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RESUMO

A osteogénese imperfeita (Ol) € um grupo de condigbes genéticas
heterogéneas, caracterizadas principalmente pela fragilidade o6ssea. A Ol é
considerada um transtorno relacionado a sintese e estrutura do colageno e a maioria
dos casos (80-90%) esta relacionada a mutagdes dominantes no COL1A71 e COL1A2.
Clinicamente, a Ol é caracterizada por apresentar alteragcdes esqueléticas e extra-
esqueléticas. O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de agenesia em
pacientes com Osteogénese Imperfeita atendidos no projeto de extenséo
"Atendimento a Pacientes Portadores de Anomalias de Desenvolvimento Dentario" do
HUB desde 2002 até julho de 2019, assim como realizar analise de variagdo de
sequéncia com abordagem de genes candidatos em pacientes com osteogénese
imperfeita (Ol) e agenesia dentaria. Foram analisados 133 prontuarios, nos quais em
104 constava o historico radiografico que possibilitou avaliar a presenca de agenesia
dentaria e de DGI. Pacientes Ol de tipo Ill foram os mais frequentemente atendidos
no servico, e a DGI se manifestou em pelo menos uma das duas denticdes em 49
pacientes. A prevaléncia da agenesia dentaria encontrada nesse estudo foi de 23,07%
(n=24), sendo que 12,50% apresentaram agenesia apenas de terceiros molares e
6,73% apresentaram agenesia de outros dentes sem agenesia de terceiros molares.
O sequenciamento de nova geracédo (NGS) para identificar as variantes patogénicas
causadoras da Ol foi realizado em 15 pacientes e foram encontradas variantes
patogénicas em sete pacientes nos genes COL71A71 e COL1A2 que codificam o
colageno tipo |, sendo trés ja relatadas na literatura e 4 ainda n&o relatadas, mas
consideradas patogénicas pelas analises “in silico’. O sequenciamento Sanger do
gene PAX9 foi realizado nos pacientes com agenesia dentaria e revelou uma variagao
(c.718G>C) no exon 3 em cinco pacientes com agenesia. Outros estudos envolvendo
analise de exoma serao necessarios para concluir o diagnostico de Ol e de agenesia
dentaria nos sujeitos desse estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Agenesia dentaria, COL1A1, COL1A2, Osteogénese
imperfeita, PAX9.



ABSTRACT

Osteogenesis imperfecta (Ol) is a group of heterogeneous genetic conditions
characterized mainly by bone fragility. Ol is considered an related disorder and
collagen structure and most cases (80-90%) are related to dominant mutations in
COL1A1 and COL1A2. Clinically, Ol is characterized by skeletal and extra-skeletal
disorder. The aim of this study was to evaluate the occurrence of agenesis in patients
with Osteogenesis Imperfecta in the Oral Care Center for Inherited diseases in the
University Hospital of Brasilia (HUB) during the period comprised between 2002 to July
2019, as well as to perform a sequencing of patients with Ol and dental agenesis. One
hundred and thirty-three medical records were analyzed, in which 104 included the
radiographic history that made it possible to evaluate the presence of dental agenesis
and DGI. Ol type Il patients were the most frequently attended in the Center. At least
DGl in one of the dentitions was observed in 49 patients. The prevalence of dental
agenesis found in this study was 23.07%, and 12.50% had only third molar agenesis
and 7.69% had agenesis of other teeth without third molar agenesis. New generation
sequencing (NGS) to identify pathogenic variants causing Ol was performed in 15
patients and pathogenic variants were found in seven patients in the COL71A1 and
COL1AZ2 genes encoding type | collagen, three already reported in the literature and 4
still unreported but considered pathogenic by in silico analyzes. Sanger sequencing of
the PAX9 gene was performed in patients with dental agenesis and revealed a
variation (c.718G> C) in exon 3 in five patients with tooth agenesis of permanent
posterior teeth. Further studies involving exome analysis will be required to complete
the diagnosis of Ol and dental agenesis in the subjects of this study.

KEYWORDS: Osteogenesis imperfecta, Tooth agenesis, PAX9 gene
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1 INTRODUGAO

A osteogénese imperfeita (Ol) € um grupo de condicbes genéticas
heterogéneas, caracterizada principalmente pela fragilidade 6ssea, que apresenta
grau variavel de gravidade e alteragbes congénitas do tecido conjuntivo (FORLINO;
MARINI, 2016). As alteragdes esqueléticas incluem fragilidade 6ssea em grau
variavel, deformidades esqueléticas e ossos wormianos (GLORIEUX, 2008; SEMLER
et al., 2010). Além disso, alteragdes extra-esqueléticas tais como esclera azulada,
frouxidao ligamentar, hipotonia muscular, surdez precoce e dentinogénese imperfeita
(DI) sdo observadas em pacientes com Ol (O’'CONNELL; MARINI, 1999; VAN DIJK et
al., 2011). As manifestacdes clinicas da Ol variam de casos leves com poucas fraturas
e estatura normal a casos muito graves com letalidade perinatal (STEINER; PEPIN
AND BYERS., 2005). Os padrées de heranca autossémico dominante (AD) e
recessivo (AR) tém sido relatados, sendo o modo de heranga autossdbmico dominante
o mais frequente (90% AD, 10% AR) (MARINI; BLISSETT, 2013; VAN DIJK;
SILLENCE, 2014).

Inicialmente, a Ol foi classificada em 4 tipos, de acordo com as manifestacdes
clinicas, radiograficas e gravidade da doenga, e incluia apenas os casos com modo
de heranga autossébmico dominante ligados a mutagées nos genes COLTAT e
COL1A2 (SILLENCE; RIMOIN, 1978). Posteriormente, novos casos com herancga
autossdmica recessiva foram relatados e atualmente 20 tipos de Ol estdo na base de
dados Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) (https://www.omim.org).

Entre as manifestagdes extra-esqueléticas relatadas em pacientes com Ol, a
dentinogénese imperfeita (DI) € uma das principais, sendo encontrada em 50% dos
pacientes com Ol dos tipos | a IV e, mais recentemente, em casos recessivos de Ol
(CHRISTIANSEN et al., 2010; GLORIEUX et al., 2000; O'CONNELL; MARINI, 1999).
As caracteristicas clinicas e radiograficas da DI associada a Ol podem variar de
alteracdes leves a graves (RIOS et al., 2005). Além da DI, outras manifestacbes
bucais sdo frequentemente relatadas na literatura, entre elas, dentes impactados,
erupcédo ectdpica e a agenesia dentaria (JABBOUR et al., 2018; O'CONNELL,;
MARINI, 1999). Até o momento, ndo ha estudos de correlagdo fenétipo/gendtipo que
associem as caracteristicas extra-esqueléticas bucais as mutag¢des relatadas. Em

2012, um estudo de Wang e colaboradores (2012) relatou mutagdo no gene PAX9 e
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no COL1A2 em pacientes com Ol e agenesia, porém nao ha outros trabalhos que
tenham realizado uma analise molecular de genes ligados a agenesia dentaria.

O protocolo atual para o tratamento farmacologico dos casos moderados a
graves de Ol é a infusédo ciclica intravenosa com pamidronato dissodico, uma droga
da classe dos bisfosfonatos que inibe a reabsorgdo 6ssea (GLORIEUX, 1998). Essa
terapia promove maior resisténcia do tecido 6sseo, diminuicdo do numero de fraturas
e melhora da mobilidade do paciente, o que permite integra-lo de forma global em
ambito familiar, escolar, profissional e social (RAUCH et al., 2003; RAUCH,;
TRAVERS; GLORIEUX, 2006; ZEITLIN; FASSIER; GLORIEUX, 2003).

A portaria 2305/GM de 19 de dezembro de 2001, do Ministério da Saude do
Brasil designou a Fundacdo Universidade de Brasilia — Hospital Universitario de
Brasilia (FUB/HUB) como um dos Centros Nacionais de Referéncia para o tratamento
da Ol com o pamidronato dissédico, no ambito do Distrito Federal (BRASIL, 2001). A
partir de entdo, a equipe médica do setor de Endocrinologia Pediatrica da Area da
Medicina da Crianca e do Adolescente da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia (FM/UnB/HUB), com suporte das equipes de genética, otorrinolaringologia e
odontologia do HUB, e as equipes de genética e ortopedia da Rede Sarah Kubitschek
de Hospitais, vém acompanhando criangas e adolescentes com Ol que residem no
Distrito Federal e outros Estados da Federacao.

Desde 2002, 133 pacientes com Ol em protocolo de infus&o ciclica intravenosa
de pamidronato dissédico na unidade de Endocrinologia Pediatrica do HUB sao
acompanhados no Projeto de Extensdo em Acdo Continuada “Atendimento a
Pacientes Portadores de Anomalias do Desenvolvimento Dentario”, na Unidade de
Saude Bucal do HUB. Atualmente 65 pacientes estdo em tratamento e os outros 68
pacientes ja receberam alta, mas ainda sdo acompanhados rotineiramente pelos
ambulatérios de Endocrinologia pediatrica e de Odontologia para controle. O
atendimento odontolégico envolve a caracterizagdo das manifestagdes bucais dos
pacientes assim como o acompanhamento preventivo contra carie e doenca
periodontal, além de tratamento restaurador e reabilitador, quando necessario.

Pelo acima exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de agenesia
em pacientes com Osteogénese Imperfeita atendidos no projeto de extensao
"Atendimento a Pacientes Portadores de Anomalias de Desenvolvimento Dentario" do
HUB desde 2002 até julho de 2019, assim como realizar analise de variacdo de
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sequéncia com abordagem de genes candidatos em pacientes com Ol e agenesia

dentaria.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 OSTEOGENESE IMPERFEITA

A Osteogénese Imperfeita (Ol) € um grupo de desordens genéticas raras
(1:15.000 a 1:20.000 nascimentos) do tecido conjuntivo, caracterizada por grau
variavel de fragilidade e deformidade oOsseas (RAUCH; GLORIEUX, 2004).
Geralmente os pacientes sao propensos a fraturas, apresentam baixa estatura e
deformidades de ossos longos, podendo apresentar também fraturas vertebrais e
anormalidades da jungdo craniocervical.(BYERS; STEINER, 1992; CHEUNG;
GLORIEUX, 2008; JAIN et al., 2019). A maioria dos pacientes apresentam baixa
densidade 6ssea mineral (BAINS et al., 2019). As manifestagdes clinicas da Ol variam
de casos leves com poucas fraturas, fenétipo muito préximo da normalidade e estatura
normal a casos muito graves com letalidade perinatal (LINDAHL et al., 2016; RAUCH,;
GLORIEUX, 2004). Manifestagcbes extra-esqueléticas tais como esclera azulada,
frouxidado ligamentar e articular, hipotonia muscular, surdez precoce s&o observadas
em pacientes com Ol (STEINER; PEPIN AND BYERS., 2005; VAN DIJK et al., 2011;
VAN DIJK; SILLENCE, 2014).

