ndo foram
completamente esclarecidos. Um estudo de autoradiografia identificou calcio tanto no meio
intracelular como intercelular de ameloblastos, sugerindo a existéncia de um mecanismo de
passagem paracelular (Kawamoto & Shimizu, 1997). Outros estudos sugerem que 0 maior
influxo de célcio até o esmalte seja mediado por mecanismos ativos que regulam a passagem
transcelular (Bawden & Wennberg, 1979; Bawden, 1989; Takano et al, 1989). A
imunolocalizacdo de ATPases de célcio (Sasaki & Garant, 1986; Sasaki et al, 1987; Zaki et
al, 1996) e dos extrusores de calcio NCX1 e NCX3 (Okumura et al, 2010; Lacruz et al, 2011b)
na membrana lateral e distal de ameloblastos na fase inicial da maturacdo reforca que esse

processo seja mediado por mecanismos ativos. Uma ATPase de calcio e magnésio também ja



foi localizada na membrana dos ameloblastos na fase de maturacéo, indicando um processo
ativo de transporte dependente de magnesio (Salama et al, 1987; Salama et al, 1989).

Embora diversos estudos tenham contribuido para o melhor entendimento dos
mecanismos de aporte de célcio até a frente de mineralizacdo, é possivel que existam outras
proteinas ainda nao identificadas que estejam envolvidas nesse processo (Lacruz et al,
2011b; Urzua et al, 2011).

Em estudos mais recentes, algumas proteinas ainda com fungdo desconhecida foram
imunolocalizadas durante a fase maturacéo tais como: amelotina (Iwasaki et al, 2005; Gao et
al, 2010), apin/odam (Moffatt et al, 2006), FAMH83 (Kim et al, 2008), CNNM4 (Parry et al,
2009), WDR72 (El-Sayed et al, 2009) e FAM20A (O'Sullivan et al, 2011). Algumas dessas
proteinas parecem se concentrar na regido entre o esmalte em maturacdo e os ameloblastos
(Gao et al, 2010; Somogyi-Ganss et al, 2011) e outras parecem estar associadas a vesiculas
intracelulares (Ding et al, 2009), mas as funcdes de todas essas proteinas ainda sdo
desconhecidas.

No final da amelogénese, aproximadamente 90% do volume e 95% em peso do
esmalte maduro é de natureza inorganica, composto por cristais de hidroxiapatita. O arranjo
cristalino regular, o grau de mineralizacéo e a auséncia de restos de proteinas degradadas sdo
importantes para conferir translucidez ao esmalte. No esmalte maduro, apenas cerca de 1% é
composto por proteinas remanescentes e o restante do volume € preenchido por agua.
Finalizada a maturacdo do esmalte, alguns ameloblastos sofrem apoptose, o0 restante reduz de
tamanho e forma um epitélio reduzido que exerce funcao protetora até o periodo de erupcao
do dente, quando esse epitélio se funde com o epitélio oral e a coroa do dente é exposta a
cavidade oral.

Apods formado, o esmalte é acelular e inerte, sendo susceptivel somente a um

processo fisico-quimico de desmineralizacdo e remineralizacdo dos cristais de



10

hidroaxiapatita em situacdes de queda do pH bucal em razdo da variacdo dos produtos de
saturacdo de célcio e fosfato na saliva. O esmalte normal tem aspecto transltcido, deixando
transparecer a coloragdo da dentina subjacente, e sua superficie é lisa e regular cobrindo toda

a coroa do dente.

22 DEFEITOS DE DESENVOLVIMENTO DO ESMALTE E

AMELOGENESE IMPERFEITA:

Alguns fatores ambientais, traumaticos, sistémicos ou genéticos podem afetar uma ou
mais fase da amelogénese produzindo defeitos de desenvolvimento do esmalte (Pindborg,
1982; Suckling, 1989). Basicamente, os defeitos de desenvolvimento do esmalte podem ser
classificados em dois tipos: defeitos qualitativos ou quantitativos (FDI, 1992).

As opacidades sdo defeitos qualitativos resultantes de alteracbes na maturacdo do
esmalte. Elas se manifestam como alteracbes na translucidez do esmalte e podem ser
restritas, difusas, ou em alguns casos, lineares. Descoloracbes amareladas, castanhas ou
marrons também podem estar associadas aos defeitos qualitativos. Elas podem ser causadas
pela retencdo de proteinas ou pela disposicao irregular dos bastGes e interbastdes que resulta
em mudanca no padréo de refracdo da luz (FDI, 1992).

As hipoplasias sdo defeitos quantitativos, provocados por alteragcdes na espessura ou
na regularidade superficial do esmalte. Em geral, representam disturbios da funcéo celular e
podem variar de defeitos localizados na forma de pontos ou depressées, linhas horizontais,
diminuicdo da espessura ou até auséncia completa do tecido (Suckling, 1989; FDI, 1992).

Os defeitos de desenvolvimento do esmalte podem estar ligados a disturbios
temporarios como no caso de fatores ambientais ou traumaticos, ou ligados a disturbios

persistentes, como no caso de doencas de carater genético. Quando associados a fatores
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ambientais ou distdrbios temporarios, apenas o esmalte do grupo de dentes que estava se
formando no periodo da presenca do fator etioldgico é afetado. Quando o disturbio esta
presente durante todo o periodo de formacéo do esmalte, como ocorre nas doencas genéticas,
os defeitos podem ser observados tanto na denti¢do decidua como na permanente e, em geral,
afeta um grupo maior de dentes ou toda a denticao.

Diversos fatores ndo genéticos podem afetar a amelogénese como: traumatismos no
germe dentario, transfusdes sanguineas durante a infancia, (Pindborg, 1982; Sarnat & Moss,
1985; Brook et al, 1997), quadros de hipocalcemia severa (Sarnat & Moss, 1985; Lozupone
& Favia, 1989; Limeback et al, 1992; Bonucci et al, 1994; Acevedo et al, 1996; Chardin et
al, 1998; Nanci et al, 2000; Acevedo et al, 2002; Yamaguti et al, 2005), hipofosfatemia
(Limeback et al, 1992; Souza et al, 2010), ingestdo excessiva de fluor (Bronckers et al,
2009a), entre outros. Em pacientes com insuficiéncia renal cronica também ja foi relatada
maior prevaléncia de defeitos de desenvolvimento do esmalte, cuja etiologia tem sido
atribuida aos distarbios no metabolismo do célcio, fésforo e vitamina D presentes na faléncia
renal (Koch et al, 1999; Nunn et al, 2000; Al-Nowaiser et al, 2003; Proctor et al, 2005).

Nos ultimos anos, o efeito do controle do pH durante a amelogénese também vem
sendo melhor estudado. Estudos in vitro ja haviam demonstrado que pequenas modificacdes
no pH do meio podem afetar o agrupamento das amelogeninas produzindo uma
desorganizacdo estrutural dos bastdes de esmalte (Moradian-Oldak et al, 1998; Wiedemann-
Bidlack et al, 2007). Mais recentemente, por meio de estudos em modelos animais
experimentais transgénicos, também foi comprovada a importancia das proteinas que
participam do controle do pH durante a amelogénese para o desenvolvimento normal do
esmalte. Até o momento, ja foram evidenciados defeitos de desenvolvimento do esmalte em
animais nocauteados ou silenciados para a expressdo de ACII (Wang et al, 2010), CFTR

(Wright et al, 1996; Arquitt et al, 2002; Sui et al, 2003; Bronckers et al, 2011; Chang et al,
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2011), AE2 (Lyaruu et al, 2008; Bronckers et al, 2009b; Chang et al, 2011), NHE1
(Josephsen et al, 2011), e NBCel (Paine et al, 2008; Lacruz et al, 2010b).

Quando os defeitos de desenvolvimento do esmalte tém carater hereditario, a doenca
é classificada como Amelogénese Imperfeita (Al). O termo Al ja foi utilizado para definir as
doencas hereditarias que afetavam somente o esmalte sem qualquer outro envolvimento
sistémico (Rao & Witkop, 1971). Porém, o conceito mais atual define Al como um grupo de
condicdes herdadas que afeta parcialmente ou toda a denticdo decidua e/ou permanente,
associado, ou ndo, a outras alteracdes sistémicas ou sindromes (Aldred et al, 2003; Crawford
et al, 2007).

A Al pode ter modo de heranca autossdmica dominante, autossémica recessiva, ou
ligada ao cromossomo X. Sua prevaléncia, dependendo da populacdo estudada varia de
1:800 (Backman & Holmgren, 1988) a 1:14.000 (Witkop, 1957). Autores sugerem que 0
diagnostico diferencial deva ser feito com a tentativa de estabelecimento do modo de
heranca, da definicdo do fenotipo, e da exclusdo de qualquer correlacdo dos defeitos com
fatores ambientais ou distarbios temporarios (Aldred & Crawford, 1995).

Na ultima década, foram identificadas mutacGes em pacientes com Al nos genes:
AMELX (Lagerstrom et al, 1991; Wright et al, 2003) e ENAM (Rajpar et al, 2001; Caterina
et al, 2002; Kida et al, 2002; Hart et al, 2003), que codificam respectivamente as proteinas
da matriz organica do esmalte: amelogenina e enamelina. Também ja foram descritas
mutacdes nos genes que codificam as proteinases MMP-20 (Kim et al, 2005; Ozdemir et al,
2005a; Ozdemir et al, 2005b; Papagerakis et al, 2008) e KLK-4 (Wright et al, 2006) e das
proteinas FAMH83 (Kim et al, 2008) e WDR72 (El-Sayed et al, 2009). Mutagdes nesses
genes provocam Al do tipo hipoplésica, hipomaturada ou hipomineralizada, sem qualquer

envolvimento aparente com outra condig&o sistémica.
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Em pacientes com Al associada a outras manifestacdes sistémicas, ja foram relatadas
mutacdes no gene homeobox DLX3 em pacientes com problemas esqueléticos (Price et al,
1998), no gene CNNM4 em pacientes com alteracdes visuais (Parry et al, 2009) e no gene
FAM20A em pacientes com fibrose gengival, problemas de erupcao dentaria e espessamento
da mucosa dos seios paranasais (dos Santos Neto et al, 2011; O'Sullivan et al, 2011)

Atualmente, a analise de mutacdo em pacientes com Al tem abordado principalmente
seis genes: AMELX, ENAM, MMP-20, KLK-4, FAMH83, e WDR72 (Kim et al, 2006; Wright,
2006; Santos et al, 2007; Becerik et al, 2009; Wright et al, 2011). Os resultados dos estudos,
no entanto, demonstram que apenas cerca de 30% das familias estudadas apresentam mutacéo
em algum desses genes, sugerindo que outros genes ainda ndo estudados estejam envolvidos
na etiologia da Al (Kim et al, 2006; Becerik et al, 2009; Wright et al, 2011).

Em razdo dos avancos no conhecimento sobre os mecanismos e proteinas envolvidas
no controle do pH durante a amelogénese, alguns autores tém sugerido que também seja
realizada a abordagem dos genes: SLC4A2, SLC4A4, NHE1, ACII, e CFTR que codificam
respectivamente as proteinas: AE2, NBCel, NHE1, ACIl e CFTR, para diagnéstico de casos
de Al com etiologia ndo definida (Lacruz et al, 2011a; Urzua et al, 2011). Em humanos,
alguns relatos de caso ja descreveram defeitos no esmalte de pacientes com acidose
metabolica (Winsnes et al, 1979; Koppang et al, 1984; Ismail et al, 1997; Demirci et al, 2006;
Elizabeth et al, 2007).

Apesar da demonstracdo da expressdo dessas proteinas por ameloblastos ser recente,
sua expressdo e funcdo nos tabulos renais sdo bem conhecidas. Todas elas desempenham
importante papel na troca de anions e solutos para controlar a homeostase &cido-basica e

hidroeletrolitica dos fluidos corporais, mantendo o pH sanguineo na faixa de 7.34.
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2.3 AMELOGENESE IMPERFEITA EM PACIENTES COM DOENCAS

RENAIS HEREDITARIAS:

Ainda ndo ha evidéncias cientificas que comprovem que uma mutacdo possa estar
diretamente envolvida na etiologia de disturbios renais hereditarios e Al em humanos.
Porém, em pacientes portadores de ERS (OMIM 204690) e FHHNC (248250), duas doencas
autossémicas recessivas raras em que 0s pacientes apresentam nefrocalcinose, ja foi descrita
Al hipoplésica severa (MacGibbon, 1972; Lubinsky et al, 1985; Hall et al, 1995; Normand
de la Tranchade et al, 2003; Paula et al, 2005; Cetrullo et al, 2006; Martelli-Junior et al,
2011a).

A nefrocalcinose é uma condicdo rara caracterizada pela deposicdo difusa de calcio
no parénquima renal. Os principais mecanismos que promovem a formacdo dos primeiros
sitios de calcificacdo parecem estar relacionados a condi¢cdes que levam a um quadro de
hipercalcemia ou hipercalciuria, mas ela também pode estar associada ao aumento de urato
ou oxalato, ou a diminuic&o de inibidores da cristalizacdo como o citrato (Sayer et al, 2004).

A manifestacdo da nefrocalcinose pode ser clinica, a nivel funcional ou subclinica, a
nivel microscépico. Em geral, ela é assintomatica e o diagnostico é realizado por meio de
radiografia, ecografia, ultrassonografia ou, com maior precisdo, por meio de tomografia
computadorizada.

Sugere-se que, inicialmente, ocorra a formacdo de cristais de fosfato ou oxalato de
calcio no interior dos tubulos ou no ducto coletor que, ap6s adesao na superficie epitelial, sdo
transportados por endocitose e acumulam no intersticio (Lieske & Toback, 1993; Evan et al,
2004; Sayer et al, 2004). Diferentes distdrbios metabdlicos e sindromes com disfuncées
tubulares como: ATRd, hiperparatireoidismo, osteopetrose, hiperoxaluria, uso prolongado de

medicamentos como corticoides, furosemida, intoxicacdo por vitamina D, e outras sindromes
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com comprometimento do equilibrio da homeostase hidroeletrolitica também podem induzir
a nefrocalcinose (Sayer et al, 2004).