Os padrdes de heranga autossdémico dominante (AD) e recessivo (AR) tém sido
relatados, sendo o modo de heranga autossémico dominante o mais frequente (90%
AD, 10% AR) (CAPARROS-MARTIN et al., 2017; FORLINO; MARINI, 2016; VAN DIJK
et al., 2012). Mais recentemente, casos de Ol com modo de heranga ligada ao X foi
relatado (LINDERT et al., 2016).

Em 1978, Sillence propds uma classificagdo da Ol baseada nas caracteristicas
clinicas, radiolégicas, hereditarias e na gravidade da doenga (SILLENCE; RIMOIN,
1978). A classificagdo divide a Ol em quatro tipos I-IV com modo de heranca
autoss6mico dominante. O tipo | (OMIM # 166200), forma mais leve e mais frequente
da doenca, geralmente ndo é detectada no nascimento, apresenta deformidades
esqueléticas leves com maior propensdo a fraturas nos membros inferiores,
principalmente durante a infancia. Pode apresentar esclera azulada, perda auditiva e,
em alguns casos, apresenta dentinogénese imperfeita (DGI). Os pacientes
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acometidos pelo tipo Il (OMIM # 166210) apresentam osteopenia extrema, hipoplasia
pulmonar e cranio submineralizados, geralmente esse tipo de Ol é letal no periodo
perinatal ou os pacientes sobrevivem por alguns meses. O tipo Ill da Ol (OMIM #
259420) é a forma mais grave dos pacientes que sobrevivem o periodo neonatal,
sendo progressivamente deformante, os acometidos por esse tipo sofrem multiplas
fraturas nos ossos longos podendo causar curvaturas acentuadas, o que contribui
para apresentarem deficiéncia de crescimento, geralmente a face é triangular com
queixo pequeno e 0ssos malares largos, podem apresentar esclera azulada e DGI. O
tipo IV (OMIM # 16620) apresenta deformidades moderadas com fenoétipo bem
variavel, a DGI pode ou nado estar associada, e a esclera azulada pode estar presente
na infancia desaparecendo com o decorrer dos anos (SILLENCE; SENN; DANKS,
1979).

Em 2000, o tipo V (OMIM # 610967) de Ol com modo de heranga autossémico
dominante foi diagnosticado em 7 pacientes que apresentavam Ol com caracteristicas
clinicas, radiograficas e moleculares distintas dos tipos I-IV (GLORIEUX et al., 2000).
Ol tipo V é caracterizada por calcificagdo da membrana intradéssea do antebraco,
luxacdo da cabeca radial e formagao de calo hiperplasico (CHO et al., 2012). Dois
anos depois, Glorieux e colaboradores (2002) diagnosticaram o tipo VI (OMIM #
613982) e Ward o tipo VIl (OMIM # 610682), ambos com modo de heranga
autossémico recessivo (GLORIEUX et al., 2002; WARD et al., 2002). A partir desses
relatos, outros estudos moleculares foram realizados e novos genes recessivos foram
incluidos na classificagdo da Ol. A cada novo gene descoberto foi adicionado um novo
tipo na classificacdo da Ol o que tem dificultado manter um padrdao para os
diagnésticos.

Em 2015, na nosologia de Bonafe e colaboradores, foi proposta a reviséo da
classificagdo de Ol, e os autores sugeriram manter a classificagdo baseada nos
achados clinicos e radiograficos proposta por Sillence em tipo I-IV, e acrescentar o
tipo V por ser um tipo radiograficamente distinguivel dos tipos de | a IV (BONAFE et
al., 2015). A classificagao proposta por Sillence em 1978 e 1979 com base na
gravidade das alteragbes Osseas ainda € a mais utilizada pelos médicos para o
diagnéstico clinico de pacientes com Ol.

As evidéncias atuais tém demonstrado que 90% dos casos de Ol estdo
relacionados a variantes patogénicas nos genes que codificam as cadeias alfa 1 e alfa
2 do colageno tipo 1 (COL1A1 e COL1A2) resultando em alteragbes qualitativas e
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quantitativas da proteina (BEN AMOR; GLORIEUX; RAUCH, 2011; GERMAIN-LEE,
2011; LINDAHL et al., 2015; MARINI et al., 2007; MARINI; BLISSETT, 2013; MARINI;
REICH; SMITH, 2014; RAUCH et al., 2010). Até o momento, mutagdes em pelo menos
outros 18 genes foram identificados em pacientes com Ol (https://www.omim.org). O
gene IFITM5 (OMIM # 614757) foi o primeiro gene nao-colagénico identificado, e
apresenta modo de heranga autossémico dominante (GLORIEUX et al., 2000). O gene
SERPINF1 (OMIM # 172860) foi a primeira variante com modo de heranca
autossémico recessivo relatada nos pacientes com Ol (GLORIEUX et al., 2002). A
partir desses achados, novas variantes recessivas foram encontradas nos genes
CRTAP (OMIM # 605497), LEPRE1/P3H1 (OMIM # 610339), PPIB (OMIM # 123841),
SERPINH1 (OMIM # 600943), FKBP10 (OMIM # 607063), BMP1 (OMIM # 112264) e
TMEM38B (OMIM # 611236) cujos produtos proteicos interagem e interferem na
sintese do colageno tipo 1 e no desenvolvimento 6sseo, predispdem a distintos
padrdes de fragilidade 6ssea e evolugao clinica (ALANAY et al., 2010; CABRAL et al.,
2007; CHRISTIANSEN et al., 2010; LINDERT et al., 2016; MUNNS et al., 2004;
SHAHEEN et al., 2012; VAN DIJK et al., 2009; WARD et al., 2002). Foram descritas
também alteragbes em outros genes que nao estdo diretamente ligados a sintese do
colageno tipo 1, entretanto atuam na mineralizacdo ou no desenvolvimento dos
osteoblastos. Neste grupo de genes estdo CREB3L1 (OMIM # 616215), SERPINF1
(OMIM # 172860), SP7 (OMIM # 606633), SPARC (OMIM # 182120), TENT5A (OMIM
#617952) e WNT1 (OMIM # 164820) (CHRISTIANSEN et al., 2010; DOYARD et al.,
2018; KEUPP et al., 2013; LAPUNZINA et al., 2010; MENDOZA-LONDONO et al.,
2015; SYMOENS et al., 2013). Em um estudo na populagdo chinesa com 668
pacientes, o gene WNT1 foi o gene mais frequente nessa populagdo, sugerindo um
padrao de manifestacdo da Ol diferente dos outros estudos onde a maioria dos
pacientes apresentam variagbes nos genes COL1A71 e COL1A2 (LI et al., 2019).
Variantes patogénicas no gene MBTPS2 (OMIM # 300294) com modo de heranga
ligada ao X também foram relacionadas a Ol (LINDERT et al., 2016). A variagao no
gene MESD é a mais recentemente relatada (MOOSA et al., 2019).

A tabela 1 resume as formas descritas, até o momento, incluindo modo de

heranga, genes envolvidos e caracteristicas clinicas de cada tipo de Ol.
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Tabela 1. Tipos de OIl, modo de heranga, genes afetados caracteristicas clinicas e

presenca de DGI.

Tipo
Ol

Modo de
heranga

Gene
afetado

DGl

Fendtipo
osseo

Caracteristicas clinicas

Referéncia

AD

COL1A1/
COL1A2

Leve

Poucas deformidades,
esclera azul, estatura
préxima a normalidade,
perda auditiva em 50%
dos casos, leve
osteopenia.

Sillence;
Rimoin, 1978

AD

COL1A1/
COL1A2

Grave

Letal no periodo
neonatal, insuficiéncia
respiratoria, curvatura

grave dos ossos longos,
costelas finas.

Sillence;
Rimoin, 1978

AD

COL1A1/
COL1A2

Moderado
a grave

Deformacéo Ossea
progressiva, esclera
azul na infancia,
multiplas fraturas.

Sillence;
Rimoin, 1978

AD

COL1A1/
COL1A2

Moderado
a grave

Auséncia de esclera
azul, estatura baixa,
encurtamento dos
membros inferiores.

Sillence;
Rimoin, 1978

AD/AR?

IFITM5

Moderado

Formagao de calo
hiperplasico, esclera
azul, calcificagcao da

membrana intradssea
do antebrago.

Glourieux, 2000

VI

AR

SERPINF1

Moderado
a grave

Esclera azul, fratura
vertebral, frouxidao
ligamentar, estatura,
baixa e alteragédo no
0sso lamelar.

Glourieux, 2002

VI

AR

CRTAP

Grave

Multiplas fraturas ao
nascimento, esclera
levemente azul, baixa
estatura, frouxidao
ligamentar, rizomelia e
perda auditiva.

Ward, 2002

VI

AR

LEPRE1/
P3H1

Grave

Grave deficiéncia de
crescimento com 0ssos
longos encurtados,
metafise bulbosas,
submineralizagao
esquelética.

Cabral et al,
2007

AR

PPIB

Grave

Fraturas intrauterinas,
0ssos longos com
curvatura e curtos,
hiperflexibilidade

van Dijk et al.,
2009
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[ Sti Referéncia
Tipo  Modo de Gene DGI F?nOtIpO Caracteristicas clinicas
Ol heranca afetado 0sseo
articular, esclera
acinzentada.
Multiplas fraturas e Christiansen et
X AR SERPINH1 N Grave deformldad.es Osseas al., 2010
Macrocefalia, esclera
azulada.
Esclera azul, ossos Alanay et al.,
X AR FKBPIO -  Grave | ormano 2010
cifoescoliose, “coxa
varo”
Fraturas recorrentes, Lapunzina et
Leve a atraso na erupgao al., 2010
Xl AR SP7 i moderado dentaria, perda auditiva
progressiva.
Deficiéncia severa de Munns et al.,
Xl AR BMP1 i Moderado  crescimento, fraturas 2004
a grave recorrentes nos
membros inferiores
Multiplas fraturas, Shaheen et al.,
XIV AR TMEM38B - Moderado osteopenia, costelas 2012
finas, ossos wormianos
Fraturas recorrentes Keupp et al.,
com inicio precoce, 2013
XV AR WNT1 - Moderado escoliose, curvatura de
a grave .
0ssos longos e baixa
estatura.
Multiplas fraturas no ~ Symoens, et al.,
periodo pré-natal nas 2013
XVI AR CREB3L1 -  Grave 00Steldse0ssoslongos,
esclera azul, diminuigao
da ossificagao do
cranio.
Fraturas nas vértebras Mendoza-
toracicas, hipotonia Londono et al.,
XVIl AR SPARC -  Grave » PO 2015
muscular, escoliose,
retardo motor.
Multiplas fraturas no 1° Doyard et al.,
TENT5A Moderado ano de vida, colapso 2018
XVIII AR -
a grave vertebral, esclera azul,
0SS0S wormianos.
Fraturas pré-natais, Lindert et al.,
Moderado deformidade na 2016
XIX LRX MBTPS2 - angulagao da tibia,
a grave

escoliose, osteopenia
generalizada.
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Tipo  Modo de Gene DGI F?nOtIpO Caracteristicas clinicas Referéncia
ol heranga afetado 0sseo
Fraturas intrauterina, Moosa, et al.,
vertebrais e toracicas, 2019
XX AR MESD - Grave desenvolvimento 6sseo

atrasado, Insuficiéncia
respiratéria
Legenda: Adaptado de Forlino e Marini, 2016. AR: Autossbmico recessivo; AD: AutossGmico
dominante; (+): presente; (-): ausente.

2.1.1 Manifestagoes craniofaciais e bucais

Variagbes no metabolismo do colageno podem interferir no desenvolvimento
dos ossos faciais alterando o desenvolvimento craniofacial desses pacientes, que
podem apresentar face triangular, osso temporal protrusivo, osso frontal proeminente
com testa alargada, macrocefalia, bem como alteragbes no tamanho dos maxilares
(JABBOUR et al., 2018; WALTIMO-SIREN et al., 2005). Os tipos mais graves de Ol
apresentam as anormalidades craniofaciais mais graves como hipoplasia do ter¢o
meédio da face e maxila encurtada (LUND et al., 1997). Esses pacientes apresentam
alto risco para o desenvolvimento de ma oclusao tipo Ill, mordida cruzada posterior e
anterior, mordida aberta lateral (JABBOUR et al., 2018; O’'CONNELL et al., 1999;
RIZKALLAH et al., 2013)

As alteracbes craniofaciais sdo mais prevalentes nos tipos Ill e IV de Ol,
enquanto o tipo | apresenta essas caracteristicas muito proximas a normalidade
(CHANG; LIN; HSU, 2007; CHEUNG et al., 2011). Embora os pacientes com Ol do
tipo IV apresentem manifestacbes esqueléticas leves, as caracteristicas
dentoalveolares sédo graves (JABBOUR et al., 2018).

Chang et al (2007) observaram que as alteragbes bucais se agravam com o
aumento da idade e a perda da dimensao vertical ocorre precocemente favorecendo
a relacao classe lll esquelética desses pacientes.

Outras anomalias do desenvolvimento dentario observadas nos pacientes com
Ol sao: erupgdo ectopica, dentes impactados, agenesia dentaria, dentinogénese
imperfeita, taurodontia, alteragdo na cronologia da erupgao dentaria (ANDERSSON et
al., 2017; O'CONNELL; MARINI, 1999; RETROUVEY et al., 2019b).
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2.1.1.1 Dentinogénese Imperfeita

A dentinogénese imperfeita (DGI) € um grupo de condi¢cdes hereditarias
caracterizadas por uma estrutura anormal da dentina devido a disturbios na formacéo,
composi¢ao ou organizagado da matriz dentinaria. A DGI apresenta modo de heranga
autossémico dominante e pode estar ou ndo associada a Ol (MALMGREN et al., 2004;
MALMGREN; LINDSKOG, 2003). Cerca de 50% dos pacientes com Ol podem
apresentar DGI. A classificacao de Shields estratificava as condi¢cdes hereditarias da
dentina em DGl tipo |, Il, e lll, e displasia dentinaria em tipo | e Il (SHIELDS; BIXLER,;
EL-KAFRAWY, 1973). Atualmente, uma classificagao mais utilizada propde que a DGI
seja classificada em forma sindrébmica e n&o-sindrbmica (DE LA DURE-MOLLA;
PHILIPPE FOURNIER; BERDAL, 2014).

A forma sindrémica de DGI esta associada a Ol, e pode manifestar-se de forma
leve, moderada ou grave. As formas nado-sindromicas também se manifestam de
forma leve a grave e correspondem, respectivamente, a displasia dentinaria tipo Il,
DGl tipos Il e Ill de Shields. Apesar dos tipos sindrémicos e nao-sindrémicos de DGI
serem geneticamente distintos as manifestagdes clinicas observadas na dentina sao
similares (DE LA DURE-MOLLA; PHILIPPE FOURNIER; BERDAL, 2014).

Clinicamente, a DGI é caracterizada por apresentar coloragdo coronaria
opalescente variando entre cinza, marrom e amarelo, geralmente com atricbes e
desprendimento de esmalte. Radiograficamente, as coroas podem apresentar
constrigao cervical, coroas bulbosas, dismorfia da camara pulpar (calcificagdo pulpar,
obliteracdo ou cadmara pulpar ampla), alteragées na morfologia radicular (calcificagao
dos condutos radiculares, obliteragdo dos canais ou condutos radiculares amplos),
sendo essas caracteristicas consideradas patognomoénicas para o diagnodstico de DGI.
Essas caracteristicas clinicas e radiograficas da DGl podem manifestar-se de forma
leve a grave, entretanto na forma grave, s&o encontradas lesdes periapicais.
(CHETTY et al., 2016; DE LA DURE-MOLLA; PHILIPPE FOURNIER; BERDAL, 2014).

As denti¢cdes decidua e permanente podem ser afetadas, sendo a denticao
decidua mais gravemente atingida. Alguns estudos mostram que mesmo que a
denticdo decidua tenha sido afetada, a permanente pode ndo apresentar DGI
(CHETTY et al., 2016; DE LA DURE-MOLLA; PHILIPPE FOURNIER; BERDAL, 2014).
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Na maioria dos casos, a DGI é diagnosticada através de exames clinicos e
radiograficos, entretanto, a auséncia de manifestacdes clinicas e radiograficas n&o
exclui a sua presenca. Nestes casos, estudos demonstraram que a DGI pode também
ser diagnosticada por exames histolégicos (WALTIMO; OJANOTKO-HARRI,
LUKINMAA, 1996).

2.1.1.2 Agenesia Dentaria

Outra anomalia dentaria observada nos pacientes com Ol é a agenesia dentaria
(EIMAR et al., 2016; O'CONNELL; MARINI, 1999; RETROUVEY et al., 2019b).

A agenesia dentaria € definida como a auséncia congénita de dentes deciduos
e/ou permanentes em decorréncia de disturbios na odontogénese (formacdo dos
dentes), resultando em numero reduzido de dentes (B. POLDER, M. VAN'T HOF, F.
VAN DER LINDEN, 2004; GOLDENBERG et al., 2000). Durante o processo de
formagao dos dentes varios genes sao responsaveis por determinar numero, posic¢ao,
forma e tamanho dos dentes. Alteragdes em qualquer um desses genes pode resultar
em anomalias dentarias. Clinicamente € uma condi¢cao heterogénea, que pode afetar
varias combinacbes de dentes e estar associada a outras anomalias do
desenvolvimento dentario (VASTARDIS, 2000).

A agenesia dentaria € uma anomalia de desenvolvimento craniofacial de alta
prevaléncia em humanos (KHALAF et al., 2014). Pode ocorrer como uma condigao
isolada ou associada a sindromes (COBOURNE, 2007; VIEIRA, 2003). Tanto a forma
sindrémica como a nao-sindrébmica da agenesia dentaria podem ocorrer de forma
esporadica ou familial (COBOURNE, 2007; FAUZI et al., 2018; VIEIRA, 2003). A forma
familial pode ser transmitida como uma condigdo autossébmica dominante,
autossOmica recessiva ou ligada ao cromossomo X, e também pode ndo mostrar um
padrao claro de segregacao (KAPADIA; MUES; D’'SOUZA, 2007).

A agenesia dentaria pode ser classificada em hipodontia, quando ha auséncia
de um a seis dentes, exceto os terceiros molares; em oligodontia, quando ha a falta
de mais de seis dentes, excluindo-se terceiros molares; ou ainda, pode ser
classificada em anodontia quando ha auséncia de todos os dentes (ARTE et al., 2001,
BACKMAN; WAHLIN, 2001; DURE-MOLLA et al., 2019; GOLDENBERG et al., 2000)

O diagnostico da agenesia dentaria é realizado a partir do exame clinico e
radiografico. A avaliagao radiografica permite determinar a auséncia congénita de
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dentes permanentes a partir dos 6 anos de idade onde é possivel avaliar a formacao
dos germes dos dentes permanentes, isso quando se exclui os terceiros molares do
diagnostico. Ao avaliar a agenesia nos terceiros molares estima-se entre 8 a 11 anos
de idade quando é possivel verificar a mineralizagado das coroas (ARTE et al., 2001,
CELIKOGLU et al., 2010; COBOURNE, 2007; DHANRAJANI, 2002). O diagnéstico é
confirmado quando o dente esta ausente clinicamente e radiograficamente, sem
historico de exodontia prévia.

A principal causa de agenesia dentaria sdo mutagbes genéticas, embora
polimorfismos e alteragbes no padrdo de metilagbes de DNA também tenham sido
recentemente destacados por seu papel nessa patologia (AL-ANI et al., 2017; ARTE
et al., 1996; COBOURNE, 2007; LARMOUR et al., 2005; RAKHSHAN; RAKHSHAN,
2015). Sua etiologia genética tem sido demonstrada pela associagcdo com mutacdes
nos genes MSX1, PAX9, AXIN2, PITX2, NEMO, EDA, EDAR, EDARADD, WNT10A,
GREMLIN2, LTBP3, LRP6 e SMOC2 (AL-ANI et al., 2017; CHHABRA; GOSWAMI;
CHHABRA, 2014; KANTAPUTRA et al., 2015; LARMOUR et al., 2005; NIEMINEN,
2009; PARVEEN et al., 2019; SHIMIZU; MAEDA, 2009; VAN DEN BOOGAARD et al.,
2012; YU et al., 2019).

As mutagdes que afetam genes que codificam os fatores de transcricao PAX9
causam agenesia de dentes permanentes em familias com origens geograficas
diferentes (COBOURNE, 2007; HADDAJI MASTOURI et al., 2016; VAN DEN
BOOGAARD et al., 2012; WANG et al., 2011). Essas mutagdes foram identificadas
inicialmente em pacientes com sindromes nas quais a agenesia dentaria € uma
caracteristica comum (STOCKTON et al., 2000; VASTARDIS, 2000).