Na ERS e na FHHNC, a nefrocalcinose esta sempre presente e por esse motivo tem
sido considerada um fator patognomdnico para se estabelecer o diagnostico (Praga et al,
1995; Martelli-Junior et al, 2011a). Além de nefrocalcinose e Al hipoplasica, os pacientes
com ERS apresentam dentes amarelados, calcificacdes intrapulpares, alteracdo na cronologia
de erupcdo, retencdo prolongada de dentes deciduos, dentes permanentes inclusos e
hamartomas foliculares (MacGibbon, 1972; Lubinsky et al, 1985; Hall et al, 1995; Phakey et
al, 1995; Dellow et al, 1998; Normand de la Tranchade et al, 2003; Paula et al, 2005;
Elizabeth et al, 2007; Martelli-Junior et al, 2011a). Quando a doenca renal ndo €
diagnosticada precocemente, 0s pacientes podem evoluir com perda progressiva da funcéao
renal chegando ao quadro de doenca renal crénica com varias de suas complicacdes tais
como: hipertensdo (MacGibbon, 1972), hiperparatiroidismo secundario (Dellow et al, 1998)
e proteindria (Dellow et al, 1998; Hunter et al, 2007).

A etiologia da ERS ainda ndo foi definida. Até o momento, a nefrocalcinose € a Unica
manifestacdo sistémica relatada. Em alguns casos assintomaticos, o paciente procura
primeiramente o dentista em razdo das manifestacdes bucais, sensibilidade dentinaria e queixa
estética (Paula et al, 2005; Martelli-Junior et al, 2011a). Assim, em 2009, a fim de se detectar
casos de ERS ndo diagnosticados, Kirzioglu et al, encaminharam 17 pacientes com Al
hipoplasica sem diagnostico definido para avaliagdo nefrologica. Cinco pacientes
apresentaram areas de calcificacdo renal, reforcando a necessidade da avaliacdo nefroldgica
de pacientes com Al e da avaliacdo odontoldgica de pacientes com nefrocalcinose.

Nos casos de FHHNC, apesar de varios trabalhos relatarem as manifestagdes clinicas
e 0 genotipo dos pacientes, as manifestacdes bucais ndo tém sido descritas (Konrad et al,

2006; Konrad et al, 2008; Haisch et al, 2011). Até 0 momento, apenas um estudo descreveu
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as manifestacGes bucais de duas irmds com FHHNC, nas quais foram observadas severas
hipoplasias de esmalte, gengivite, perda de osso alveolar, ma-oclusao classe 111 de Angle e
mordida cruzada posterior (Cetrullo et al, 2006).

A FHHNC é uma doenca hereditaria rara caracterizada pela reabsorc¢éo insuficiente de
calcio e magnésio do lumen tubular para os capilares induzindo a hipermagnesuria,
hipomagnesemia, hipercalcitria e nefrocalcinose (Praga et al, 1995; Weber et al, 2000).
Clinicamente, os pacientes com FHHNC apresentam infecces urinarias recorrentes, poliria
e /ou polidipsia, nefrolitiase, déficit no crescimento, vémitos, dores abdominais, episodios de
tetania, ou caimbras generalizadas. Em geral, a funcdo renal ja se encontra comprometida
qguando a doenca é diagnosticada, e cerca de 1/3 dos pacientes desenvolvem perda da funcao
renal antes da adolescéncia.

Mesmo antes do estagio cronico da insuficiéncia renal, os pacientes apresentam altos
valores de paratorménio (PTH). O aumento do PTH ocorre para compensar a perda renal de
calcio. Em funcéo do aumento do PTH, o célcio dos 0ssos sdo removidos para o plasma,
mantendo na maioria das vezes a calcemia em valores proximos ao normal. Os pacientes
podem ainda apresentar ATRd, hipocitraturia ou hiperuricemia. As manifestacdes extra-renais
renais mais comumente relatadas s@o alteragcdes visuais (Weber et al, 2001; Haisch et al,
2011).

A doenca tem modo de heranga autossdémico recessivo e é considerada uma desordem
genética heterogénea, pois pode estar ligada a mutacbes em duas isoformas da claudina:
claudina-16 e claudina-19. Ja foram relatadas mutacdes em homozigose e em heterozigose
composta tanto na claudina-16 como na claudina-19 (Simon et al, 1999; Konrad et al, 2006).

O CLDN16 esta localizado no cromossomo 3 e possui 5 exons que codificam os 305
aminoacidos da claudina-16. A claudina 19 € codificada pelo CLDN19, localizado no

cromossomo 1, e tem 224 aminoacidos codificados por 5 exons. Nos rins, as duas proteinas
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sd0 expressas na porcdo ascendente espessa da alca de Henle e, em menor grau, no tubulo
contorcido distal. As duas claudinas se heterodimerizam e funcionam como barreiras
intercelulares.

A claudina-19 pode ter interagdo cis ou trans com outra claudina-19 ou cis com a
claudina-16. Por sua vez, a claudina-16 ndo tem interacdo homomeérica e so estabelece ligacédo
cis com a claudina-19 (Hou et al, 2008; Hou et al, 2009). Assim, entre duas células
adjacentes, a claudina-19 parece ser a principal responsavel pelo estabelecimento de uma
barreira epitelial semi-permeavel.

As claudinas sdo proteinas estruturais presentes entre as células em regides de grande
interacdo entre elas conhecidas como tight junction (TJ - juncdes celulares estreitas ou
intensas). Nessas regides as claudinas regulam a permeabilidade paracelular (entre as células).
Essa regulacdo é complexa e envolve uma seletividade na condutancia de alguns cétions,
como se formasse um “canal paracelular” de cations. Por essa razdo, mutacdes nas claudinas
prejudicam a absor¢do de calcio e magnésio. No ramo espesso da alca de Henle, elas atuam
na regulacdo da absorcdo de sddio e cloro, criando uma diferenca de voltagem transepitelial
entre o intersticio e o lumen tubular e favorecendo a absorcdo por difusdo paracelular de
cétions divalentes como Ca*? e Mg*? (Himmerkus et al, 2008; Hou et al, 2009; Shan et al,
2009). A principio, essa absor¢do deveria ocorrer sem resisténcia, no entanto a passagem
paracelular desses cations depende da presenca da claudina-16 e claudina 19.

Isso € muito importante pois € na porcdo ascendente espessa da alca de Henle que
ocorre a maior parte (65 a 75%) da reabsor¢cdo do magnesio por difusdo paracelular e o
restante é reabsorvido por mecanismos ativos no tubulo contorcido distal. Em situacGes
normais, menos de 5% do magnésio filtrado aparece na urina (Knoers, 2008). Alguns estudos

funcionais ja demonstraram que algumas mutacdes induzem a perda parcial, outras a perda
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total da atividade da proteina, determinando o fenotipo da doenca (Konrad et al, 2006;
Konrad et al, 2008).

O fendtipo extra-renal também pode variar em funcdo da proteina mutada. Pacientes
com mutacao na claudina-16 podem ou néo, apresentar alteracdes visuais. Quando presentes,
as alteracdes sdo astigmatismo, miopia, hipermetropia, e/ou estrabismo (Weber et al, 2000;
Konrad et al, 2006). Mutagdes na claudina-19 parecem estar relacionadas a alterac6es mais
severas como coloboma macular, miopia severa, e nistagmo horizontal (Haisch et al, 2011).
Isso pode ser explicado por estudos experimentais que detectaram alta expressao de claudina-
19 no epitélio pigmentar da retina de peixes (Konrad et al, 2006). Além disso, estudos mais
recentes relataram intolerancia a exercicios fisicos em pacientes com mutacdes da claudina-19
(Faguer et al, 2011). Algumas evidéncias sugerem que os individuos heterozigotos que
possuam um dos alelos da claudina-16 mutado também possam apresentar hipercalciuria,
nefrolitiase, nefrocalcinose (Praga et al, 1995; Weber et al, 2001), ou hipomagnesemia
(Blanchard et al, 2001).

Em virtude do fenétipo com alteracdes visuais mais severas, pacientes com mutacao
na claudina-19 passaram recentemente a serem agrupados em um novo grupo denominado
hipomagnesemia 5 com envolvimento renal e ocular (HOMG5 - OMIM 248190).

Além dos casos de FHHNC, HOMGS e ERS, ha alguns relatos de casos esporadicos
de pacientes portadores de outras doencas renais hereditarias e nefrocalcinose que
apresentaram fenotipo de Al. Em 1997, Smail et al relataram um caso de um paciente com
deficiéncia da ACII que apresentou osteopetrose, nefrocalcinose, defeitos de esmalte
hipoplasicos, malocluséo, retencdo de dentes deciduos e permanentes (Ismail et al, 1997).
Em 2006, Suda et al relataram um caso de mutacdo no gene homeobox MSX2 em um
paciente com rim policistico, nefrocalcinose, Al hipomaturada e fenda labial e palatina (Suda

et al, 2006). Em 2007, um estudo identificou Al hipoplasica em uma paciente com ATRd e
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nefrocalcinose e em uma paciente com osteite fibrosa e nefrocalcinose (Elizabeth et al,
2007).

A ATRd tém sido relatada como uma das principais patologias associadas a
nefrocalcinose mas nem todos os pacientes com ATRd apresentam nefrocalcinose (Adams &
Rowe, 1992; Mantan et al, 2007). A doenca pode ser adquirida ou herdada, com modo de
heranca autossdmico dominante ou recessiva (Karet et al, 1998; Karet et al, 1999; Smith et
al, 2000; Alper, 2002), e é caracterizada pela secrecao tubular de H+ deficiente nos tabulos
distais. A acidose metabolica cronica diminui a secrecdo de citrato e aumenta a excre¢do de
calcio, criando um meio favoravel para a nefrolitiase e nefrocalcinose. MutacGes em genes
que codificam proteinas que constituem subunidades da H+-ATPase do tipo vacuolar apical
ja foram identificadas em familias com ATRd (Karet et al, 1998; Karet et al, 1999; Smith et
al, 2000; Alper, 2002). A expressdo dessas proteinas por ameloblastos ainda nédo foi relatada.

O conjunto desses achados sugere a hipdtese de que pacientes com disturbios da
homeostase 4&cido-basica e hidroeletrolitica nos tdbulos renais possam apresentar,
concomitantemente, disturbios renais e defeitos de desenvolvimento do esmalte. Porém, as
evidéncias cientificas ainda sdo escassas € um estudo com maior nimero de pacientes é

necessario para sustentar essa hipétese.
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3 OBJETIVOS:

3.1 OBJETIVO GERAL:

- Descrever as manifestacdes bucais de pacientes com doengas renais hereditarias com
nefrocalcinose e realizar analise de mutacdo abordando genes candidatos em pacientes que

apresentaram fendtipo de Al.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Descrever as manifestacdes bucais de pacientes com diagnostico de doenca renal
hereditaria e nefrocalcinose e familiares, em acompanhamento nas clinicas de nefrologia de
trés hospitais de Brasilia, Distrito Federal.

- Realizar analise de variacdo de sequéncia abordando-se o gene candidato SLC4A2,
que codifica a proteina AE2, em um paciente com Al do tipo hipoplésica e hipomaturada,
nefrocalcinose e distarbio renal ndo diagnosticado.

- Realizar analise de variacdo de sequéncia nos genes CLDN16 e CLDN19 em trés

pacientes com FHHNC que apresentaram fenotipo sugestivo de Al e em seus familiares.
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4 MATERIAL E METODOS:

4.1 Sujeitos da pesquisa:

Critérios de inclusao:

Todos os pacientes com diagndéstico clinico de alguma doenca renal hereditaria e
nefrocalcinose diagnosticados por meio de exame de ultrassonografia atendidos nas Clinicas
de Nefrologia Pediatrica do Hospital Universitario de Brasilia (HUB), do Hospital Materno
Infantil de Brasilia (HMIB) e do Hospital de Base de Brasilia (HDB) foram referidos para
avaliacdo na Clinica de Atendimento a Pacientes Portadores de Anomalias de
Desenvolvimento Dentario, Divisdo de Odontologia, do Hospital Universitario de Brasilia
(HUB).

O diagndstico de FHHNC foi estabelecido quando o paciente apresentava magnésio
plasmatico inferior a 0.7-1.1 mmol/L, e célcio urindrio maior que 4.0 mg/kg/dia e
nefrocalcinose diagnsoticada por ultrassonografia. O diagndstico de ATRd foi estabelecido
guando o paciente apresentava anion gap urinario popsitivo, acidose metabdlica (pH<7.35 /
HCO3 <22 mEq/L) e pH urinério superior a 5.5 or higher, com potassio normal ou inferior a
3.5 mEg/L. O diagnéstico de osteopetrose foi realizado por meio de tomografia
computadorizada.

Os pacientes e responsaveis que concordaram em participar da pesquisa assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo Il). Todos os irmdos e os pais dos
pacientes estudados também foram avaliados. O estudo tem parecer do CONEP de nimero

1440/2001 (Anexo I).
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4.2 Exame clinico geral e exames complementares:

O exame inicial dos casos indices foi realizado por medicos nefrologistas das clinicas
de onde os pacientes foram referidos. Em seguida, todos os pacientes foram novamente
examinados por um unico médico nefrologista. Os dados foram registrados em um
formuléario padrdo para coleta dos dados pessoais, historia familiar, histéria médica, uso de
medicamentos e registro dos resultados de exames bioquimicos de sangue e urina,
gasometria venosa, ultrassonografia, densitometria dssea, exame auditivo e exame
oftalmoldgico.

O grau de insuficiéncia renal foi classificado de acordo com o ritmo de filtracdo
glomerular seguindo os seguintes critérios:

Estagio 0: Fase de funcdo renal normal sem lesdo renal.

Estagio 1: Fase de lesdo com funcdo renal normal - corresponde as fases iniciais de
lesdo renal com filtracdo glomerular preservada, ou seja, o ritmo de filtracdo glomerular
estava acima de 90 ml/min/1,73m?.

Estagio 2: Fase de insuficiéncia renal funcional ou leve - inicio da perda de funcédo
dos rins. Paciente apresentava ritmo de filtragdo glomerular entre 60 e 89 ml/min/1,73m?.

Estagio 3: Fase de insuficiéncia renal laboratorial ou moderada — Paciente que
apresentava ritmo de filtracdo glomerular compreendido entre 30 e 59 ml/min/1,73m?.

Estdgio 4: Fase de insuficiéncia renal clinica ou severa - Ritmo de filtragdo
glomerular entre 15 a 29 ml/min/1,73m>.

Estéagio 5: Fase terminal de insuficiéncia renal cronica - ritmo de filtragdo glomerular

inferior a 15 ml/min/1,73m?.
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4.3 Exame clinico odontoldgico:

Todos os pacientes e seus familiares em primeiro grau foram submetidos a anamnese
anamnese e exame fisico intra e extrabucal. O exame fisico intrabucal incluiu principalmente
a investigacao de presenca de lesdes de cérie, condicdo periodontal, registro de defeitos de
desenvolvimento de esmalte dentario, presenca de calcificacBes pulpares e avaliacdo da
cronologia de erupc¢do dentaria. Para auxiliar o diagnostico, os pacientes foram submetidos a
radiografias panoramica, periapicais e interproximais. Foram obtidas fotografias extra e
intrabucais a fim de se documentar o caso e complementar a avaliacdo por meio de anélise
das imagens.

Os defeitos de desenvolvimento de esmalte foram registrados como hipoplasia,
opacidade restrita e/ou opacidade difusa. Aspectos como descoloracdo, forma do defeito e
localizacdo também foram registrados para melhor descri¢do dos defeitos.

A anamnese incluiu investigacdo sobre exposicao ao fluor tépico e sistémico, historia
de traumatismo dentario, doencas respiratorias, doencas gastrointestinais, historia de
transfusdo sanguinea, intercorréncias durante a gravidez, doencas na primeira infancia e
medicamentos ingeridos a fim de se excluir a possibilidade de os defeitos terem sido
provocados por fatores ambientais ou disturbios temporarios. Todos 0s pacientes receberam

tratamento odontoldgico preventivo e tratamento restaurador, quando indicado.

4.4 Analise de variacéo de sequéncia abordando genes candidatos:

4.4.1 Extracdo de DNA gendmico
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Cerca de 3ml de sangue venoso periférico foi coletado de uma das veias do antebraco

®
dos pacientes em tubos com EDTA. O DNA foi extraido pelo método CHELEX-100
(WALSH et al, 1991), conforme descrito a seguir: um mililitro de &gua milliQ foi misturado a
50 ul de sangue e, em seguida, a mistura foi centrifugada por 3 min a 5000 rpm. Apo6s

descarte do sobrenadante, o procedimento foi repetido. Em seguida, foram adicionados 200ul

®
da suspensdo CHELEX-100 a 5% em agua milliQ, homogeneizando-se a mistura. A amostra
foi incubada a 56°C por 30 min e a 100°C por 10 min. Apds centrifugacdo, a amostra foi

armazenada a -20°C para posterior utilizacao.

4.4.2 Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

O DNA genbmico extraido foi utilizado como substrato para amplificacdo dos genes
SLC4A2, CLDN16 e CLDN19 utilizando-se pares especificos de primers iniciadores para cada

gene (Anexos IV e V).

Para seqlienciar o gene SLC4A2, foi utilizada como referéncia a sequéncia do gene da
base de dados ENSEMBL  (ENSG00000164889), transcrito  SLC4A2-001
(ENST00000413384), disponiveis no sitio:

http://www.ensembl.org/Homo sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000164889:r=

7:150754297-150773614:t=ENST00000413384. Os primers (Anexo IV) foram desenhados

utilizando-se o programa Exonprimer do Centro Helmholtz disponivel no sitio:

http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/ExonPrimer.html.

Para os genes CLDN16 e CLDN19 foram utilizados primers previamente relatados na
literatura (Anexo V) para sequenciar as regides intron-exon e regides codificantes (Simon et

al, 1999; Konrad et al, 2006). Para sequenciar a regido do promotor do gene CLDN16, foi


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000164889;r=7:150754297-150773614;t=ENST00000413384
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000164889;r=7:150754297-150773614;t=ENST00000413384
http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/ExonPrimer.html
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utilizado, como referéncia, o trabalho de Efrati et al, 2005. Nesse estudo, 0s autores
descreveram maior atividade em ensaio de luciferase em uma regido com 210 pares de base
compreendidos entre as coordenadas 3:190104206 e 3:190104416, com atividade principal
concentrada em uma regido com 70 pares de base localizados entre as coordenadas
3:190104206 e 3:190104276 (Efrati et al, 2005). A regido escolhida para amplificacdo foi
toda a sequéncia compreendida entre os 210 pares de base. Para o desenho dos primers

(anexo V), foi utilizado o programa Exonprimer (Centro Helmholtz: http://ihg2.helmholtz-

muenchen.de/ihg/ExonPrimer.html). Como referéncia, foi utilizada a sequéncia do gene

CLDN16 (ENSG00000113946) e do transcrito CLDN16-001 (ENST00000264734),
disponivel na base de dados ENSEMBL

(http://www.ensembl.org/Homo sapiens/Transcript/Exons?db=core;q=ENSG00000113946:r=

3:190040330-190129932:t=ENST00000264734). As condicbes de PCR em todos os

experimentos foram mantidas constantes alterando-se apenas a temperatura de anelamento

(Anexo I11).

Na reacdo de amplificacdo, foram utilizados 5 ul de DNA genémico, 0,2 mM de cada
desoxinucleotideo (dNTP) , 50 ng de cada oligonucleotideo iniciador, 1,25 U da enzima Taq
DNA polimerase (Fermentas), tampédo de reacdo e sulfato de magnésio fornecido e usado de
acordo com as recomendacgdes do fabricante, resultando em um volume final de 50ul. A
amplificacdo foi realizada em um termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc. Waltham, MA)
no laboratério de Farmacologia Molecular do Departamento de Farméacia e no Laboratério de
Pediatria — Faculdade de Ciéncias da Saude — Universidade de Brasilia).

Para confirmacdo da amplificagdo dos fragmentos de interesse, os produtos de PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, corados com brometo de etidio (0,5

pg/ml), visualizados em luz ultravioleta e fotografados.


http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/ExonPrimer.html).%20Como
http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/ExonPrimer.html).%20Como
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000113946;r=3:190040330-190129932;t=ENST00000264734
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000113946;r=3:190040330-190129932;t=ENST00000264734
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4.4.3 Sequenciamento automatico

Os produtos da amplificacdo foram purificados por meio enzimatico (sistema “EXO-
SAP”). Num volume de 10ul do produto de PCR, foram acrescentados 10U de exonuclease |
(Biolabs) e 1U de fosfatase alcalina de camardo (Promega). Em seguida, o produto foi
incubado a 37°C por 30 min e depois, a enzima foi inativada a 80°C por 20 min. A
purificacdo dos produtos foi confirmada em gel de agarose a 2%. Aos produtos de PCR
purificados, foram acrescentados 50 ng do primer de interesse (sense e antisense
separadamente) e o material foi enviado para o servi¢o de seqiienciamento da Universidade
Catolica de Brasilia ou para o servico de seqlienciamento da empresa MACROGEN- Coréia

do Sul.

4.5 Analise de resultados:

A andlise dos cromatogramas, alinhamentos e comparagdes entre as seqiiéncias foram
realizados com o auxilio dos softwares: Chromas (Technelysium Pty LTD) e Sequencher
versdo 4.8 demo (Gene Codes Corporation).

As sequéncias foram comparadas utilizando-se a como referéncia as sequéncias
gendmicas e as variagdes de sequéncia descritas na base de dados ENSEMBL Human Gene
View disponivel em www.ensembl.org/homo_sapiens/geneview.

As variagdes de sequéncia foram submetidas a analise pelo programa Sorting

Intolerant From Tolerant - SIFT (http://sift.jcvi.org/www/SIFT chr coords submit.html)

para predicao do efeito da alteracdo de bases e da substituicdo de aminoacidos sobre 0 gene e
sobre a proteina. Valores menores que 0.05 foram considerados ndo tolerados e maiores que

0.05, tolerados. As variagdes com substituicdo nos aminoacidos também foram submetidas a


http://www.ensembl.org/homo_sapiens/geneview.
http://sift.jcvi.org/www/SIFT_chr_coords_submit.html
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analise pelo programa Polyphen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) (Ng & Henikoff,

2001). Valores até 0.5 foram considerados benignos e prejudiciais quando foram maiores que
0.5.

Os programas SIFT e Polyphen realizam uma avaliacdo in silico do efeito das
alteracdes no gene e na proteina por meio de analise simultanea em diversas bases de dados.
Apbs o cruzamento das informacdes, estipula-se uma predicdo do efeito do SNP sobre a
estrutura e funcéo da proteina (Ng and Henikoff, 2001; 2002; 2003; 2006; Kumar et al, 2009).
Essas ferramentas baseiam-se principalmente no principio de que posi¢cdes muito conservadas
tendem a ser menos tolerantes a substituicGes enquanto as regides menos conservadas tendem
a tolerar mais substituicdes. Sua utilizacdo é importante para direcionar experimentos futuros.

Por meio do programa Polyphen, a sequéncia de aminoacidos do Homo sapiens nas
regibes de interesse foi comparada com a sequéncia de outros animais vertebrados que
apresentavam maior homologia da proteina. Esses resultados foram ilustrados para se

observar o padrdo de conservacdo do amiknoacido na regido de interesse.


http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/
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5 RESULTADOS:

Um total de 10 pacientes de 8 familias em atendimento nos diferentes servicos de
Nefrologia preencheram os critérios de inclusdo e fizeram parte do estudo. Nenhum dos 8
pacientes com Al hipoplasica que foram encaminhados da clinica de Odontologia para o
exame nefrologico apresentou nefrocalcinose. Todos os pacientes desse estudo foram
diagnosticados primeiro pelos servicos de nefrologia e encaminhados para a avaliacdo
odontoldgica. A distribuicdo por género foi de cinco pacientes do género feminino e cinco do
género masculino. A idade dos pacientes variou entre 4 e 29 anos de idade.

Seis pacientes, incluindo dois pares de irméos, apresentaram FHHNC, trés pacientes
apresentaram ATRd com nefrocalcinose e uma paciente apresentou osteopetrose e
nefrocalcinose, aparentemente ligada a deficiéncia da ACII. Em todos os pacientes, a
nefrocalcinose era bilateral. A principal manifestacdo bucal foram defeitos de
desenvolvimento do esmalte. Os defeitos variaram de opacidades difusas leves a severas

hipoplasias.
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A figura 3 apresenta um resumo com 0s principais valores encontrados nos exames

bioquimicos de sangue e urina e manifestaces clinicas na época do diagnostico, além das

manifestacdes bucais encontradas. Todos 0s pacientes apresentaram hipomagnesemia e

hipercalciuria, altos valores de PTH e defeitos de desenvolvimento dentario com diferente

grau de comprometimento e tipo de defeito.

Consaguinidade Sim Sim Nao Nao Néao Sim
1°grau 1° grau 1° grau
Idade atual
14 anos 16 anos 16 anos 4 anos 10 anos 22 anos
Idade ao diagnéstico
7 anos 9 anos 8 anos 2 anos 3 meses 20 anos
Ca+2 plasmatico
8,8-10,2 mg/dL 10,6 9,9 8,8 8,7* 9,1 6,4*
Mg+2 plasmético
1,53-2,55 mg/dL 1,1* 0,97* 1,1* 1,2+ 1,0* 0,9*
Creatinina plasmatica
0,3-0,7 mg/dL
(até 12 anos) 1* 1.1* 1* 0.7 0.9* 1.9%
0,5-1,1 mg/dL ’ ' ' ’
(fem-adulto)
Fe Ca+2/Cr ND ND 0,48* ND 0,31* ND*
<0,22mg/mg
Fe Mg+2/Cr ND ND 0,24* ND 0,82* ND*
0,154-0,202mg/mg
PTH ND ND 67,2* 71* 110* 244*
12-65pg/ml
Idade de diagnéstico 9 anos (desde o 7 anos (desde o 8 anos (desde 4 anos 3 meses (desde 18 anos (2 anos
da perda da fungéo diagndstico) diagnéstico) o diagnostico) (diagnéstico o diagnéstico) antes de ser
renal recente) diagnosticada)
Estagio 2 Estagio 2 Estagio 2 Estégio 1 Estagio 3 Estagio 3
Estagio da IRC 9 9 9 9 9 9
Problemas visuais Miopia Miopia Astigmatismo Nao N&o Miopia
Estrabismo Estrabismo
Retinopatia Retinopatia
Outras manifestacdes Diabetes tipo | Diabetes tipo | Politria Polidpsia Convulstes ITU
clinicas Polidria ITU Caimbra
Polifagia Pielonefrite Acidose
Acidose metabdlica
metabdlica ITU
Manifestacdes bucais Opacidades Opacidades Opacidades, Hipoplasia Opacidades , Opacidades
difusas difusas descoloragédo e descoloracéo e restritas e
Mordida Mordida hipoplasia hipoplasia difusas

cruzada anterior

cruzada anterior

Figura 3: Resumo dos valores bioquimicos dos exames de sangue e urina e das principais manifestacdes clinicas dos

pacientes com FHHC (ND=dado n&o disponivel ; * valor fora dos pardmetros de referéncia; Fe=fragdo de excregédo; ITU=

infeccdo do trato urinario; IRC=insuficiéncia renal cronica).
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5.1.1 Pacientes 1 e 2

Os pacientes 1 e 2 sdo dois irmdos filhos de pais consanglineos em primeiro grau

(Figura 4).