Alguns autores propdéem que a etiologia da agenesia dentaria seja multifatorial,
Ou seja, que a agenesia dentaria ocorre como uma consequéncia tanto de mutagdes
em genes envolvidos na odontogénese quanto por fatores ambientais (BROOK, 1984;
DHANRAJANI, 2002; SCHALK-VAN DER WEIDE; STEEN; BOSMAN, 1992).

O padréo da agenesia dentaria foi avaliado em um estudo onde se observou o
numero e o tipo de dentes ausentes para cada gene descrito como causador de
auséncia congénita de dentes. O estudo caracterizou e correlacionou fendtipos de
agenesia dentaria com suas variantes genéticas causais (FOURNIER et al., 2018). O
gene PAX9 foi responsavel por agenesia dos dentes terceiros molares superiores
(93,44%), terceiros molares inferiores (88,84%), segundos molares superiores
(75,76%) e segundos molares inferiores (76,89%). Para os primeiros molares e
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segundos pré-molares, observou-se uma diferenga marcante entre a maxila e a
mandibula. Na maxila os primeiros pré-molares (67,80%) e segundos pré-molares
superiores (60,61%) estavam mais ausentes do que na mandibula (primeiros pré-
molares 34,85%, segundos pré-molares 40,53%). Os dentes anteriores foram menos
afetados pela agenesia, exceto pelos incisivos centrais inferiores (FOURNIER et al.,
2018).

A ocorréncia de agenesia dentaria e Ol foi investigada em um estudo onde se
identificou variantes patogénicas no gene COL71A2 e no gene PAX9 causando
hipodontia de todos os terceiros molares, segundos pré-molares superiores, primeiro
pré-molar superior esquerdo, incisivos centrais inferiores e segundo pré-molar inferior
direito (WANG et al., 2012). Um caso raro de agenesia de todos os dentes foi relatado
em um paciente com Ol (LU et al., 2014).

Nos pacientes com Ol foi observada uma frequéncia de agenesia dentaria em
17% dos pacientes com variante nos genes do colageno tipo |, sendo os pré-molares
os dentes mais acometidos em 91% dos casos (MALMGREN et al., 2017).

2.1.2 Tratamento da Ol

As abordagens terapéuticas para a Ol devem envolver um tratamento
multidisciplinar que possibilite uma melhor inser¢éo do paciente na sociedade. O ideal
€ combinar tratamentos n&o cirurgicos para fortalecer a musculatura; cirargicos
quando necessarios para corrigir posicionamentos 6sseos e prevenir fraturas; e a
administragao farmacologica de bisfosfonatos para aumentar a resisténcia mecanica
dos ossos e diminuir o numero de fraturas (HOYER-KUHN; NETZER; SEMLER,
2015).

O tratamento farmacolégico da Ol esta relacionado com a gravidade da doenga
(BAINS et al., 2019; GLORIEUX, 2007). Pacientes que apresentam a forma leve, na
maioria dos casos, ndo necessitam realizar a infusdo ciclica intravenosa de
bisfosfonatos (RAUCH et al., 2003). Entretanto, nos casos de moderado a grave o
tratamento padrao é a administracdo intravenosa de pamidronato dissédico, uma
droga da classe dos bisfosfonatos introduzido na década de 90 como abordagem
terapéutica para a Ol (GLORIEUX et al., 1998). Este farmaco promove a inibicdo da
reabsorgédo Ossea, induzindo a apoptose dos osteoclastos (CHEUNG; GLORIEUX;
RAUCH, 2009; DWAN et al., 2014). Esta terapia auxilia no aumento da densidade
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mineral 6ssea, reduzindo o numero de fraturas e também melhora a forga muscular,
além de diminuir as dores Osseas e aumentar a resisténcia desses pacientes
(HENNEDIGE et al., 2013; MARINI; REICH; SMITH, 2014; VAN DIJK et al., 2011;
ZEITLIN et al., 2003).

Os bisfosfonatos sdo amplamente utilizados em criangas com Ol, para
aumentar a forga 0ssea e reduzir as taxas de fraturas (RAUCH et al., 2007; RAUCH,;
GLORIEUX, 2005; TREJO; RAUCH, 2016). Em um estudo com 79 criangas
diagnosticadas com Ol que receberam infusdo de pamidronato dissédico foi
observado o aumento na densidade mineral 6ssea e diminuicdo da taxa de fraturas,
além de melhorar as fraturas por compressao vertebral, independentemente da idade
no inicio do tratamento e do tipo de Ol (LINDAHL et al., 2016).

Entre as possiveis complicagbes do tratamento a longo prazo com
bisfosfonatos esta a osteonecrose dos maxilares, caracterizada por uma area de
mucosa ulcerada com o0sso necrotico exposto (BRADASCHIA-CORREA et al., 2012;
GOIA et al., 2014; HENNEDIGE et al., 2013). Até o momento, estudos ndo mostraram
efeitos adversos graves do tratamento com bisfosfonatos em criangas com Ol (DWAN
et al., 2014; HENNEDIGE et al., 2013; MALMGREN; ASTROM; SODERHALL, 2008),
entretanto o acompanhamento a logo prazo é importante devido a preocupagao dos
bifosfonatos induzir osteomalacia, osteopetrose ou osteonecrose da mandibula
(BIGGIN et al., 2015; BIGGIN; MUNNS, 2014; LINDAHL et al., 2016; ROBINSON et
al., 2019; ZEITLIN et al., 2003). Hiraga e colaboradores (2010) sugeriram que o
tratamento com bifosfonatos durante o desenvolvimento dentario podem inibir a
erupcao dentaria, prejudicar a formagao dos dentes e induzir varios tipos de anomalias
dentarias.

Nao ha consenso com relacdo ao momento adequado para iniciar o tratamento
com bifosfonatos para individuos com Ol, considerando idade do paciente e gravidade
de Ol. Os dados disponiveis sobre o pamidronato na Ol grave em comparagao com
os controles historicos nao tratados correspondentes, indicam que os efeitos positivos
podem ser mais pronunciados em criangas que iniciam o tratamento em uma idade
mais precoce (GLORIEUX et al., 1998; ZEITLIN et al., 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar clinica e geneticamente a ocorréncia de agenesia dentaria em pacientes

com osteogénese imperfeita na Clinica de Anomalias Dentarias do Hospital
Universitario de Brasilia desde 2002 até julho de 2019.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.

Realizar um estudo clinico e radiografico das manifestagbes bucais em
pacientes com Osteogénese Imperfeita acompanhados no Projeto de Extensao
de Acdo Continuada "Atendimento a Pacientes Portadores de Anomalias de
Desenvolvimento Dentario", na Unidade de Saude Bucal do HUB desde 2002
até julho de 2019.

Determinar a frequéncia da agenesia dentaria em pacientes com Ol atendidos
no Projeto de Extensdo de Acdo Continuada "Atendimento a Pacientes
Portadores de Anomalias de Desenvolvimento Dentario" desde 2002 até julho
de 2019.

Caracterizar o padréo de agenesia de dentes permanentes nos pacientes com
Ol atendidos no HUB.

Investigar variantes patogénicas em pacientes com Ol que apresentaram
agenesia dentaria por meio de um painel de sequenciamento de nova geragéo
composto por 13 genes associados a Ol.

Investigar, pelo método de sequenciamento Sanger, variantes patogénicas do
gene PAX9 nos pacientes que apresentam agenesia dentaria.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo comité de Etica de Pesquisa em seres humanos
(CEP/FS 1.324.282) (Anexo |) e Comissao Nacional de ética em Pesquisa (CONEP)
parecer 1440/2001, registro 3120 (Anexo IlI). O Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido foi apresentado a todos os sujeitos de pesquisa que aceitaram participar
do estudo (ANEXOS Il e IV).

4.1 SUJEITOS

Entre os anos de 2002 até maio de 2019 foram acompanhados 133 pacientes
com Ol pelo Projeto de Extensdo de Acédo Continuada “Atendimento a Pacientes
Portadores de Anomalias de Desenvolvimento Dentario”, na Unidade de Saude Bucal
do HUB e atualmente 65 estdo em tratamento com pamidronato dissddico no Servigo
de Endocrinologia Pediatrica do HUB.

4.2 AVALIAGAO DE PRONTUARIOS

O acompanhamento odontoldgico é realizado no periodo da internagéo desses
pacientes no HUB para o tratamento com pamidronato dissédico intravenoso, que
ocorre regularmente a cada 2, 3 ou 4 meses, de acordo com a idade do paciente.
Informagdes referentes ao exame fisico (extra e intrabucal), exames complementares
(fotografias e radiografias panoramicas e periapicais) foram coletadas de seus
prontuarios.

Dados referentes ao sexo do paciente, idade, presenca de agenesia dentaria,
tipo de Ol, e presenga de DGI foram coletados a fim de caracterizar o fen6tipo dentario
dos pacientes. Além disso, a localizagdo geografica desses pacientes foi avaliada a
fim de determinar a distribuicdo da populagao estudada.

Para a avaliagdo da frequéncia de agenesia dentaria utilizou-se o historico
radiografico de 104 pacientes. Para esse estudo, foi feito o diagndstico da agenesia

dentaria na dentigdo permanente.
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4.3 EXTRAGAO DE DNA PARA SEQUENCIAMENTO

Durante a internagdo para infusdo do pamidronato dissddico amostras de
sangue venoso periférico foram coletadas e armazenadas em tubos contendo EDTA
e encaminhadas para o Laboratério de Histopatologia Bucal, onde foi realizada a
extragdo de DNA gendmico pelo método salting out (Puregene), seguida da sua
quantificacdo no Nanovue Plus (GE®).

Para extragdo de DNA, as células sanguineas foram submetidas a
centrifugacéo e incubadas com dois tampdes de lise celular. Apds a incubacéo, as
proteinas foram removidas por precipitacdo com 7.5M de acetato de amdnia. O DNA
foi precipitado com isopropanol, secado ao ar livre e ressuspendido em tampao de TE
(10 mM Tris pH 7.8 e 1 mM EDTA). A concentracdo de DNA de cada amostra foi
determinada, individualmente, por espectrofotometro (Nanovue Plus, GE Healthcare
Life Sciences, USA).

4.3.1 Painel para sequenciamento NGS

Para a investigagdo da variante causadora da Ol, foi realizado um painel de
genes por meio de sequenciamento de nova geragado (NGS) para os 13 genes
associados a Ol descritos até o momento inicial da pesquisa (Tabela 2). (lon Personal
Machine, Life Technologies). Foram incluidos nesse experimento 15 amostras
referentes aos pacientes que tinham o DNA extraido e apresentavam agenesia

dentaria.