-

~

. FHHNC HEL W2 13 14 Jues 16 1e7 negf nee o 110
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Figura 4: Heredograma da familia dos pacientes 1 e 2. Histéria de consanguinidade em primeiro grau entre os pais sugerindo

modo de heranca autossdmico recessivo ou autossémico dominante. O modo de herangca autossémico recessivo foi
confirmado na analise de variacdo de sequéncia do paciente 1V:2, mas o primo afetado 1V:4 néo foi avaliado pois mora em

outra cidade.

A paciente 1 (IV:2) , género feminino, foi submetida a exame fisico geral e exames
bioquimicos complementares aos 7 anos de idade devido a infec¢Bes recorrentes no trato
urinario e pielonefrite. A funcdo renal estava levemente comprometida com niveis de
creatinina e uréia normais, ritmo de filtracdo glomerular menor que 89mL/min/1,73m?, e
lesdo renal (estdgio 2). Foi diagnosticada acidose metabolica, hipomagnesemia,
hipercalciuria, e nefrocalcinose. Além disso, a paciente apresentava miopia progressiva,
sopro cardiaco sistolico, estrabismo e diabetes tipo |. Apds realizado o diagnéstico de
FHHNC, seus dois irmaos também foram avaliados.

O irmdo mais velho (IV:1) (paciente 2), com 9 anos de idade na época, apresentou
politria, polifagia, episodios de desmaios em decorréncia de hipoglicemia, diabetes tipo I,
miopia progressiva, estrabismo e também apresentou FHHNC.

O irmdo mais novo (IV:3), com 3 anos na época do exame, apresentou apenas Sopro
cardiaco e bom estado de saude geral. A familia relatou que um primo (IV:4) também tem a

doenga, mas como ele mora em outra cidade, ndo pdde ser avaliado. A mée e outros
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membros da familia materna também apresentam diabetes tipo | (ndo investigado). N&o
foram relatados outros membros afetados na familia com FHHNC.

Os dois pacientes afetados foram encaminhados para exame odontolégico aos 13 e 15
anos de idade. Em ambos os pacientes, foram observadas opacidades difusas e mordida
cruzada anterior. N&o foi observada doenca periodontal. As opacidades observadas na
paciente 1 foram mais suaves que as observadas no paciente 2. Nenhum outro membro da
familia apresentou defeitos de desenvolvimento do esmalte (figura 5).

Esses pacientes ndo foram submetidos a analise de variacdo de sequéncia, pois 0

fenotipo dos defeitos de desenvolvimento do esmalte era leve.

Figura 5 - Manifestagdes bucais dos pacientes 1 e 2. A paciente 1 (figuras a e b) apresentou leves opacidades difusas em
incisivos e caninos e mordida cruzada anterior. O paciente 2 (figuras ¢ e d) também apresentou mordida cruzada anterior, e

opacidades difusas em toda a denticdo permanente.
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5.1.2 Pacientes 3 e 4:

Os pacientes 3 e 4 sdo dois irmdos filhos de pais ndo consangliineos e Unicos
membros afetados na familia. O heredograma sugeriu modo de heranga autossdémico

recessivo (Figura 6).

o—0O o—10O

1:1 1:2 1:3 1:4

11 12 13 114 115 16 17 11:8  1:9 1110 | 111 11:22 11:13

Pl n:2 13

FHHNC

Figura 6: Heredograma da familia dos pacientes 3 e 4. Sem historia de consangtinidade e auséncia de outros membros da

familia afetados.

O paciente 3 (I11-1), género masculino, foi encaminhado aos 7 anos de idade para
avaliacdo médica pois apresentava fraqueza muscular e dificuldade para deambular. Foi
verificado quadro de hipomagnesemia e nefrocalcinose. Além disso, foi observada polidria,
insuficiéncia renal leve (estdgio 2), hipocalemia, uricosiria, hipermagnesiuria e
hiperfosfatdria discretas. O exame de audiometria ndo detectou qualquer alteragdo. Aos 9
anos de idade, foi diagnosticado astigmatismo.

Os pais também foram avaliados e submetidos a exames complementares
bioquimicos. O pai apresentou a magnesemia no limite inferior da taxa de valores de
referéncia e a mée relatou historia de nefrolitiase. Porém, ndo foi observada qualquer outra
alteracdo e néo foi relatada doenca renal em outro membro da familia. Uma irma de 12 anos,
com 5 anos de idade na época, também foi avaliada mas ndo apresentou qualquer alteragéo.

O paciente foi encaminhado para a avaliacdo odontologica aos 12 anos de idade com

suspeita de alteracdo tubular na regido da alca de Henle sem diagnostico definido. Ao exame
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odontoldgico, foram observadas opacidades lineares com alteracdo de cor nos dentes
permanentes anteriores com hipoplasias na regido cervical (figura 7). Na regido posterior, 0s
pré-molares e molares permanentes apresentaram hipoplasias severas (figuras 7 a, b e d). O
tecido gengival apresentou aspecto normal (figura 7-e). Ao exame radiografico, ndo foram

observadas calcificacdes intrapulpares nem alteracGes na cronologia de erupc¢éo (figura 7-c).

Figura 7 - Manifestacdes bucais do paciente 3. Hipoplasias de esmalte, opacidades difusas e restritas (lineares) afetando toda
a denticdo permanente do paciente. A figura c ilustra auséncia de calcificagcdes pulpares e a auséncia de contraste entre o

esmalte e a dentina do dente 37 em uma tomada radiografica aos 13 anos de idade.
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Os pais (I1:10 e 11:11) e a irmd (111-2) também foram submetidos ao exame
odontoldgico, mas ndo foi observada qualquer alteracdo nas manifestacfes bucais.
Inicialmente, o diagnostico da patologia renal ndo estava definido, e como o paciente
apresentava a associacdo de Al hipoplasica e hipomaturada, foi realizada analise de variacédo
de sequéncia abordando-se o gene SLC4A2.

No sequenciamento das regides codificantes e das juncdes exon-introns do gene
SLC4A2 foram observadas 3 variacdes de seqliéncia que ja haviam sido descritas como
polimorfismos simples de nucleotideo (SNP) em diferentes populacdes (figura 8).

O exon 1 ndo foi analisado por ndo ser codificante. Na regido intrdnica entre 0s exons
3 e 4, foi observada uma substituicdo na posicdo 7:150392481 ja relatada como SNP com

frequiéncia entre 20 a 50% (rs2303930) (figura 8).

Gene SLCA2 (ENSG00000164889)

Regido

Alteracao

Cédon
Resultado

Cromatograma

Referéncia
Coordenadas

Frequéncia

Intron 3

€.218-65A>G

heterozigose

Intron

SNP
rs2303930
7: 150392481

20 a 50%

Exon 6

C.630A>T

heterozigose

ACA >ACT

T210T
silenciosa

SNP
rs2229549
7:150763655

25a77%

Exon 8

c.1071 T>C

heterozigose

ACT >ACC

T357T
silenciosa

SNP
rs2229550
7:150765065

83a97%

Figura 8: Resumo dos polimorfismos encontrados no gene SLC4A2 no paciente 3. Seqléncia de referéncia do DNA gendmico
do gene SLC4A2 (ENSG00000164889) e do transcrito (ENST00000413384) (ENSEMBL). Na regido intronica 3-4 do exon 6, foi
encontrado um SNP ja relatado com uma substituicdo A>G. No exon 6, observa-se substituicdo em heterozigoze A>T que ndo
modificou a treonina 210. No exon 8, a substituicdo em heterozigoze T>C também n&o alterou a treonina 357.

No exon 6, foi observado polimorfismo com substituicdo silenciosa em heterozigoze

na terceira base do codon do residuo 210 (ACA e ACT). Essa substituicdo nao alterou a

treonina 210. Essa variacdo ja foi relatada com frequéncia de 25% a 77% em diferentes
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populagdes (rs2229549). No exon 8 também foi encontrado um polimorfismo ja descrito
(rs2229550) com uma variacdo C>T sem alterar a treonina 357. Para essa substituicao, tem
sido relatada uma freqliéncia de 83% a 97% dependendo da populacéo estudada.

Nenhuma alteracdo significante foi encontrada no gene SLC4A2 excluindo seu
envolvimento na etiologia da Al e dos problemas renais desse paciente. Posteriormente, com
novos exames bioquimicos e avaliacdo mais criteriosa dos achados anteriores, confirmou-se o
diagnostico de FHHNC e realizou-se a abordagem dos genes candidatos CLDN16 e CLDN19.

Como o paciente ndo apresentava problemas oculares severos, optou-se por seqlienciar
primeiramente, 0 gene CLDN16. No sequenciamento das juncdes intron-exon e da regido
codificante do gene CLDN16, foi observada uma variacdo de sequéncia em heterozigose no
exon 1. Ocorreu a substituicdo C>G na base 255, resultando na substituicao da fenilalanina 85
por uma leucina (F85L). Essa variacao foi herdada do pai e o genétipo heterozigoto C/G ja foi
relatado como um SNV (variacdo simples de nucleotideo) com uma prevaléncia de 0,02% em
um estudo populacional na América do Norte (figura 9).

A analise da variacdo F85L pelo SIFT atribuiu um escore 0.92 e a predi¢do para essa
substituicdo foi de uma alteracdo tolerada. Na analise pelo Polyphen, foi encontrado o escore
0.246 e a variacdo foi considerada benigna. Foi realizada a comparacdo por homologia da
sequéncia de aminoacidos da claudina-16 do Homo sapiens com diferentes espécies de
vertebrados e observou-se que a regido da fenilalanina 85 é bem conservada (figura 10).

Como a doenca € autossdmica dominante causada por mutacbes em homozigose ou
heterozigose composta, descartou-se a hipotese de que a causa da doenga estivesse ligada a
uma Unica variagao de sequéncia e a regido do promotor do gene foi seqienciada. Na regido
do promotor foi encontrado apenas um polimorfismo com substituicdo T>C, que ja foi

relatado com uma frequéncia de 6 a 27% em diversas populacdes (figura 9).
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Gene CLDN16 (ENSG00000113946)

Regido Alteragdo Cédon Resultado do sequenciamento Referéncia Frequéncia
Resultado Cromatograma Posicédo

T 6 T AT G C A C

Polimorfismo
Promotor c.-1533 T>C Regido do Rs62278697 6% a 27%
promotorregido

3:190104396

Exon 1 c.255 C>G TTC>TTG SNV 0,02%
Rs149116671
F85L

3:190106163

Figura 9: VariagGes de sequéncia encontradas no gene CLDN16 no paciente 3. Na regido do promotor, foi observado apenas

um polimorfismo j& relatado. No exon 1, a substituicio em heterozigose da base 255 substituiu a fenilalanina 85 por uma

leucina.

/ axszs]mTass?aam
Homo sapiens (homem) Cc F F A|FI|F s A ¢
Callithrix jacchus (sagui) - . - * -
Ailuropoda melonoleuca (urso panda)
Equus caballus (cavalo)

| - Canis lupus familiaris (cdo)
olon ol20 ola0 ol60 oleo 1w Bos taurus (boi)

Mus musculus (camundongo) . . . . . . . . .

k Rattus novergicus (rato) - - - - - - - * j

Figura 10: Resultado da andlise da substituicdo F85L na CLDN16 pelo programa POLYPHEN. Foi atribuido o escore 0.246
considerando a substituicdo provavelmente benigna. A regido da fenilalanina 85 na claudina 16 do Homo sapiens € bem

conservada em diferentes espécies de vertebrados (.) Area conservada (*) Aminoéacido diferente.

No sequienciamento do gene CLDN19, foram encontradas duas variagdes de sequéncia
em heterozigose composta localizadas nos exons 1 e 2. No exon 1, foi observada a
substituicdo G>A na base 59, substituindo a glicina 20 por acido aspartico (G20D). A mesma
variacao foi encontrada em heterozigose no pai. No exon 2, ocorreu uma substituicdo T>G na
base 269, resultando na substituicdo da leucina 90 pela arginina (L90R). Essa variagédo foi
herdada da mée que também era heterozigota (figura 11).

No seqlienciamento dos genes CLDN16 e CLDN19 da irmd ndo afetada (Il1-2),
nenhuma dessas variacdes de sequéncia foi encontrada. O paciente apresentou problemas de
crescimento até os 15 anos de idade. Porém, no ultimo ano, cresceu 13cm e atingiu altura

compativel com a idade.
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Gene CLDN19 (ENSG00000164007)

Regiao Alteracao Cédon Resultado do sequenciamento Referéncia Frequéncia
Tipo Resultado Cromatograma Posicéao
Mutacéo ja relatada em
c.59 G>A G T G G NC AR TC Mutacéo homozigose
Exon 1 GGC>GAC rs 118203979 (Konrad et al, 2006)
heterozigose 1: 43205676 e heterozigose composta
G20D (Faguer et al, 2010; Haisch
etal, 2011)
.260 T>G t 1T € € N G G 6 C
Exon 2 CIG>CGG Né&o relatada N&o relatada
heterozigose
L9OR 1:43204211

Figura 11: VariagBes de sequéncia encontradas no gene CLDN19 no paciente 3. No exon 1, uma mutagao que ja relatada em

homozigose e em heterozigose composta, com substituicdo da glicina 20 por acido aspartico e no exon 2, uma alteragdo ainda

né&o relatada na literatura, com substituicdo da leucina 90 por arginina.

A anélise da variagdo G20D pelo SIFT deu um escore 0 indicando uma substitui¢cdo ndo

tolerada e a andlise pelo Polyphen deu o escore 0.998

indicando, uma alteragéo

provavelmente nociva a funcéo da proteina. Na analise de homologia da claudina 19 do Homo

sapiens com diferentes espécies de vertebrados, foi observada uma conservacdo na regidao da

glicina 20 (figura 12).

-

This mutation is predicied tobe PROBABLY DAMAGING  with a score of 0.938 (sensitivity: 0.27; specificiy: 0.99)

Homo sapiens (homem)

Monodelphis domestica (opossum)
Ornithorhyncus anatinus (ornitorrinco)
Gallus gallus (galo)

Oryctolagus cuniculus (coelho)

Canis lupus familiaris (cao)

Mus musculus (camundongo) *
Macaca mullata (macaco)

22

Figura 12: Resultado da andlise da substituicdo G20D no CLDN19 pelo programa POLYPHEN. Foi atribuido o escore 0.999

considerando a substituicdo provavelmente nociva. Foi observado um padrdo de conservacdo da regido da glicina 20 em

diferentes espécies de vertebrados (.) Area conservada (*) Aminoacido diferente.

Para a substituicdo L9OR, a analise pelo SIFT deu um score de 0.01 indicando uma

alteracdo ndo tolerada e a andlise pelo Polyphen deu o escore 0.994 com predicao de que essa
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alteracdo seja provavelmente nociva a estrutura e fungédo da proteina. A leucina 90 também ¢é

um aminoacido conservado entre diferentes espécies de vertebrados (figura 13).

/ 86 87 88 89 90 91 92 93 94\

Homo sapiens (homem) v A Vv Llillle F v a
Monodelphis domestica (opossum) ¥ 2 *

This mutabion s predicied fobe PROBABLY DAMAGING  with a score of 0.994 (sensitivity: 0.88; specicity orni thorhyncus anatinus (ornitorrinco)

- Gallus gallus (galo)

) ) ) ) ) 10 Oryctolagus cuniculus (coelho)

Canis lupus familiaris (cao)
Mus musculus (camundongo) L * . 4 @ ; *

k Macaca mullata (macaco) . . * . . . LA /

Figura 13: Resultado da andlise da substituicio L90R no CLDN19 pelo programa POLYPHEN. Foi atribuido o escore 0.994

considerando a substituicdo provavelmente nociva. A leucina 90 é um aminoacido conservado entre diferentes espécies de

vertebrados (.) Area conservada (*) Aminoacido diferente.

A paciente 4 (111-3) tem atualmente 4 anos de idade. Quando o paciente 3 iniciou o
acompanhamento odontoldgico ela era recém nascida. Ela foi diagnosticada ha 2 anos atras,
aos 2 anos de idade. Apresenta nefrocalcinose bilateral, evolui com elevacdo do PTH (quadro
resumo na figura 3) mas apresenta bom estado de satde geral e sem sinais de perda da funcéo
renal (estagio 1).

Ao exame odontoldgico, apresentou hipoplasia nos caninos deciduos (figura 14). Ainda
ndo foi concluida a analise de variacdo de sequéncia dos genes CLDN16 e CLDN19 dessa

paciente.

Figura 14: Manifestag6es bucais da paciente 4. Hipoplasia em caninos deciduos. Alteracédo de cor do dente por pigmentacéo
extrinseca.
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" G20D
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L85F .
CLDN16 CLDN19 CLDN16 CLDN19
1110 ‘ =L
1H:1 :2 13
PACIENTE 3 PACIENTE 4
NAO
" G200 CONCLUIDO
L85F® ®Lo0R

CLDN16 CLDN19  CLDN16 CLON19

Figura 15: llustragdo das variacdes de sequéncia encontradas na familia dos pacientes 3 e 4. No gene CLDN16, a alteracao
L85F em heterozigose foi herdada do pai (heterozigoto). No gene CLDN19, a alteracdo G20D em heterozigose foi herdada do
pai (heterozigoto) e a alteracdo L90R, também em heterozigose, foi herdada da méae (heterozigota). A irm& saudavel nao

apresentou qualquer alteracao. A analise da paciente 4 ndo foi concluida.



40

5.1.3 Paciente 5:

Paciente do género masculino (IV-8), atualmente com 10 anos de idade, é o segundo

de quatro filhos de pais ndo consanguineos (figura 16).

H:9 10 N1 112 113 W14 |15 ne1e n:17 11:18

=1 | 2

n:3 | n:4

1:5 6

n:z [ n:s

Vi1 Iv:2 v:3 V4 IV:5 IV:i6  IV:7 IV:8 IVI9ilV:101V:11 1IV:121V:13IV:14 IV:15

/

FHHNC

Figura 16: Heredograma da familia do paciente 5. Ndo ha histéria de consangiiinidade. Ndo ha outros membros na familia

afetados.

O paciente foi diagnosticado com FHHNC desde os 3 meses de idade. Na época do
diagnostico, apresentava polidria, polidipsia e dores abdominais frequentes. Apresenta
comprometimento da funcdo renal com apenas 30% da funcdo (grau 3) e atraso no
crescimento pdndero-estatural. Ndo apresenta alteragdes visuais ou auditivas.

O irmdo mais velho (IV:7), com 13 anos de idade, apresenta uma ma formacgéo
congénita (rim em ferradura) e o irmdo mais novo (1V:10), com 6 anos de idade apresenta
elevadas taxas de acido Urico. Além disso, o paciente tem um irmao gémeo bivitelino (IV-9),
sem qualquer sintomatologia.

Na familia, foram relatados alguns outros membros com alteragdes renais que nao
foram objeto de estudo nesse trabalho. A histéria familiar revelou casos de nefrolitiase em
todos os tios da familia paterna. De acordo com relatos, um primo da familia materna (1V:14)
apresenta ma-formacdo renal, um tio paterno (I11:13) apresenta nefrolitiase e paralisias

temporarias, e o tio avd materno (I1:5) possui rim hipoplasico e historia de defeitos de
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desenvolvimento do esmalte dentario (atualmente faz uso de proétese total). Esses dados foram
obtidos por relatos mas nao foram confirmados.

No 10° més de vida, a calcemia e magnesemia decresceram significativamente e o
paciente apresentou convulsdes, pneumonia e anoxia cerebral. Atualmente, os niveis de PTH
e acido Urico estdo elevados. O paciente faz uso de quelato de magnesio, citrato de potassio e
hidroclorotiazida.

Foram observados defeitos hipoplasicos em caninos deciduos e hipoplasia severa em
todos os dentes permanentes (Figura 17). O tecido gengival apresentou aspecto normal, e ao
exame radiografico ndo foram observadas alterac6es radiculares, esqueléticas ou calcificactes

intrapulpares. A cronologia de erupgdo também estava normal.

14/10/02 13:45:27
P108 4MHz C358

GE

RIN ESQUERDO

Figura 17: Manifestacdes bucais do paciente 5 e imagem de ultrassonografia. Hipoplasias severas no esmalte dos incisivos e
molares com areas com completa auséncia de esmalte (figuras a-c). Exame de ultrassonografia evidenciando as imagens

ecogénicas sugestivas de nefrocalcinose (Figura d)
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Na analise de variacdo de sequéncia, como 0 paciente ndo apresentava alteragdes
visuais, 0 CLDN16 foi considerado o principal gene candidato. No sequenciamento do gene
CLDN16, foi encontrada uma substituicdo em heterozigose na base 255 do exon 1 (C>G),
resultando na substituicdo da fenilalanina 85 por uma leucina (F85L). Essa variacdo nao foi
encontrada nos pais nem no irmdo saudavel, sugerindo ser uma alteracdo de novo. Essa
variacdo foi considerada tolerada e benigna pelos programas SIFT e POLYPHEN. A
comparacdo entre as espécies demonstrou ser uma regido conservada. Essa alteracdo foi a
mesma encontrada no paciente 3 (resultados das analises ja ilustrado anteriormente na figura
10).

Como s0 foi encontrada essa alteracdo no seqlienciamento do gene CLDN16, a regido
do promotor do gene também foi seqlienciada e foram encontradas duas variagbes de

sequéncia ja relatadas como SNP’s com frequéncia variada dependendo da populacédo

estudada (figura 18).
Gene CLDN16
Regi&o Alteragao Cédon Resultado do sequenciamento Referéncia Frequéncia
Tipo Resultado Cromatograma Posicao

T A G C N T G A 1

Promotor c.-1606 G>A Rs6764454 14% a 29%
Regido do
promotor 3:190104303

T G T =] & G C ] C
A J2A T [ I N dJ Rs62278697

Promotor c.-1533 T>C 6% a 27%
Regido do 3:190104376
promotor

T T T T NTCT G I

Exon 1 c.255 C>G TTC>TTG SNV 0.,02%
Rs149110071
F85L 3:190106163

Figura 18: Variagdes de sequéncia encontradas no gene CLDN16 no paciente 5. Na regido do promotor, foram observados

dois SNP’s ja relatados. No exon 1, a substituicdo em heterozigose da base 255 afetou a fenilalanina 85, codificando uma

leucina. Essa variacao foi reportada como um SNV.

Em seguida, foi realizado o sequienciamento do gene CLDN19. Foram encontradas trés

variacdes de sequéncia em heterozigose nos exons 1, 3 e 4. No exon 1, foi observada uma
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substituicdo na base 59 (G>A), substituindo a glicina 20 por acido aspartico (G20D) (figura
20). Esse alelo foi herdado da mde que também era heterozigota para essa variacdo de
sequéncia. Essa alteracdo foi a mesma encontrada no paciente 3 e todas as analises pelo
SIFT e Polyphen sdo idénticas as ja descritas (figura 12).

No exon 3, foi encontrada uma mutacdo silenciosa com substituicdo de base C>T, sem
ocorrer modificacdo da serina 152. No exon 4, ocorreu uma substituicdo da base 599 (G>A),
resultando na substituicdo da arginina 200 por uma glutamina (R>Q). Essa alteracdo ja foi
relatada como um SNV em menos de 1% da populacdo. Essa variacdo ndo foi encontrada nos
pais nem no irmédo gémeo, sugerindo uma alteracdo de novo (figuras 19 e 21).

A analise pelo SIFT da substituicdo R200Q indicou ser uma alteracdo tolerada com
escore de 0.61 e a andlise pelo Polyphen atribuiu um escore 0.023 com predic¢do de ser uma
alteracdo benigna. No pareamento por homologia da claudina-19 do Homo sapiens com outras
espécies de vertebrados, observou-se que a regido da arginina 200 ndo € uma regido

conservada (figura 20).

Gene CLDN19 (ENSG00000164007)

Regido Polimorfismo Cédon Resultado do sequenciamento Cromatograma Referéncia Frequéncia
Resultado Posicao
G T G G N C A T C Mutacéo ja relatada em
c.59 G>A Mutagao homozigose (Konrad et
Exon 1 GGC>GAC rs 118203979 al, 2006) e

heterozigose 1: 43205676 heterozigose (Faguer
G20D et al, 2010; Haisch et
al, 2011)
= A A G c A =
c.456 C>T T T J 9 1T 9 T N&o relatada
Exon 3 AGC>AGT Néo relatada
heterozigose 1:43203895
S152S
(sindnima)
T AR

A C
d
T C N GC CT

¢.599 G>A SNV
Exon 4 CGG>CAG rs116804195

heterozigose <1%
R200Q 1:43201576

Figura 19 — Variagdes de sequéncia encontradas no gene CLDN19 no paciente 5. No exon 1, a da base 59 (G>A), provocou a
substituicdo da glicina 20 por &cido aspartico. No exon 3, foi encontrada uma mutag&o sinénima e no exon 4, ocorreu uma

substituicdo da base 599 (G>A), resultando na substituicdo da arginina 200 por uma glutamina.



44

/ 196

Homo sapiens (homem) P
Monodelphis domestica (opossum) *
Ornithorhyncus anatinus (ornitorrinco) -

- Gallus gallus (galo) ¥

000 0,20 0,40 0,60 0,80 1.0 Danio rerio (peixe) *

Canis lupus familiaris (cdo)
Mus musculus (camundongo) v

k Macaca mullata (macaco)
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Figura 20 - Resultado da analise da substituicio R200Q no CLDN19 pelo programa POLYPHEN. Foi atribuido o escore 0.023

considerando benigna a substituicdo R200Q. A arginina 200 € um aminoacido pouco conservado entre diferentes espécies de

vertebrados (.) Area conservada (*) Aminoacido diferente.

®G20D
CLDN16 CLDN19 CLDN16 CLDN19
AN
Ne /
11:10 1n:11
—e
V7 Iv:8 vV:9
PACIENTE 5
® G20D
L85F®
= R200Q
CLDN16 CLDN19  CLDN16 CLDN19

IV:10

Figura 21: llustracdo das varia¢Bes de sequéncia encontradas na familia do paciente 5. No gene CLDN16, a variagéo L85F em

heterozigose n&o foi encontrada nos pais (alteracdo de novo). No gene CLDN19, a alteragdo G20D em heterozigose foi

herdada da mée e a variagdo R200Q também n&o foi observada nos pais (de novo). O irmdo gémeo bivitelino e saudavel nao

apresentou qualquer alteracdo. A ilustrac@o sugere que a alteracdo G20D e R200Q estejam no mesmo alelo, mas isso ainda

néo foi comprovado.
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5.1.4 Paciente 6:

Paciente do género feminino (figura 22 - IlI:4), filha de pais consangiiineos em
primeiro grau, foi diagnosticada com FHHNC tardiamente aos 20 anos de idade. Os primeiros
sinais e sintomas se iniciaram aos 18 anos de idade. A paciente apresentou sintomas de
hipocalcemia e os exames bioquimicos revelaram PTH elevado, hiperuricemia e dislipidemia.
Aos 20 anos, novos exames revelaram hipomagnesemia, hipercalcitria e nefrocalcinose.
Evolui com comprometimento moderado da funcéo renal (estagio 3) mas encontra-se estavel
no momento. A densitometria 6ssea revelou osteoporose na cabeca do fémur. Néo apresenta

alteracdes auditivas e apresenta miopia leve (quadro com resumo das alteragdes na figura 3).