31

Tabela 2. Genes incluidos no painel de sequenciamento NGS e sua localizagao

gendmica.

Gene Localizagdo genémica
COL1A1 17921.33
COL1A2 7921.3
CRTAP 3p22.3
LEPRE1 1p34.2

PPIB 15922.31
FKBP10 17921.2
SERPINF1 17p13.3
SERPINH1 11913.5
SP7 12913.13
IFITM5 11p12.5

BMP1 8p21.3

TMEM38B 9931.2
WNT1 12913.12

Um total de 10 ng de DNA por amostra foi usado para enriquecimento por PCR
multiplex. Os amplicons foram ligados aos adaptadores de sequenciamento com
“‘barcodes” que permitem misturar as amostras para as etapas subsequentes. As
bibliotecas das amostras com codigo de barras equalizadas foram reunidas. O pool
de bibliotecas e o sequenciamento seguiram o protocolo do fabricante. Utilizou-se um
Chip lon 316v2 para sequenciamento das amostras. A realizagdo deste experimento
ocorreu na Universidade Catolica de Brasilia.

Os dados do sequenciamento do painel foram analisados usando o programa
Torrent Suite (versdo 5.0.4; Life Technologies) para as chamadas, alinhamentos e
variantes usando a sequéncia gendmica de referéncia (hg19) para os genes alvo. As
chamadas de variantes foram anotadas usando lon Reporter (version 4.0), que
mostrou alteracbes de acordo com a localizagdo, tipo de variante, dBSNPs e
resultados de programas “in silico” (Polyphen and SIFT). As variantes foram filtradas
de acordo com os critérios: baixa qualidade da corrida, regides homopolimeras de
insercbes/delecdes, e desbalanco alélico na proporcdo maior que 80:20. Mutacdes
patogénicas, do tipo missense foram também avaliadas pelos softwares in silico
MutationTaster, Polyphen e SIFT.
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4.3.2 Sequenciamento Sanger do gene PAX9

Realizou-se o sequenciamento Sanger nos pacientes com diagndstico clinico
e radiografico de agenesia dentaria e que continham amostra de DNA. O critério de
inclusdo dos pacientes para esse experimento foi ter idade superior a 10 anos e
apresentar agenesia dentaria de qualquer dente excluindo os terceiros molares ou
possuir agenesia de todos os 4 terceiros molares. Esse critério foi estabelecido
considerando a idade de formac&o dos dentes e também restringido de acordo com
os recursos financeiros disponiveis no momento do inicio da pesquisa.

O DNA genbmico foi utilizado como substrato para amplificagdo do gene PAX9
utilizando-se pares de oligonucleotideos iniciadores previamente descrito para o gene
PAX9 (LAMMI et al., 2003) diluidos a 10uM. Na reacdo de amplificacdo foram
utilizados 2 yL de DNA gendmico, 0,2 pL de cada desoxinucleotideo (ANTP), 10 ng
de cada oligonucleotideo iniciador, 0,25 U da enzima Taq platinum DNA polimerase
(Invitrogen®), tamp&o de reacao e cloreto de magnésio fornecido e usado conforme
recomendado pelo fabricante, resultando em um volume final de 25 pL. A amplificacao
foi realizada em termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc. Waltham, MA). Os
produtos da amplificagao foram purificados seguindo instru¢des do fabricante. Para a
confirmacgéo da amplificagao dos fragmentos de interesse, os produtos de PCR foram
corados com brometo de etideo (0,5 pg/mL), submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1%, visualizados em luz ultravioleta e fotografados.

O sequenciamento foi realizado separadamente para cada primer (Forward e
Reverse) utilizando: 1 ul de BigDye Terminator (Thermo Fisher), 1,5ul de Tamp&o do
Kit, primers diluidos a 3,2 pmol/ul (3,5ul), 2 ul do produto amplificado e 2 ul de agua
totalizando 10 ul. A programacgéao no termociclador foi: 96 °C 1 min 35 x [96 °C 15 s
50°C 15s60°C 4 min ]4 °C «~. Antes da leitura no sequenciador ABI3130, foi realizada
a precipitacdo com etanol de acordo com as orientagbes do fabricante (Thermo
Fisher). Para a leitura, o produto da precipitagao foi ressuspendido em Formamida
Hidi (10ul) e a placa foi colocada no sequenciador ABI 3130.

A anadlise dos cromatogramas, alinhamentos e comparagdes entre as
sequéncias foram realizados com o auxilio do software Sequencher® versao 4.8 demo
(Gene Codes corporation), BioEdit® e CROMAS®. As sequéncias foram comparadas
utilizando-se como referéncia as sequéncias genémicas descritas na base de dados
ENSEMBL (Human Gen View disponivel em
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www.ensembl.org/homo_sapiens/geneview). As variagcbes de sequéncia com
substituicdo de aminoacidos foram submetidas a analise pelos programas
Polymorphism Phenotyping v2 - PolyPhen-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml) e Sorting Intolerant From Tolerant
— SIFT (http://sift.jcvi.org) para predigdo do efeito da substituicdo de aminoacidos
sobre a proteina (MU et al, 2013) e ©pelo Mutation Taster
(http://'www.mutationtaster.org/) para predigdo como variante causadora de doenga
(KANTAPUTRA et al., 2015).

5 RESULTADOS

A analise clinica de prontuarios dos 133 pacientes atendidos na clinica de
anomalias dentarias dede 2002 a julho de 2019 revelou que 62 pacientes s&o do sexo
masculino e 71 sdo do sexo feminino, a média de idade dos pacientes avaliados foi
de 17,4 anos +/- 13,6. Foi observado pelo diagnostico clinico que 32 pacientes
apresentavam Ol tipo |, 49 Ol tipo Il e 26 Ol tipo IV. Em 24 pacientes o diagndstico
do tipo de Ol ainda n&o foi conclusivo e em 2 pacientes nao foi possivel distinguir entre
otipolelV de Ol

A distribuigcdo geografica dos pacientes avaliados mostrou que a maioria dos
pacientes sdo da regido centro-oeste do pais, sendo que 51 sdo do Distrito Federal,
38 de Goias, 4 do Mato Grosso, 3 do Tocantins e 2 do Mato Grosso do Sul. As demais
regides estéo discriminadas na Figura 1. Em 4 pacientes ndo consta no prontuario a

sua localidade.
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Figura 1: Distribuicdo geografica dos pacientes por unidade da Federagao.

A avaliagdo da frequéncia da agenesia dentaria nos pacientes com Ol foi
realizada em 104 participantes da pesquisa que apresentavam histérico de
radiografias panoramicas. O restante dos 29 pacientes que o diagndstico nao foi
possivel de ser realizado, 9 deles possuem idade inferior a 10 anos e 20 ndo deram
continuidade nos ambulatérios para acompanhamento impossibilitando o diagnéstico
de agenesia dentaria.

A agenesia dentaria foi observada em 24 pacientes, dos 104 que tinham
histérico radiografico, com Ol e idade superior a 10 anos. A DGI esteve presente em
pelo menos uma das denticdes em 49 pacientes, sendo que 30 apresentaram DGl em
ambas as dentigdes, 3 somente na denticdo decidua e 3 apenas na denticdo
permanente. Em 2 pacientes a DGI foi diagnosticada na dentigdo decidua, entretanto,
eles ainda ndo possuem idade suficiente para avaliar a denticdo permanente. Em 11
pacientes somente foi possivel avaliar a presenca da DGI na denticdo permanente,
pois chegaram ao HUB com todos os dentes deciduos ja esfoliados. A distribuigao
dos dados: sexo, idade, presenga de DGI e de agenesia dentaria em fungéo do tipo
de Ol esta resumida na Tabela 3.
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Tabela 3. Distribuicdo dos pacientes com Ol atendidos na clinica de anomalias
dentarias do Hospital Universitario de Brasilia durante o periodo compreendido entre
2002 a julho 2019 de acordo com sexo, idade, tipo de Ol, presenga de DGI e de
agenesia dentaria.

Tipo | Tipo lll Tipo IV /v NC Total
N° de Individuos (M/F)| 19/13  20/29  13/13 171 9/15  62/71
dad . d 17,5 14,8 12,5 18,5 30,2 17,4
ade (anos + dp) +13.8 +13,7 +13,9 +10,7 +14.6 +13.7
Presenca de DGI 10 28 7 0 4 49
Presenca de agenesia | 50, 24% 23% 50% 0% 24
dentaria
Total 32 49 26 2 24 -

Legenda: M: sexo masculino; F: sexo feminino; NC: diagnostico clinico do tipo de Ol ndo conclusivo;
dp: desvio padrao.

Foi observado que 23,07% (n=24) dos pacientes apresentaram agenesia
dentaria, sendo que 12,5% (n=13) apresentaram agenesia apenas de terceiros
molares e 6,73% (n=7) apresentaram agenesia de outros dentes sem agenesia de
terceiros molares. A prevaléncia de agenesia de terceiros molares ocorrendo
simultaneamente a outros dentes foi de 3,83% (n=4). A distribuicdo de dentes

ausentes esta resumida na tabela 4.



36

Tabela 4: Distribuicdo dos dentes ausentes em pacientes com Ol atendidos no HUB.
Idade

Paciente Sexo atual Tipo Dentes ausentes DC’;‘-I DGl
(anos) Ol Decidua Permanente
1 Mas 14 [ 18, 28, 38, 48 Sim Sim
2 Fem 27 v 18, 38, 48 Sim Sim
3 Mas 21 /v 48 Nao Nao
4 Mas 15 v 48 Nao Sim
5 Fem 19 [ 28 Sim Nao
6 Mas 23 I 18 Nao Nao
7 Fem 14 [ 35, 45, 24, 25 Sim Sim
8 Mas 30 I 28, 38, 48 DI Sim
9 Mas 17 v 41, 35 Sim Sim
10 Mas 19 [l 45,18 Nao Nao
11 Mas 18 [l 34 e 44 DI Sim
12 Fem 16 Il 15, 25, 35, 38,45, 48 DI Sim
13 Fem 18 v 35, 45, 38, 48 Nao Nao
14 Mas 12 I 38 Nao Nao
15 Mas 28 I 48, 25 Nao Nao
16 Fem 11 [l 32 Nao Nao
17 Fem 15 [l 18 Nao Nao
18 Mas 21 [l 38 Nao Nao
19 Fem 20 [l 35 Sim Sim
20 Mas 26 [l 18, 28, 38, 48 Sim Sim
21 Mas 21 v 18, 28 Sim Sim
22 Mas 23 [l 44 DI Nao
14, 15, 24, 25, 18, ~ ~
23 Mas 12 [l 28, 38, 48 Nao Nao
24 Mas 22 [l 38, 48 Nao Nao

Legenda: Mas: género masculino; Fem: género feminino; DI: dado indisponivel; dentes ausentes: 18:
terceiro molar superior direito; 28: terceiro molar superior esquerdo; 38: terceiro molar inferior esquerdo;
48: terceiro molar inferior direito; 24: primeiro pré-molar superior esquerdo; 25: segundo pré-molar
superior esquerdo; 35: segundo pré-molar inferior esquerdo; 45: segundo pré-molar inferior direito; 41:
incisivo central inferior direito; 34: primeiro pré-molar inferior esquerdo; 44: primeiro pré-molar inferior
direito; 15: segundo pré-molar superior direito; 14: primeiro pré-molar superior direito; 24: primeiro preé-
molar superior esquerdo; 44: primeiro pré-molar inferior direito.