8
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Figura 22: Heredograma da familia da paciente 6. Pais primos em primeiro grau. Sem outros membros afetados na familia.

Ao exame intrabucal, observou-se que os dentes permanentes apresentaram opacidades
difusas, com éareas de opacidades restritas e perda de estrutura provavelmente decorrente de
desgaste dentario por atricdo. O tecido gengival apresentou aspecto normal (figura 23). Ao
exame radiografico ndo foram observadas alteragdes radiculares ou calcificacdes

intrapulpares.
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Figura 23 - Manifestagdes bucais da paciente 6. Opacidades difusas com areas de opacidades restritas e difusas em toda a

denticdo permanente.

O sequenciamento do gene CLDN16 se limitou a regido do promotor e do exon 1 pois
nédo foi possivel se amplificar os exons 2, 3, 4 e 5 na reacdo de PCR, indicando uma possivel
delecdo do gene. O sequencimento da regido promotora do gene CLDN16 nao revelou
qualquer alteracéo de sequéncia e também n&o foi detectada qualquer alteracdo no exon 1.

As regides codificantes e juncdes intron-exon do gene CLDN19 foram completamente

sequenciadas. O CLDN19 néo apresentou qualquer variagao de sequéncia.
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5.2 Pacientes com ATRd e nefrocalcinose

Os pacientes 7, 8 e 9 apresentaram ATRd com NC. Os pacientes 7 e 8 apresentaram

surdez neurosensorial e o paciente 9 apresentou audi¢do normal.

5.2.1 Paciente 7:

Paciente do género feminino, 17 anos de idade, filha mais nova de trés filhos de pais
ndo consangliineos e saudaveis. O diagnostico de nefrocalcinose e ATRd foi realizado aos 6
meses de idade apds episodio de anemia e pneumonia recorrente. Desde entdo, vem sendo
tratada com bicarbonato de sodio e citrato de potassio. Apresenta funcdo renal preservada e
evolui sem outras alteracdes. Os dois irmaos mais velhos sdo saudaveis. Aos 8 anos de idade,
foi diagnosticada surdez neurosensorial e a paciente iniciou a utilizagdo de aparelho auditivo.
A paciente também apresenta miopia leve.

Ao primeiro exame odontoldgico, a paciente apresentou caninos e segundos molares
deciduos com hipoplasias e opacidades difusas. Na denticdo permanente, 0s incisivos centrais
permanentes superiores e inferiores apresentaram pequenos pontos hipoplasicos (figura 24).
Os outros dentes apresentaram esmalte normal. O tecido gengival apresentou aspecto normal
e a cronologia de erupgdo ndo apresentou alteragcbes. Nao foram detectadas calcificacGes
pulpares ao exame radiografico. Nenhum dos irmdos apresentou manifestagdes bucais

semelhantes.
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Figura 24 — Manifestagdes bucais do paciente 7. Nos molares deciduos foram observadas opacidades e pontos hipoplasicos.
Os incisivos permanentes apresentaram hipoplasias em forma de pontos na regido incisal dos incisivos centrais superiores e
incisivos centrais e laterais inferiores.
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5.2.2 Paciente 8:

Paciente do género masculino (V:1), 17 anos de idade, filho de pais primos em terceiro

grau. Unico membro da familia afetado (figura 25).

T

Hn:1 n:2

a6 &

v:1 vV:2 v:3

v:4 IV:5

AVl V2 Vi3 V4

Acidose tubular renal distal com nefrocalcinose e surdez neurosensorial

Figura 25: Heredograma da familia do paciente 8. Os pais séo primos em terceiro grau e ndo ha outros membros da familia

afetados.

Desde o terceiro més de vida, o paciente apresentou dificuldade de ganho de peso e foi
tratado como se fosse portador de desnutri¢do cronica. Aos 5 anos de idade, foi diagnosticada
surdez neurosensorial e o0 paciente passou a utilizar aparelho auditivo.

Aos 8 anos de idade, apos episodios de tetania e atraso no crescimento pondero-
estatural, exames bioquimicos revelaram acidose metabolica hiperclorémica, hipocalemia,
hipocalcemia e osteopenia. Ao exame de ultrassonografia, foi detectada nefrocalcinose mas a
funcgéo renal estava preservada. O paciente foi diagnosticado com ATRd e nefrocalcinose com
surdez neurosensorial.

Atualmente, o paciente faz uso de citrato de potassio, bicarbonato de sodio e cloreto de
potassio e evolui sem complicacGes. A familia relata que um primo (V:3) também tem

problemas renais mas ndo souberam fornecer detalhes.
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Ao exame odontologico, foi observada cronologia de erupcao normal, porém os dentes
apresentavam-se com descoloracdo amarelada e hipoplasias generalizadas na forma de pontos
(figura 26). Muitos dentes ja tinham recebido prévio tratamento restaurador. Apesar de
apresentar muitos defeitos em esmalte, o paciente ndo apresentava lesdes cariosas. O tecido
gengival apresentava—se saudavel, e ndo foram observadas calcificacGes intra-pulpares. A

avaliacdo oftalmoldgica ndo detectou alteracoes.

Figura 26: Manifestacdes bucais do paciente 8. Descoloragdo amarelada com hipoplasias severas na forma de pontos.
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5.2.3 Paciente 9:

Paciente do género masculino com 29 anos de idade, filho Unico de pais néo
consanglineos. Foi diagnosticado aos 4 de idade com ATRd e nefrocalcinose bilateral.
Apresenta retardo mental. Atualmente, sua funcdo renal estd levemente comprometida (68,7
mL/min/1,73m?), e apresenta hiperuricemia, proteindria, PTH levemente reduzido, acidose
metabolica controlada com bicarbonato de sédio.

Ao exame intrabucal, foi observada malocluséo do tipo classe 111, gengiva com aspecto
normal com leve inflamacdo em regides com acumulo de biofilme bacteriano, opacidade
difusa no terco incisal e médio de toda a denticdo permanente, conferindo um aspecto
esbranquicado aos dentes, pequenos pontos hipoplasicos na face vestibular do incisivo central

esquerdo e lateral direito, e hipoplasia no terco médio dos caninos (figura 27). Ao exame

radiografico, ndo foram observados célculos intrapulpares.

Figura 27: Manifestagbes bucais do paciente 9. Opacidade difusa em toda a denticAo permanente. Pequenos pontos
hipoplasicos na face vestibular dos dente 21 e 41, depressdo hipoplasica nos caninos. Prognatismo mandibular com
malocluséo.
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5.3 Paciente com deficiéncia da anidrase carbonica Il e osteopetrose com nefrocalcinose

5.3.1 Paciente 10

Paciente do género feminino com 15 anos de idade, filha dnica de pais néo
consanguineos. Foi diagnosticada logo ap6s o nascimento. Apresenta calcificacdes cerebrais
com retardo mental, osteopetrose, nefrocalcinose e acidose tubular renal distal. Ao exame
oftalmoldgico, foi diagnosticado estrabismo e fotossensibilidade. Possui deficiéncia auditiva
do tipo condutiva com surdez total do lado esquerdo e parcial do lado direito.

As manifestacbes bucais incluiram maloclusdo, mordida aberta anterior, palato
profundo, retencdo de dentes deciduos, atraso na cronologia de erupcdo dentaria, dentes

permanentes retidos, Al do tipo hipoplasica com pontos e depressbes afetando dentes

deciduos e permanentes. A gengiva apresentou aspecto normal (figura 28).

Figura 28: Manifestagfes bucais da paciente 10. Mordida aberta anterior. Alteragcdo na cronologia de erupcéo dentaria com
retencéo de dentes deciduos. Hipoplasias na denti¢éo decidua e na denticdo permanente.
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6 DISCUSSAO

O objetivo geral desse trabalho foi descrever as manifestacdes bucais de pacientes com
algum tipo de doenca renal hereditaria e nefrocalcinose. Assim, todos 0s pacientes que
preenchiam os critérios de inclusdo atendidos em trés unidades publicas de servico da area
metropolitana de Brasilia foram encaminhados para a avaliacdo odontoldgica. O estudo
incluiu um total de 10 pacientes e seus familiares diretos com 3 tipos de doencas: FHHNC,
ATRd com e sem surdez e deficiéncia da ACII com ATRd e osteopetrose. O pequeno
tamanho da amostra pode ser explicado pela raridade da doenca, por uma sub-notificacdo dos
casos, ou pela baixa procura por tratamento na rede publica de assisténcia. Porém, ndo ha
dados epidemioldgicos que indiquem a prevaléncia dessas doencas no Distrito Federal.

Esse estudo relata pela primeira vez, as manifestacGes bucais de um grupo maior de
pacientes com FHHNC e com ATRd e nefrocalcinose. Além disso, contribui com mais um
relato de caso de uma paciente com deficiéncia da ACII, osteopetrose e nefrocalcinose. Em
graus variados de tipo e severidade, todos o0s pacientes apresentaram defeitos de
desenvolvimento do esmalte. Devido a complexidade dos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na amelogénese e a diversidade de fatores que podem interferir nesse processo,
ndo foi objetivo desse estudo definir a etiologia dos defeitos. A andlise de variacdo de
sequéncia com abordagem de genes candidatos que foi realizada nos pacientes com FHHNC
que apresentaram fendétipo de Al teve, como objetivo, definir o diagnéstico da FHHNC para
direcionar investigagdes futuras sobre a etiologia dos defeitos de esmalte nesses pacientes.

Nenhum dos pacientes com FHHNC desse estudo apresentou o fenétipo descrito por
Cetrullo et al (2006) e apenas uma paciente com ATRd apresentou 0 mesmo fendtipo descrito
por Elizabeth et al (2007). A paciente com deficiéncia da ACII apresentou fenotipo

semelhante ao previamente descrito por Ismail et al (1997).
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Em pacientes com FHHNC e HOMGS5, varios trabalhos tém descrito as manifestacdes
clinicas e realizado a anélise de mutacdo, mas até 0 momento, apenas um estudo descreveu as
manifestacdes bucais encontradas em duas irmas chinesas com FHHNC. A analise de
mutacdo ndo foi realizada e o diagnostico foi essencialmente clinico. Elas foram
diagnosticadas aos 14 e 18 anos de idade e apresentaram maloclusdo tipo Il de Angle,
mordida aberta anterior, mordida cruzada posterior, hipoplasias severas no esmalte,
descoloracdo amarelada, gengivite, e periodontite agressiva (Cetrullo et al, 2006). Nenhum
dos seis pacientes desse estudo apresentou doenca periodontal, mordida aberta anterior, ou
maloclusdo tipo Ill, indicando que essas alteracdes ndo fazem parte do fendtipo da doenca e
podem estar relacionadas a outros fatores, como a etnia dos pacientes, por exemplo. Néo se
pode excluir a possibilidade de as manifestacdes serem dependentes do local e da proteina
mutada. Seria importante a realizacdo de um estudo clinico de correlacéo fenotipo-gendtipo.

Ainda ndo ha estudos que demonstrem o efeito tanto da hipomagnesemia como da
hipercalcidria sobre a amelogénese. Estudos prévios ja identificaram ATPases de célcio e
magnésio na membrana de ameloblastos durante a fase de maturacdo e concluiram que elas
tinham papel no mecanismo ativo de aporte de calcio até a frente de mineralizacdo (Salama et
al, 1987; Salama et al, 1989). O magnésio é um céation essencial para diversas funcGes
celulares, mas ainda ndo se sabe se ele € um mineral importante para a composi¢do do
esmalte.

Diversos trabalhos demonstram que quadros persistentes de hipocalcemia induzem
a hipoplasias de esmalte (Sarnat & Moss, 1985; Lozupone & Favia, 1989; Limeback et al,
1992; Bonucci et al, 1994; Acevedo et al, 1996; Chardin et al, 1998; Nanci et al, 2000;
Acevedo et al, 2002; Yamaguti et al, 2005), mas nenhum paciente desse estudo apresentou

hipocalcemia persistente. As pacientes 4 e 6 apresentaram hipocalcemia quando
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diagnosticadas que foi corrigida com a medicacdo. Além disso, 0 aumento do PTH nesses
pacientes mantém o nivel do calcio sérico constante.

Sabe-se que nesses pacientes, a resposta ao tratamento ainda € um desafio. Apesar
de medicados, 0s pacientes ndo conseguem manter a magnesemia e controlar a perda de
calcio. A hipercalcitria costuma diminuir com o tratamento com tiazidicos, mas isso nédo
parece atenuar a progressao para perda da funcédo renal e o aumento do PTH (Kari et al,
2003). A resposta a suplementacdo com magnésio pode ser positiva, e tende a diminuir com a
progressédo para a perda da funcgéo renal (Zimmermann et al, 2006). Mas em alguns casos, ela
pode apenas diminuir a velocidade da progressdo da doenca (Kari et al, 2003). Em geral,
esses pacientes entram em insuficiéncia renal cronica ainda na adolescéncia.

Em criangas com insuficiéncia renal cronica, uma maior prevaléncia de pequenos
defeitos de desenvolvimento do esmalte e até hipoplasias severas tém sido relatada (Nunn et
al, 2000; Al-Nowaiser et al, 2003). Porém, um estudo com 30 criancas e adolescentes
brasileiros ndo observou essa associagdo (Martins et al, 2008). Apesar da causa dos defeitos
serem atribuidas ao disturbio de calcio e fosfato e a desnutricdo nesses pacientes, a grande
variedade de patologias renais que podem estar associadas a progressdo para a insuficiéncia
renal crénica em criangas dificulta a discussao dos resultados desses estudos. Descrigdes mais
detalhadas sdo necessarias para se tentar definir a etiologia dos defeitos de esmalte em
pacientes com doencas renais cronicas.

Nesse estudo, com excecdo da paciente 4, todos 0s pacientes ja apresentavam perda
da funcéo renal quando diagnosticados, mas os defeitos foram bastante heterogéneos, ndo
sendo possivel estabelecer correlagdo de causa e efeito entre o grau de severidade, a idade do
diagnostico, os achados bioquimicos e o grau de comprometimento da funcdo renal. Os

defeitos mais severos foram observados no paciente 3, que foi diagnosticado e tratado depois
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dos 8 anos de idade, e no paciente 5, que foi diagnosticado e tratado desde os 3 meses de
idade.

Esses achados sugerem que a etiologia dos defeitos de desenvolvimento do esmalte
nos pacientes com FHHNC néo esteja ligada somente aos disturbios de homeostase sistémicos
e tenha um mecanismo molecular diretamente envolvido na patogénese da doenca. Sabe-se
que diferentes isoformas da claudina estdo expressas nos ameloblastos durante a amelogénese
(Joao & Arana-Chavez, 2004; Bello et al, 2007; Inai et al, 2008; Hata et al, 2010), mas as
isoformas 16 e 19 ainda ndo foram identificadas. Estudos de imunolocalizacdo dessas
proteinas em ameloblastos poderdo contribuir para melhor entendimento sobre a etiologia dos
defeitos de desenvolvimento do esmalte encontrados em pacientes com FHHNC.

Nesse estudo, os pacientes 1 e 2 também apresentaram diabetes tipo I. A associacdo de
diabetes tipo | com FHHNC nunca foi relatada na literatura. Ela pode ndo estar relacionada a
FHHNC, mas precisa ser melhor investigada. Ambos foram tardiamente diagnosticados
quando o esmalte de quase todos os dentes permanentes ja estava formado. Porém, esses
pacientes apresentaram os menores defeitos, incluindo apenas leves opacidades difusas e
restritas sem relacdo cronolégica. Ndo ha dados sobre o periodo em que se iniciou 0
comprometimento renal, mas desde a época do diagnostico aos 9 e 7 anos de idade foi
constatado comprometimento leve estagio 2. Esses pacientes ainda ndo foram submetidos a
analise de variacao de sequéncia.

A manifestacdo de um fenotipo de Al hipomaturada e hipoplésica severa no paciente 3
estimulou a busca pela identificacdo do fator etiolégico. Como seu diagndstico inicial ndo
estava definido e estudos experimentais ja haviam relatado a associagdo de hipoplasia e
hipomaturacdo de esmalte em animais transgénicos para a AE2 (Lyaruu et al, 2008; Paine et

al, 2008), o gene SLC4AZ2 foi sequienciado. Como sé foram encontrados dois SNP’s com
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mutacdo sindnima na regido codificante e um SNP na juncao intron-exon, seu envolvimento
na patogénese da doenca foi descartado.

No gene CLDN16, foi encontrada a substituicdo da fenilalanina 85 por uma leucina
(F85L). A fenilalanina 85 se localiza no primeiro dominio transmembrana da claudina-16 e
essa alteracdo ja foi relatada como um SNV aparentemente tolerado e benigno. A substituicdo
desse aminoacido aromatico por um aminoacido alifatico e apolar ndo parece ser prejudicial,
mas quando a claudina-16 de diferentes espécies de vertebrados sdo pareadas, é observado um
padrdo de conservacao nessa regiao.

No gene CLDN19, foram encontradas mais duas variacfes: uma herdada do pai no
exon 1 (G20D), e outra herdada da mée no exon 2 (L90R). A alteracdo encontrada na glicina
20, com substituicdo por asparagina ja foi relatada em pacientes afetados tanto em
homozigose (Konrad et al, 2006; Faguer et al, 2010) como em heterozigose composta em
familias com ascendéncia européia (Faguer et al, 2010; Haisch et al, 2011). Faguer et al
(2010) relataram a heterozigose composta G20D e V44M e Haisch et al (2011) relataram a
associacdo G20D e P28L.

A glicina 20 da claudina-19 é um aminodcido conservado entre as espécies. Além
disso, a substituicdo de um residuo alifatico apolar por um residuo carregado negativamente
pode alterar drasticamente a conformacédo protéica. Um estudo funcional em cultura celular
demonstrou que a claudina-19 mutante G20D fica retida no citoplasma na regido perinuclear e
ndo é exportada para a membrana (Konrad et al, 2006).

A segunda variacdo com a substituicdo da leucina 90 por uma arginina (L90R)
nunca foi relatada. A leucina 90 se localiza no segundo dominio transmembrana em uma
regido muito conservada na claudina-19 de diferentes espécies. Nesse mesmo aminoacido, um
estudo relatou substituicdo da leucina 90 por uma prolina (L90P) em homozigose e a

reconstrucdo tridimensional computadorizada indicou que essa alteracdo poderia afetar toda a
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estrutura secundaria da proteina rompendo a regido das a-hélices (Konrad et al, 2006). No
presente estudo, ocorreu a substituicdo da leucina por uma arginina, trocando um grupo
alifatico apolar por um grupo carregado negativamente. Outros estudos s@o necessarios para
verificar o efeito do acumulo da substituicdo em heterozigose F85L, no gene CLDN16, com
as substituicdes L90R e G20D, no gene CLDN19. Ainda nao ha relatos de mutacGes em
heterozigose envolvendo o gene CLDN16 e CLDN19 simultaneamente. A irma saudavel ndo
apresentou qualquer dessas variagoes.

A irmad afetada do paciente 3, paciente 4, apresentava hipocalcemia quando foi
diagnosticada. Porém, como ela ainda esta na denticdo decidua, foram observados apenas
pequenos defeitos hipoplasicos nos caninos. Em geral, os dentes deciduos de pacientes com
distdrbios renais sdo pouco afetados porque o esmalte desses dentes é formado ainda no
periodo embrionério e a nutricdo fetal é provida pela placenta com o suprimento sanguineo
materno (Koch et al, 1999; Nunn et al, 2000). Os defeitos mais frequentemente observados
em dentes deciduos sdo, de fato, nos caninos, em virtude do término de sua amelogénese
ocorrer no periodo pés-natal (Koch et al, 1999). A reavaliacdo da denticdo permanente podera
fornecer informacGes mais relevantes. Além disso, ressalta-se a importancia da intervencéo
médica para tentar realizar compensacéao nutricional e controle da homeostase de eletrélitos e
prevenir defeitos na denticdo permanente. A analise de variacdo de sequéncia dessa paciente
ndo foi concluida.

O paciente 5 apresentou um fenotipo de Al hipoplésica severa. Nesse paciente tambem
foi encontrada a substituicdo F85L na claudina-16 e a variagdo G20D na claudina-19. Além
disso, ele apresentou uma substituicdo na arginina 200 da claudina-19 por glutamina
(R200Q). As variacdes F85L e G20D ja foram discutidas anteriormente e a variagdo R200Q ja
foi relatada como uma SNV com frequéncia inferior a 1%. Tanto a variacdo F85L como a

R200Q néo foram observadas nos pais, sugerindo que sejam duas variacdes de novo.
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A arginina 200 esta localizada na regido citoplasmatica da claudina-19. A analise pelo
SIFT e Polyphen indicaram que a substituicdo seja tolerada e benigna, pois a regido nao é
conservada entre as espécies, mas a substituicdo de um aminoacido carregado positivamente
por um aminoacido polar pode provocar alguma alteracdo quando somada a outras
substituicdes. Outros estudos serdo necessarios para determinar o efeito somatorio de todas
essas variacOes de sequéncia. A mae, heterozigota para G20D ndo apresentou qualquer
manifestacdo clinica e o irmdo saudavel, ndo apresentou qualquer variacéo.

Na familia do paciente 5 foram relatados outros membros com problemas renais. Na
familia paterna, com excecdo dos pais, todos os tios apresentavam nefrolitiase, mas ndo foi
encontrada qualquer variacdo no CLDN16 e CLDN19 do pai. Um tio avd materno apresenta
defeitos de formacdo renal e relata defeitos de desenvolvimento do esmalte, mas esses
familiares ndo foram estudados nesse trabalho. Uma avaliacdo mais detalhada apos a
comprovacao da etiologia da doenca no paciente 5 devera ser realizada.

A paciente 6 foi tardiamente diagnosticada aos 20 anos de idade ja com 50% de perda
da funcdo renal e com um quadro de hipocalcemia e osteoporose, porém apresentou apenas
opacidades difusas e restritas e um fendtipo semelhante a Al hipomaturada. Na anélise de
variacdo de sequéncia, s foi possivel seqlienciar o exon 1 do gene CLDN16. A partir do exon
2 atée o exon 5, ndo foi possivel realizar a reacdo de PCR sugerindo uma delecdo génica.
Nenhuma alteracdo foi encontrada no gene CLDN19. Devido a suspeita de delecdo no
CLDN16, o DNA gendmico da paciente e dos pais sera submetido a uma analise com outra
técnica para deteccdo de possivel delecio dos exons 2 a 5. E importante ressaltar que a
paciente € filha de pais consangliineos em primeiro grau. Outros estudos serdo necesarios para
determinar se ocorreu, e onde se iniciou a delecéo.

O fenotipo renal de camundongos nocauteados para a claudina-16 € semelhante ao

exibido por pacientes com muta¢Ges no CLDN16, mas o fenotipo dentario também nédo tem
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sido descrito (Himmerkus et al, 2008; Shan et al, 2009). Em gados mutantes com delecdo de
parte do gene CLDNI16, os animais apresentam perda da funcdo renal precoce e
histologicamente, as células dos tabulos renais apresentam-se desorganizadas (Ohba et al,
2000). Os autores sugerem que a claudina-16 tenham um papel adicional na organizacdo do
epitélio tubular, o que explicaria a evolucdao para perda precoce da funcéo renal, mas isso
ainda nao foi comprovado em humanaos.

As variacdes de sequéncia com substituicdo de aminoacidos podem ocorrer mesmo
sem alteracdes clinicas significativas. Estima-se que cada pessoa seja heterozigota para cerca
de 24000 a 40000 substituicbes de aminoacidos e que mais de 50% das doencas genéticas
mendelianas sejam transmitidas por variacdes de sequéncia com substituicdo do aminoéacido
(Cargill et al, 1999). O efeito de todas as substituicdes encontradas nesse estudo, com excecao
da G20D, que ja foi confirmada por meio de estudos funcionais, devera ser confirmado. Além
disso, é importante avaliar individuos controle saudaveis brasileiros para se verificar a
frequéncia dessas alteracOes nessa populacdo e confirmar a associacdo dessas substituicdes
com a etiologia da doenga.

Todos os pacientes com ATRd e nefrocalcinose do presente estudo também
apresentaram defeitos de desenvolvimento do esmalte em diferentes graus de severidade e
tipo. Aparentemente, a severidade dos defeitos se correlacionou com o controle da acidose
metabolica. Os dois pacientes (pacientes 7 e 9) que foram diagnosticados logo depois do
nascimento e tratados com citrato e bicarbonato para prevenir a evolugdo da nefrocalcinose e
para corrigir a acidez metabolica, apresentaram 0s menores defeitos. No paciente 9, também
foi observado retardo mental e malocluséo classe 111, mas n&o foi possivel verificar se havia
alguma relagcdo com a doenca. Até o momento, ndo ha relatos na literatura.

O paciente 8, diagnosticado mais tardiamente aos 8 anos de idade, apresentou defeitos

hipoplasicos severos em toda a denticdo permanente. Quando procurou atendimento, o
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paciente apresentava hipocalemia e hipocalcemia importantes que podem ter contribuido para
a severidade dos defeitos. Em 2007, Elizabeth et al, relataram um fenotipo parecido com
hipoplasias severas na forma de pontos afetando toda a denti¢cdo permanente em uma paciente
com 20 anos que também havia sido diagnosticada aos 8 anos de idade. Os autores também
observaram mordida aberta anterior sem associacdo com fatores ambientais, sugerindo que
essa fosse uma das manifestacdes bucais da ATRd. No presente estudo, em nenhum dos trés
pacientes com ATRd e nefrocalcinose, foi observada mordida aberta anterior e nem todos 0s
pacientes apresentaram hipoplasias severas. Nos sujeitos avaliados, o grau de severidade dos
defeitos de desenvolvimento do esmalte variou em funcdo da época em que a doenca foi
diagnosticada e foi instituido o tratamento para corrigir a acidose metabolica. Um ndmero
maior de pacientes é necessario para confirmar essa associacgao.

Até 0 momento, nos pacientes com ATRd e nefrocalcinose com ou sem surdez, tém
sido relatadas mutacdes nos genes ATP6V1B1 e ATP6VOA4 (Karet et al, 1998; Karet et al,
1999; Smith et al, 2000; Alper, 2002). Em pacientes com ATRd, alteragbes visuais e
disturbios sanguineos, tém sido relatada mutagdes no gene SLC4A1 (Cheidde et al, 2003).
Nenhum desses genes tem sido estudado em pacientes com Al, mas o SLC4Al codifica a
proteina trocadora de anions AE1, que também é expressa por ameloblastos durante a
amelogénese (Lacruz et al, 2011b).

A ATP6V1 e ATP6VOA codificam subunidades da ATP6 que funciona como bomba
de prétons na membrana de células a-intercaladas do ducto coletor distal (Jefferies et al,
2008). Quando algum disturbio interfere nessa bomba de protons impedindo que a urina seja
acidificada, ocorre a ATRd, a qual tém sido relatada como uma das principais patologias
associadas a nefrocalcinose (Adams & Rowe, 1992; Mantan et al, 2007). A nefrocalcinose
nesses casos € causada pela acidose metabdlica cronica que diminui a secre¢do de citrato e

aumenta a excrecdo de célcio, criando um meio favoravel para a nefrolitiase e
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nefrocalcinose. Ainda ndo ha relatos sobre a expressdo dessas proteinas por ameloblastos.
Estudos futuros deverdo ser direcionados para a analise de mutacdo abordando o gene
candidato ATP6V1B1 nos pacientes 7 e 8 com surdez neurosensorial, e do gene ATP6VOA4
no paciente 9, sem surdez. Apos confirmado o diagndstico, estudos de imunolocalizacdo
dessas proteinas em ameloblastos poderdo contribuir para melhor compreenséo da etiologia
dos defeitos de desenvolvimento de esmalte em pacientes com ATRd e nefrocalcinose.