Foram sequenciadas em NGS amostras de 15 pacientes com Ol e agenesia
dentaria, identificou-se sete variantes patogénicas em heterozigose nos genes que
codificam as cadeias al e a2 do colageno tipo |, sendo que trés variantes ja foram

relatadas na literatura e quatro ainda ndo descritas mas consideradas patogénicas
pelas analises in silico (Tabela 5). Nao foi possivel sequenciar nove pacientes por falta
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de amostra de DNA, ja que os pacientes tinham recebido alta e ndo continuaram nos
ambulatérios de controle. Em oito pacientes ndo foram encontradas mutagdes
patogénicas causadoras da Ol por limitagdes do painel de genes. As regides
sequenciadas tiveram uma cobertura de 98%.

Tabela 5: Caracteristicas clinicas e mutagdes identificadas nos pacientes com Ol e
agenesia dentaria.

ldade Tipo Dentes Mutacéo
Paciente atual P Gene Exon ¢ Efeito Proteina Referéncias
Ol ausentes c.DNA
(anos)
18, 28,
1 14 11 28, 48 COL1A1 48 ¢.3533G>C p.Gly1178Ala NR
Lindahl et
4 15 v 48 COL1A1T 11 c.757C>T p.Arg253 Stop al. 2015:
5 19 11 28 COL1A2 28 c¢.1657G>T p.Gly553 Cys NR
15, 25,
12 16 35,38, COL1A1T 43 ¢.3119G>C p.Gly1040Ala NR
45, 48
Rauch et
18 21 11 38 COL1A2 20 ¢.1072G>A p.Gly358 Ser al, 2014
18, 28,
20 26 11 38 48 COL1A2 25 ¢.1433G>A p.Gly478 Asp NR
Marini et
21 21 v 18,28 COL1A2 26 ¢.1549G>A p.Gly517 Ser al. 2007

Legenda: NR: ndo relatado na literatura; 18: terceiro molar superior direito; 28: terceiro molar superior
esquerdo; 38: terceiro molar inferior esquerdo; 48: terceiro molar inferior direito; 15: segundo pré-molar
superior direito; 25: segundo pré-molar superior esquerdo; 35: segundo pré-molar inferior esquerdo;
45: segundo pré-molar inferior direito.

O sequenciamento para avaliagdo do gene PAX9 foi realizado em 10 pacientes.
Os critérios de inclusédo foram pacientes com idade superior a 10 anos e auséncia de
uma ou mais dentes, exceto os terceiros molares ou auséncia dos quatro terceiros
molares. Os resultados estdo discriminados na Tabela 6.

A variante encontrada em todos os pacientes analisados pelo sequenciamento
Sanger do gene PAX9 foi a transversdo c.G718C (p.Ala240Pro; rs4904210). Ela
resulta em uma substituicdo de alanina por prolina na posi¢ao 240 da proteina. A
analise da substituicao p.Ala240Pro pelo programa Mutation Taster, foi predita como
um polimorfismo, SIFT como uma variagao deletéria e PolyPhen2 mostrou ser uma

variag&o benigna.
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Nos pacientes que foram encontradas variantes patogénicas no gene PAX9 foi
coletado de seus prontuarios os dados presentes sobre as caracteristicas fenotipicas,
radiograficas e apresentado juntamente com o diagndstico genético. As figuras de 2
a 6 demostram a avaliagdo de cada um desses pacientes separadamente.

A figura 2 refere-se ao paciente 10 do sexo masculino, 19 anos de idade
(13/04/2000) com Ol tipo Ill, auséncia de DGI e agenesia dos dentes terceiro molar
superior direito e segundo pré-molar inferior direito. Estd em acompanhamento
odontologico e realiza infusdo de Pamidronato desde 28/10/2013. O paciente

apresenta aspecto clinico leve, com esclera azulada e deficiéncia de crescimento.

Figura 2: Descri¢ao clinica, radiografica e genética do Paciente 10.
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Legenda Figura 2: A) odontograma evidenciando os dentes ausentes em preto. B) Radiografia

panoramica. C) Cromatograma mostrando a variagao ocorrida no exon 3 do gene PAX9 (transversao
¢.G718C em heterozigose). O * representa a posigao do dente ausente.

A figura 3 demonstra o paciente 12 do sexo feminino, 16 anos de idade
(02/02/2003), Ol tipo Ill, com DGI e auséncia de todos os dentes segundos pré-
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molares superiores, inferiores e terceiros molares inferiores. Esta em
acompanhamento desde 19/01/2004. Apresenta esclera azulada, deficiéncia de

crescimento e ndo apresenta lassidao articular.

Figura 3: Descri¢ao clinica, radiografica e genética do paciente 12.

AR AL !
" W

-

Legenda Figura 3: A) odontograma evidenciando os dentes ausentes em preto. B) Radiografia
panoramica. C) Cromatograma mostrando a variagao ocorrida no exon 3 do gene PAX9 (transversao
¢.G718C em heterozigose). O * representa a posigao do dente ausente.

A paciente 13 do sexo feminino possui 18 anos de idade (01/12/2001), Ol tipo
IV, apresenta DGI e agenesia dos dentes segundos pré-molares inferiores e dos
terceiros molares inferiores. Possui acompanhamento odontoldgico e realiza infuséo
de pamidronato desde 13/06/2005. Ndo apresenta esclera azulada, entretanto o
crescimento mostrou deficiente com lassiddo articular. Seus dados estdo

apresentados na figura 4.



Figura 4: Descri¢ao clinica, radiografica e genética do paciente 13.
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Legenda Figura 4: A) odontograma evidenciando os dentes ausentes em preto. B) Radiografia
panoramica. C) Cromatograma mostrando a variagao ocorrida no exon 3 do gene PAX9 (transversao

¢.G718C em heterozigose). O * representa a posigao do dente ausente.

A figura 5 descreve a paciente 16 do sexo feminino, 11 anos de idade

(01/08/2008), com Ol tipo Ill, sem DGI e agenesia do incisivo lateral esquerdo. Esta

em acompanhamento desde 01/10/2008 e realiza infusdo de pamidronato. Apresenta

esclera azulada e deficiéncia de crescimento.
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Figura 5: Descri¢ao clinica, radiografica e genética do paciente 16.

OB AR ALAN R
AINAIRL EATIG(AT

-

C B v
/ aﬂf\/\NB

Legenda Figura 5: A) odontograma evidenciando os dentes ausentes em preto. B) Radiografia
panoramica. C) Cromatograma mostrando a variagao ocorrida no exon 3 do gene PAX9 (transversao
¢.G718C em heterozigose). O * representa a posigao do dente ausente.

A Figura 6 demonstra o paciente 23 do sexo masculino, 12 anos de idade
(07/01/2007) com Ol tipo Ill, sem DGI e agenesia dos dentes primeiros e segundos
pré-molares superiores e de todos os terceiros molares. Esta em acompanhamento
odontoldgico e realiza infusdo de Pamidronato desde 31/5/2007. O paciente apresenta

esclera azulada e deficiéncia de crescimento.
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Figura 6: Descri¢ao clinica, radiografica e genética do Paciente 23.
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Legenda: A) odontograma evidenciando os dentes ausentes em preto. B) Radiografia panoramica. C)
Cromatograma mostrando a variagdo ocorrida no exon 3 do gene PAX9 (transversdo ¢.G718C em
homozigose). O * representa a posigao do dente ausente.

6 DISCUSSAO

A avaliagao dos prontuarios dos 133 pacientes com Ol revelou que a amostra
desse estudo é principalmente de pacientes com Ol do tipo grave ou moderado (tipo
[l - 35,33% ou IV - 18,8%), esse valor era esperado por serem os tipos que mais
necessitam de tratamento com o bisfosfonato.

A distribuicdo geografica evidenciou que a maioria dos pacientes se
concentram na regido centro-oeste e norte do pais, isso ocorre pelo fato do HUB ser
o centro de referéncia dessas regides. No Brasil ha outros centros de referéncia para
atendimento da Ol que contemplam as demais regides do pais (BRASIL, 2001).
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A prevaléncia relatada de DGI nos pacientes com Ol é bastante variavel (28%
a 73%) (MALMGREN; NORGREN, 2002; O'CONNELL; MARINI, 1999). Foi observado
que 36,84% (n=49) dos pacientes apresentaram DGI em pelo menos uma das
denti¢cdes, decidua ou permanente, entretanto, alguns autores sugerem que a falta de
alteragdes clinicas e radiograficas ndo determina a sua auséncia, pois exames
histologicos podem diagnosticar a presenga da DGl (LINDAHL et al., 2015;
LYGIDAKIS; SMITH; OULIS, 1996; MALMGREN; LINDSKOG, 2003; WALTIMO;
OJANOTKO-HARRI; LUKINMAA, 1996). Para esse estudo, a avaliagdo foi
exclusivamente clinica e radiografica e revelou que os pacientes com DGI possuiam
alteracdes do tipo moderada, com coloragido coronaria opalescente, coroas bulbosas
e curtas, atricdo com desprendimento de esmalte, raizes mais curtas e finas com
obliteragao parcial ou total da polpa. Nao foi observada presenca de lesdes periapicais
descritas anteriormente nos casos de DGl isolada do tipo grave. A frequéncia de DGI
nesse estudo foi maior no tipo Il de Ol (57,1%) concordando com os relatos descritos
na literatura que demonstram maior presencga de DGI nos tipos Ill e IV de Ol (CHETTY
et al., 2019; MALMGREN; LINDSKOG, 2003; MALMGREN; NORGREN, 2002;
O’CONNELL; MARINI, 1999).

O estudo da prevaléncia da agenesia dentaria na populagao geral € bem amplo,
variando de acordo com o tipo de dentigdo observada, com o grupo de dentes
considerados e também sofre alteracbes dependendo dos diferentes perfis
geodemograficos (VASTARDIS, 2000). Estima-se uma prevaléncia da agenesia
dentaria de 6 a 7% na populacéo geral (RAKHSHAN; RAKHSHAN, 2015). No Brasil
foi observado prevaléncia de 3% excluindo os terceiros molares em Sergipe (SOUZA-
SILVA et al., 2018), também foi relatado uma prevaléncia 24,37% da agenesia
dentaria em Sao José dos Campos, sendo de 20,39% para agenesia apenas de
terceiros molares, 2,89% para agenesia de outros dentes e terceiros molares e de
1,49% para agenesia de outros dentes sem agenesia de terceiros molares
(CASTILHO; NICODEMO; BAZZARELLA; MORAES, 1990). Em um estudo com
pacientes ortodonticos no DF a frequéncia observada de agenesia dentaria foi de
6,3% excluindo os terceiros molares (GOMES et al., 2010).

Nos pacientes com Ol atendidos no HUB foi identificado que 23,07%
apresentavam agenesia dentaria, incluindo os terceiros molares. O primeiro estudo a
relatar a presenga de agenesia dentaria nos pacientes com Ol incluiu 49 pacientes e
encontrou uma prevaléncia de 18,4%, incluindo os terceiros molares (LUKINMAA et
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al., 1987). O’'Connell e Marini (1999) relataram prevaléncia de 10%, incluindo os
terceiros molares, em seu estudo com 40 pacientes. Um estudo com 128 pacientes
nao relacionados entre si encontrou uma prevaléncia de 17% da agenesia dentaria
nos pacientes com Ol, incluindo os terceiros molares (MALMGREN et al., 2017).

Geralmente, os terceiros molares sdo excluidos dos estudos de agenesia

dentaria devido a frequéncia da agenesia de terceiros molares isolada na populagao
geral. No entanto, a inclusdo dos terceiros molares no estudo € importante para
correlacionar fenotipo dental com o genétipo (FOURNIER et al., 2018).
Nesse estudo, quando avaliamos a agenesia dentaria incluindo apenas os terceiros
molares foi observado uma prevaléncia de 12,5%, e quando avaliados os pacientes
com agenesia apenas de outros dentes sem incluir os terceiros molares foi observado
que 6,73% dos sujeitos apresentaram esse diagnostico.

Na populagédo geral foi observado que pacientes com agenesia dentaria na
denticdo permanente podem apresentar também, pelo menos mais uma anomalia do
desenvolvimento dentario (AL-ABDALLAH et al., 2015; GARIB et al., 2010; GOMES
et al., 2010; LAI; SEOW, 1989; PECK; PECK; KATAJA, 2002; SHAPIRA; KUFTINEC,
2001). Estudos envolvendo pacientes com Ol descrevem anomalias dentaria de
forma, tamanho, posicdo dos dentes e alteragdo na cronologia de erupgéo
(ANDERSSON et al., 2017; JABBOUR et al.,, 2018; MALMGREN et al., 2017;
MARCAL et al., 2019; O’'CONNELL; MARINI, 1999; RETROUVEY et al., 2019a)
entretanto esses dados n&o foram avaliados nesse trabalho sendo necessario estudos
futuros para estabelecer essa relagao das alteragcdes do desenvolvimento dentario
nos pacientes com Ol deste estudo.

Até o momento ha relatos de 20 genes descrito como causadores de Ol
(https://www.omim.org). Mutagdes nos genes COL1A71 e COL1AZ2 estdo associadas a
85-90% dos casos de Ol. Os demais casos estdo associados a grupo de genes que
nao estao implicados diretamente na biossintese de colageno tipo 1, no entanto, sdo
genes importantes na fibrilogénese do colageno, nas vias de mineralizagdo ou
desenvolvimento de osteoblastos (ANDERSSON et al., 2017; EIMAR et al., 2016;
MARCAL et al., 2019; O'CONNELL et al., 1999; RETROUVEY et al., 2019b). Nesse
estudo foram identificadas variantes patogénicas em heterozigose em 7 pacientes nos
genes COL1A1 e COL1A2. Em um estudo onde a agenesia dentaria foi relacionada a
mutagdes nos genes do colageno tipo 1, 0 numero de pacientes com agenesia e
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variantes no COL1A1 foi maior que no COL1A2, entretanto, em nosso estudo os
pacientes com variantes no COL1AZ2 foi maior (n=4) (MALMGREN et al., 2017).

O colageno tipo 1 consiste em duas cadeias a1 e uma cadeia a2. Apos a
traducdo, as cadeias pro-a1 e as cadeias pro-a2 sao processadas no reticulo
endoplasmatico rugoso. Estas cadeias tém de se alinhar para iniciar o processo de
dobramento do pro-colageno tipo | numa tripla hélice, seguindo do alinhamento das
trés cadeias para iniciar a conformagdo em uma estrutura helicoidal tripla. Cada
cadeia a contém pro-peptideos N- (amino) e C- (carboxi) terminais e um dominio
central constituido por 338 repetigdes. A glicina, como 0 menor aminoacido, € o unico
residuo que pode ocupar a posicdo axial da tripla hélice, de modo que qualquer
alteragdo num residuo de glicina resultara na ruptura da estrutura helicoidal do
colageno. Mutagbes nos genes COL1A1 e COL71AZ2 alteram a estrutura ou a
quantidade de colageno tipo 1, resultando em um fenotipo esquelético que varia de
leve a letal. (FORLINO; MARINI, 2016; MARINI; REICH; SMITH, 2014; VALADARES
etal., 2014). As mutagdes em CO71A7 e COLIA2 encontradas nesse estudo sdo quase
todas, com excec¢ao de uma (c.757C>T), substituigdo do aminoacido glicina por outro
aminoacido (Tabela 5). Segundo Marini e colaboradores (2007), a substituicdo do
aminoacido glicina por outro aminoacido geralmente causa Ol grave ou moderada
resultando em efeito qualitativo na proteina. Os resultados desse estudo estdo de
acordo com o relatado na literatura, os pacientes que apresentaram substituicdo da
glicina por outro aminoacido apresentam os tipos moderado e graves de Ol.

Uma vez que a cobertura do painel de genes para sequenciamento de nova
geracéo teve cobertura de 98%, os pacientes que ficaram sem diagnostico molecular
podem ter alguma alteragdo nesta regido que nao foi contemplada pela técnica
utilizada. Uma estratégia para resolver esta questdo seria sequenciar por Sanger
apenas as regides ndo cobertas (2%), e verificar a presenga ou ndo de variantes
patogénicas de ponto nesses segmentos. Outra hipotese seria que esses pacientes
apresentam mutagdes em outros genes nao investigados nesse estudo e associados
na literatura posteriormente ao inicio dos experimentos. O exoma completo sera feito
afim de buscar diagnosticar a variante causadora da Ol em alguns pacientes com o
diagndstico molecular inconclusivo.

Apesar dos avangos nos estudos moleculares, o diagndstico de Ol ainda é
eminentemente clinico nos pacientes do HUB, sendo o sequenciamento realizado

apenas no ambito da pesquisa. Entretanto, os dados moleculares sédo de suma
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importancia para permitir a classificagdo do tipo de Ol dos pacientes com maior
precisdo. O conhecimento do gene envolvido na doenga pode influenciar
sobremaneira, na indicagdo do melhor acompanhamento odontologico, assim como
na previsibilidade de sua evolugdo. Além disso, o conhecimento das bases
moleculares permite saber o padrdo de heranga da Ol em cada populagao e permite
também, um melhor aconselhamento genético a familia.

Os estudos da odontogénese e as descobertas na etiologia genética da
agenesia dentaria tém ampliado os conhecimentos sobre os genes envolvidos nesse
processo. Varios genes (MSX1, PAX9, AXIN2, EDA, EDAR, EDARADD, WNT10A,
WANT10B, LRP6, LTBP3, SMOC2, GREMLIN2, KDF1E e TSPEAR ) foram
associados a agenesia dentaria nao-sindrébmica por estarem envolvidos nos
processos que regulam o desenvolvimento dentario (ARTE et al., 2013; BLOCH-
ZUPAN et al., 2011; DU et al., 2018; KANTAPUTRA et al., 2015; LAMMI et al., 2004;
VAN DEN BOOGAARD et al., 2012; YU et al., 2019; ZENG et al., 2019)

Até o presente, um unico estudo avaliou geneticamente a agenesia nos
pacientes com Ol e encontrou uma variagao anteriormente nao descrita no gene PAX9
(c.43T> A; p.Phe15lle) causando hipodontia familial (WANG et al., 2012). O gene
PAX9 é formado por quatro exons e esta localizado no cromossomo 14 na posi¢ao
14913.3 (OMIM *167416). PAX9 é um fator de transcricdo responsavel pelo
desenvolvimento inicial dos dentes e mutagbes neste gene tem sido associadas a
varios padroes de agenesia dentaria (FAUZI et al., 2018; KULA et al., 2008;
NIEMINEN, 2009; NIEMINEN et al., 2001).

Os pacientes que apresentaram variantes patogénicas no gene PAX9 desse
estudo (N=5) foi encontrada a transversédo c.718G>C, sendo que em um paciente
ocorreu em homozigose e nos demais em heterozigose. Essa variante resulta na
substituicdo da alanina pela prolina na posi¢cao 240 da proteina e foi relatada como
polimorfismo (rs4904210) em varios estudos. (BARKOVA et al., 2015; GOMES, 2015;
KULA et al., 2008; MU et al., 2013; NIEMINEN et al., 2001; PAIXAO-CORTES et al.,
2011; PAN et al., 2008; PAWLOWSKA et al., 2010; PEREIRA et al., 2006; PINHO et
al., 2010). De acordo com o bancos de dados, esse polimorfismo apresenta uma
frequéncia de 33% na populagao geral (www.varsome.com). Pouco se sabe sobre o
significado dessa variante para a estrutura e fungédo da proteina PAX9, foi sugerido
gue a presenca da prolina na proteina alterada pode afetar sua estrutura secundaria,

por ser um aminoacido que possui uma estrutura unica, além também da alanina estar
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em uma regido altamente conservada da proteina. (KULA et al., 2008; PAWLOWSKA
et al., 2010).