Esse trabalho relata um novo caso de deficiéncia da ACII com fenotipo semelhante
ao descrito anteriormente (Ismail et al, 1997). A severidade do quadro clinico e das
manifestacdes bucais pode ser explicada pela expressdo ubiqua da AC Il nos 0ssos, cérebro,
rins, eritrécitos, osteoclastos (Purkerson & Schwartz, 2007), e ameloblastos (Toyosawa et al,
1996; Wang et al, 2010).

No rins, a ACII é fundamental para a acidificacdo da urina no tabulo contorcido
proximal. Um mecanismo de co-transporte realiza a reabsorcdo de Na* e HCO3', e secrecio
de H* para o limen tubular. O trocador NHE3 participa dessa troca de Na* e H" com auxilio
da Na'/K*ATPase (Donowitz & Li, 2007). Ao reabsorver Na®*, ocorre secre¢io de H' no
limen tubular que se acopla ao HCOg', formando éacido carb6nico (H,COj3). Pela acdo da
Anidrase Carbonica IV (ACIV), rapidamente ocorre dissociacdo do H,CO3 em H,0 e CO,.
O CO; difunde-se rapidamente para o interior das células. Intracelularmente, esse CO;
combina-se com H,O por acdo da ACII, produzindo novamente, H,CO3, que se dissocia
produzindo H* e HCO;3 e liberando o H* para ser secretado no lumen. Dessa forma, uma
deficiéncia na ACII impede que essa reacdo seja catalisada e o pH plasmatico diminui e o
paciente entra em acidose metabdlica.

Nos osteoclastos, a ACII é importante para a criacdo de um meio acidico para regular
a atividade de reabsorcéo 0ssea. Por isso, os pacientes com deficiéncia de ACII apresentam

formacgé@o em excesso de um osso friavel susceptivel a fraturas (osteopetrose) e calcificacbes
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cerebrais (Fathallah et al, 1994; Ismail et al, 1997). Além disso, podem apresentar
problemas de crescimento, retardo mental, e outras alteragdes em decorréncia de compressao
do nervo craniano (Nagai et al, 1997; Awad et al, 2002).

Durante a amelogénese, a ACII participa do controle do pH (Lacruz et al, 2010a) e da
via de sinalizacdo para diferenciacdo dos ameloblastos (Wang et al, 2010), mas pouca
atencdo tem sido dada ao relato das manifestacfes bucais desses pacientes. A etiologia das
hipoplasias nesses pacientes tanto pode estar relacionada a acidose metabdlica, como
diretamente ao defeito molecular na ACII influenciando a diferenciacdo dos ameloblastos e o
controle do pH durante a amelogénese. Porém, ainda é necessario realizar a analise de
mutacdo para comprovar a etiologia da doenca nessa paciente.

Os resultados desse estudo associados aos relatos de caso ja apresentados na literatura
sugerem que pacientes com problemas renais hereditarios e nefrocalcinose possam
apresentar Al. No entanto, ndo € possivel definir se a etiologia dos defeitos de
desenvolvimento do esmalte esta relacionada a um defeito molecular priméario que induz a
nefrocalcinose e a Al, ou se tanto a nefrocalcinose como a Al séo secundarias aos disturbios
nas condi¢des de homeostase sistémica que o paciente apresenta em decorréncia do problema
renal.

O principal objetivo no inicio desse estudo era saber se 0s pacientes com doencas
renais hereditarias com nefrocalcinose produziam o mesmo fenotipo relatado na literatura.
Para a FHHNC e para a ATRd, essa hipdtese foi rejeitada. Além disso, os resultados sugerem
que a etiologia e gravidade dos defeitos na FHHNC ndo dependem das condicdes sistémicas,
enquanto na ATRd, ela parece estar ligada ao grau de acidose metabdlica.

Esse trabalho reforca a necessidade de encaminhamento de pacientes com doencas
renais para avaliacdo odontologica. Como ainda ndo se sabe se os defeitos de

desenvolvimento do esmalte sé@o provocados por um fator etioldgico direta ou indiretamente
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envolvido na amelogénese, é importante que os estudos futuros realizem avaliacdo completa
do paciente com descri¢Bes fenotipicas e avaliagdo bioquimica pormenorizada, a fim de se
contribuir para melhor compreensdo da relacdo de causa-efeito entre os disturbios sistémicos
e as manifestacdes bucais. Futuramente, essas descricdes podem auxiliar na determinacédo da

etiologia e, talvez, na identificacdo de novas proteinas e genes candidatos para a Al.
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7 CONCLUSOES:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Na amostra estudada, todos os pacientes com doencas renais hereditarias e
nefrocalcinose apresentaram defeitos de desenvolvimento de esmalte.

Os pacientes com FHHNC apresentaram defeitos de desenvolvimento do esmalte
variando de opacidades difusas suaves a um fenotipo semelhante a Al.

Um paciente com FHHNC e Al hipomaturada e hipoplasica apresentou as
substituicdes F85L na claudina-16 e G20D e L90R na claudina-19. O
envolvimento dessas alteracfes na etiologia da doenca precisa ser confirmado por
meio de analise de individuos controle e estudos funcionais.

Um paciente com FHHNC e Al hipoplasica apresentou as substituicbes F85L na
claudina-16 e G20D e R200Q na claudina-19. O envolvimento dessas alteracfes
na etiologia da doenca precisa ser confirmado por meio de analise de individuos
controle e estudos funcionais.

Uma paciente apresentou FHHNC sem alteragdes no CLDN19 e uma delegéo no
gene CLDN16 que deveré ser confirmada por outros métodos.

Os pacientes com ATRd desse estudo apresentaram defeitos de desenvolvimento
do esmalte variando de opacidades difusas a severas hipoplasias. A severidade
dos defeitos teve correlagdo com o controle da acidose metabdlica.

Uma paciente com osteopetrose, ATRd e nefrocalcinose apresentou, além dos
defeitos de esmalte, outras manifestacdes bucais incluindo malocluséo, alteracfes

na cronologia de erupcéo e retencéo de dentes deciduos e permanentes..
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ANEXO I: Parecer do CONEP
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ANEXO II: Termo de consentimento livre e esclarecido

O Sr.(a)

Fundacédo Universidade de Brasilia
Hospital universitario
Clinica de Anomalias de Desenvolvimento Dentéario

Termo de consentimento livre e esclarecido, pds-informacao

, responsavel

pelo menor de idade , declara ter
lido e ouvido o presente termo de responsabilidades que lhe informa estar ciente do seguinte:

a)

b)
c)

d)
€)

9)
h)
i)
)

k)

Que pelo presente instrumento concorda em participar de pesquisa com o0 objetivo de determinar o
diagndstico das doencas hereditarias Amelogénese Imperfeita, Dentinogénese Imperfeita e Anomalias
Dentérias de nimero que sdo alteraces que podem afetar varios membros da sua familia e que afetam a
formacédo dos dentes e os tecidos que-os formam, o esmalte e a dentina.

Que esse exame sera realizado no Hospital Universitério de Brasilia (HUB), Universidade de Brasilia.
Que esta participacdo implicara na retirada de aproximadamente 20 ml de sangue de uma das veias do
antebrago.Este material serd utilizado com fins de pesquisa e diagndstico e sera usado para isolar o
DNA que é o material genético de suas células.

Que ao paciente sera garantido o acesso aos resultados de seus exames.

Que este procedimento é método de diagndstico utilizado em Medicina, que implica em risco menor
para a salde, podendo, porém, provocar desconforto passageiro.

Que a participacdo neste estudo ndo beneficiara diretamente o paciente, mas permitira aprofundar o
conhecimento sobre as doengas acima referidas, aperfeicoando dessa forma, seu diagnéstico e
tratamento.

Que o sangue coletado serd preservado e utilizado com fins exclusivos de pesquisa mantendo sigilo
sobre a fonte de suas células.

Que os procedimentos de coleta serdo sem custos para o paciente.

Que os resultados do exame genético serdo sigilosos. Caso o estudo seja publicado em revistas ou livros
cientificos, a identidade do paciente ndo sera revelada.

Que serd garantida ao paciente assisténcia odontoldgica continuada, na Clinica de Odontologia do
Hospital Universitario de Brasilia, ficando porém a seu critério a eventual procura por outro servigo ou
profissional para orientacdo e tratamento.

Que sua recusa em participar da presente pesquisa nao implicara em prejuizo presente ou futuro na
prestacdo de assisténcia profissional pelas equipes médicas do Hospital Universitario de Brasilia,
ficando também ressaltado que, mesmo apds a assinatura do presente termo de consentimento o
paciente ficara livre para abandonar a pesquisa a qualquer momento.

Que o responsavel pela pesquisa sera o Dra. Paulo Marcio Yamaguti que podera ser contactado no HUB
no telefone (61) 3448 5014 e no celular (61) 8177-0546.

Brasilia, /[

Responsavel pelo paciente Responsavel pela pesquisa



ANEXO I11: Programacao basica utilizada nas reaces de PCR em todos 0s experimentos

PCR- Programacéo utilizada
Etapa Temperatura Tempo

1 95°C 2 minutos
2 95°C 1 minuto
3 Temperatura de anelamento do primer 1 minuto
4 72°C 1 minuto
5 Voltar a etapa 2 e repetir 34 vezes

6 72°C 5 minutos
7 4°C o
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ANEXO 1V: Lista de primers utilizados para amplificacdo e sequenciamento do gene

SLC4A2
Primer SLCA2 Sequéncia m
Exon 2F 5"-CCATCCAGGTTATGCCTCCGC-3°
Exon 2R 5"-CCAGTCTCCACACTCACACACG-3° 57°C
Exons 3-4F 5"-ACTGGGAAGGGTGAGGTTTCGG-3°
Exons 3-4R 5-GGTCAGCACTGTCATCCTCTTGG-3" 57°C
Exon 5F 5"-CCTGTCTCCACACCCTCCTC-3"
Exon 5R 5-TCATGCTTTGTTCCAGCATCACCTC-3" 59°C
Exons 6-7F 5-GAGCTAGGAGGGCCTGGAGTC-3"
Exons 6-7R 5"-ACAGCTGGTCTGAGAGGTAGGG-3 57°C
Exon 8F 5-TGGCTCCCTCTGACACCACTC-3"
Exon 8R 5"-ACGTGGGGCTCAAGACAGATTTGG-3" 60°C
Exons 9-10F 5"-CTGCTCCCCATCCCATCTCCT-3"
Exons 9-10R 5’-CCCCTCCCACTCTGAGTCCAC-3° 59°C
Exons 11-12F 5-GAGGTGGAGCGAGAGGTGAG-3"
Exons 11-12R 5"-GGAGGCAGTCATGGGGATCAAG-3’ 60°C
Exons 13-14F 5-AGTCTTGATCCCCATGACTGCCTC-3°
Exons 13-14R 5-CTCCTAGGGGTGTAGGAACCAGC-3° 57°C
Exons 15-16F 5"-GGTGAGGAGAGCCTTCAGGTAG-3"
Exons 15-16R 5-GATGGGACCAAGAGACTCCCTC-3" 60°C
Exons 17-18F 5"-CCTTCCACCCGACACTCACTG-3°
Exons 17-18R 5"-AAGCTTAAGGACAGGCTGGGTTTGG-3" 59°C
Exon 19F 5"-CCTAAGATGCCATCCCCTTTCCATG-3°
Exon 19R 5"-CATCCACGGTTCCCTGAGGTCC-3" 60°C
Exons 20-21F 5"-CCAGGTTCCAAAGCCAGATGGAG-3"
Exons20-21R 5-AGCTGGAGAGTGACCCAAGTAG-3" 60°C
Exons 22-23F 5"-CAGCTCTGGCACCTAGGAATG-3’
Exons 22-23R 5"-AAAAGGAGGGAGGGGCATGG-3° 59°C
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ANEXO V: Lista de primers utilizados para amplificacdo e sequenciamento dos genes

CLDN16 e CLDN19

Primer CLDN16 Sequéncia Tm
5- GCT AAT GTG TAC AGT AAT CAC CC -3’
promoterF 53°C
5-TCC AGAATTTCCGTTTTG AG -3
promoterR
5-CAC TAG CCC ACAGTT GGG TC -3’
exon 1F 57°C
5-TGT TGT ACATGG CAG TTG GG -3
exon 1R
5-TTT GCT ATC AAA CACAACCACC -3
exon 2F 54°C
5-GCACAAAATGGAAACCTGAAC-3’
exon 2R
5-ACTTTTACCGGAGGGGTGTG-3'
exon 3F 57°C
5-TCAGCACAACTCTCTCCTTCAC-3
exon 3R
5-ACCTCTCTGAATCACGCCAG-3
exon 4F 54°C
5-TTCCTTTTGAAATTTGTTTCCAC-3’
exon 4R
5-AAAATAACAGGAAATCTACTTGGC-3’
exon 5F 54°C
5-TGTGTGCATAAGGTGGAAGG-3
exon 5R
Primer CLDN19 Sequéncia m
5-CCG CACCACCTCTCCTTC-3
exonlF 59°C
5- AGG AAT CTG GAC CCA CAG C-3°
exonlR
5- GTT GAC AGT GAA GGG GAC TCT C-3°
exon2F 54°C
5- AGA CAG CAG TCA AAG TGC AGA G-3°
exon2R
5- AGA CAG CAA CCC CAT TGC-3°
exon3F 57°C
5-CCCCCTTTAAAG CTT CTT GG-3°
exon3R
5-GGAAGA GCATTCACCTCAATTT-3
exon4F 54°C
5-TTG AGG ACA AGC TGC TCA GA-3°
exon4R
5- AGG GAG GGT CTG AGT TTA GGT C-3°
exon5F 59°C

exon5R

5°- CAC TGA CCA CTC TGA CAC AGG-3°