A proteina PAX9 foi encontrada desempenhando um papel importante no
desenvolvimento craniofacial e na padronizagdo da denticho em seres humanos
(WANG et al., 2011). A agenesia relacionada ao gene PAX9 envolve principalmente
dentes posteriores sendo os terceiros molares superiores responsaveis pela maioria
das variacdes, seguido dos terceiros molares inferiores, segundos molares
superiores, segundo molares inferiores respectivamente. Para os primeiros molares e
segundos pré-molares observou-se uma prevaléncia maior de agenesia na arcada
superior. Os dentes anteriores foram menos afetados pela agenesia, com exceg¢ao
dos incisivos centrais inferiores (FOURNIER et al., 2018). No nosso estudo,
observamos uma variabilidade no tipo de dentes ausentes. Os terceiros molares
inferiores (n=19) foram os mais acometidos, seguido dos terceiros molares superiores
(n=11). Os segundos pré-molares inferiores (n=9) e os segundos pré-molares
superiores (n=6) possuiram maior numero de pacientes com agenesia do que 0s
primeiros pré-molares superiores (n=3) e inferiores (n=3). O incisivo central inferior
(n=1) e o incisivo lateral inferior (n=1) foram os dentes menos acometidos. O padr&o
da agenesia dentaria nos pacientes com Ol ndo esta estabelecido, entretanto, os
dentes mais afetados relatados até o momento tem sido os pré-molares (MALMGREN
et al., 2017; O'CONNELL et al., 1999; RETROUVEY et al., 2019b).

Nao foram encontradas variantes patogénicas no gene PAX9 em 5 pacientes
analisados. Diante do exposto anteriormente mostrando que ha uma grande
variedade de genes envolvidos na odontogénese, € plausivel sugerir que variantes
em outros genes podem ser a causa da agenesia dentaria nesses individuos. Uma
analise utilizando como metodologia o0 exoma desses pacientes pode contribuir para
esclarecer os mecanismos moleculares relacionados a agenesia dentaria e Ol, bem

como a correlagado entre ambas.
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7 CONCLUSAO

Através da caracterizagao clinica e radiografica dos pacientes com Ol foi
possivel observar que a maioria dos pacientes desse estudo sao da regido centro-
oeste e apresentam Ol tipo lll. A DGI do tipo moderada foi identificada em 49 pacientes
em pelo menos uma das duas dentigdes.

Foi observada uma frequéncia de 23,07% de agenesia dentaria nos pacientes
com Ol acompanhados no Projeto de Extensdo de Agao Continuada "Atendimento a
Pacientes Portadores de Anomalias de Desenvolvimento Dentario", na Unidade de
Saude Bucal do HUB, sendo que 12,50% apresentaram agenesia apenas de terceiros
molares e 7,69% apresentaram agenesia de outros dentes sem agenesia de terceiros
molares. A prevaléncia da agenesia de terceiros molares ocorrendo simultaneamente
a outros dentes foi de 2,88%.

O padrao de agenesia dentaria nos pacientes com Ol ndo esta completamente
estabelecido, no nosso estudo foi observada uma variabilidade no tipo de dentes
ausentes. Os terceiros molares inferiores foram os mais acometidos, seguido dos
terceiros molares superiores. Os segundos pré-molares inferiores e os segundos pré-
molares superiores foram mais acometidos que os primeiros pré-molares superiores
e inferiores. Os incisivos inferiores foram os dentes com menor prevaléncia. Nao foi
observado agenesia nesse estudo dos demais dentes.

A investigagdo molecular dos genes causadores da Ol identificou 7 variantes
patogénicas nos genes do colageno tipo | (COL1AT e COL1AZ2). Nao foram
encontradas nesse estudo variantes recessivas relacionadas na literatura como
causadoras de Ol.

A analise molecular do gene PAX9 identificou em 5 pacientes com Ol um
polimorfismo ja descrito na literatura em pacientes com agenesia em diversas

populagdes.
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Pag. 1 de 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Responsavel - TCLE

Seu filho/menor de idade pelo qual o senhor(a) é responsavel esta sendo convidado a

participar do projeto “Desenvolvimento e avaliagcdo de painel de genes para uso de

sequenciamento de préoxima geragcao (NGS) no diagnoéstico molecular de Osteogénese

Imperfeita e Dentinogénese Imperfeita’. Abaixo estdo algumas informagdes sobre a pesquisa,

que se referem ao participante do estudo, isto €, ao seu filho ou menor de idade sob sua

responsabilidade. Queremos identificar as causas de algumas alteragbes encontradas nos ossos

e dentes, e a participagao dele € muito importante.

Sera feita uma entrevista sobre o estado de saude geral do participante e serdo realizados
exames clinicos, geral e da boca, em consultas no Hospital Universitario de Brasilia. Também
iremos coletar 4 a 8 mL de sangue, o equivalente a uma ou duas colheres de sopa, usando
seringa e agulha descartaveis. A coleta esta prevista para uma uUnica vez, mas poderao ser
necessarias outras coletas a critério médico ou do dentista.

Nao havera pagamento pela colaboragdo e também ndo havera nenhum custo com a
participagdo. Caso o participante e o(a) senhor(a) tenham gastos diretamente relacionados a
pesquisa, como alimentagdo, transporte e exames, estas despesas serdo pagas pelo
pesquisador responsavel.

O participante pode se negar a responder questbes que lhe deixem constrangido, se recusar
a participar de qualquer procedimento e desistir de participar da pesquisa quando quiser, sem
nenhum prejuizo ;

O sangue coletado sera utilizado para examinar muitos genes e serve para detectar
alteragbes nos genes que causam defeitos no colageno, que sao responsaveis pela
ocorréncia da doenga de seu filho/menor sob sua responsabilidade. As informagbes serao
usadas para melhorar o diagndstico e aconselhamento de pessoas com essa doenga
genética.

A coleta de sangue pode trazer algum desconforto ao participante, um pouco de dor ou deixar
a regiao do brago levemente arroxeada por algum tempo, mas esse procedimento sera feito
por profissionais treinados, e a equipe médica do hospital sempre dara assisténcia, para que
esses riscos sejam evitados ou diminuidos;

Caso seu filho/menor sob sua responsabilidade sofra dano decorrente da participagdo na

pesquisa, recebera assisténcia imediata e integral pelo tempo necessario, e sera indenizado.

Sera oferecida a(o) senhor(a) consulta de aconselhamento genético no ambulatério de
genética do Hospital Universitario de Brasilia com a Dra. Juliana Forte Mazzeu de Araujo e

acompanhamento clinico nas devidas especialidades, sem que isto Ihe cause custos.
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= Os resultados serdo divulgados na Universidade de Brasilia, podendo ser publicados e/ou
apresentados em eventos e/ou revistas cientificas, mas nao divulgaremos nome ou qualquer

outra informagao que permita identifica-lo. Garantimos sigilo, privacidade e anonimato.

= Ap0ds conclusdo da pesquisa, os dados do participante serdo armazenados e, caso sejam
utilizados em uma pesquisa futura, o senhor(a) e o participante menor de idade serao
contatados para nova autorizagdo. O material somente sera utilizado se um novo projeto

for aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa.

= Somente os pesquisadores responsaveis terdo acesso aos dados e materiais utilizados na
pesquisa, como resultado de exames e prontuario. Nao sera permitido o acesso a outras
pessoas que nao fazem parte do projeto (seguradoras, empregadores etc). A protegao dos
dados evita que o participante sofra qualquer tipo de discriminagao e/ou estigmatizagao

social.

= Em qualquer momento, o senhor (a) e o participante poderao ter acesso aos resultados.
O senhor(a) e o participante também poderao decidir se querem ou nao ter conhecimento
do resultado. Sempre que desejar receber esclarecimentos antes, durante e depois da
pesquisa e quando desejar saber sobre os resultados, entre em contato com a
pesquisadora responsavel Dra Ana Carolina Acevedo-Poppe pelo telefone (61) 9854-
9011.

= Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
da Saude da Universidade de Brasilia. O(a) senhor(a) pode pedir esclarecimentos e
conhecer seus direitos como participante quando desejar, por meio do telefone: (61) 3107-
1947 ou do e-mail cepfs@unb.br ou cepfsunb@gmail.com, horario de atendimento de
10:00hs as 12:00hs e de 13:30hs as 15:30hs, de segunda a sexta-feira. O papel do CEP

€ avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres

humanos, além de identificar os riscos associados a pesquisa; verificar se foram tomadas
as medidas necessarias para minimizar tais riscos (fisicos, psiquicos, morais, intelectuais,
sociais, culturais ou espirituais); identificar os provaveis beneficios que a pesquisa pode
gerar e assegurar que os participantes receberdo uma adequada descrigdo e informagao

dos riscos.

= Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador responsavel e

a outra com o(a) senhor(a).

(Assinatura do pai ou responsavel)

(Assinatura do pesquisador responsavel)

Brasilia, de de




ANEXO IV

Termo de consentimento livee e esclarecido, pos-informagio

0 Sr(a) ) o declara ter
lido ¢ ouvido o presente termo de responsabilidades que The informa estar ciente do
seguinte:

a) Que pelo presente instrumento concorda em participar de pesquisa com o

b)

d)

¢)

f

g)

objetivo de determinar o diagnostico das doengas hereditarias Amelogénese
Imperfeita, Dentinogénese Imperfeita ¢ Anomalias Dentarias de nimero que sao
alteragoes que podem afetar varios membros da sua familia e que afetam a
formagdo dos dentes ¢ 0s tecidos que-os formam, o esmalte ¢ a dentina

Que esse exame sera realizado no Hospital Universitario de Brasilia (HUB),
Universidade de Brasilia

Que esta participagdo implicara na realizagio de exame odontologico de tecidos
moles ¢ de tecidos duros dentarios, profilaxia dos dentes, radiografias
panorimicas. moldagens e tomadas de fotografias intrabucais. Estes
procedimentos sdo métodos rotineiros de diagnostico na Odontologia, que
implica em menor risco para a saude, podendo porém provocar desconforto
passageiro

Que ao paciente sera garantido 0 acesso aos resultados de seus exames

Que sera garantida ao paciente assisténcia odontologica continuada, na Clinica
de Odontologia do Hospital Universitario de Brasilia, ficando porém a seu
critério a eventual procura por outro servigo ou profissional para orientagao ¢
tratamento.

Que sua recusa em participar da presente pesquisa ndo implicara em prejuizo
presente ou futuro na prestagio de assisténcia profissional pelas cquipes medicas
do Hospital Universitario de Brasilia, ficando tamb¢m ressaltado que, mesmo
apos a assinatura do presente termo de consentimento o paciente ficara livee para
abandonar a pesquisa a qualquer momento

Que a responsavel pela pesquisa sera a Dra. Ana Carolina Acevedo-Poppe que
podera  ser contactada no  HUB no telefone 061 448 5257 e no cclular
061 9979 5020

Brasilia, / [/

Responsavel pelo paciente Responsavel pela pesquisa
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