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RESUMO

A amelogénese imperfeita (Al) € uma condigdo genética caracterizada por
alteracbes quantitativas e/ou qualitativas do esmalte dentario. A Al pode
manifestar-se de forma isolada ou como manifestacdo de alguma sindrome. Nos
ultimos anos, variantes em 26 genes foram identificadas em casos de Al. O
objetivo deste estudo foi realizar a caracterizagao clinica e diagnéstico molecular
de cinco familias com hipotese diagndstica de Al autossémica recessiva (AIAR)
em acompanhamento no Centro de Atendimento Odontolégico de Doengas Raras,
do Hospital Universitario de Brasilia. Foram avaliados prontuarios clinicos,
coletado sangue de pacientes e familiares para extragdo de DNA pelo método
salting out, e enviado para o sequenciamento de exoma. Novas variantes foram
validadas por sequenciamento Sanger. Os sequenciamentos foram analisados
nas plataformas Varstation® de Varsomics e Franklin, Genoox. Foram
identificadas variantes bialélicas ou em homozigose em 3 diferentes genes.
Variantes em homozigose no gene RELT foram identificadas em duas irmas com
Al isolada (c.120+1G>A,p.?); Dois pacientes com hipotese diagnostica de
Sindrome Esmalte Renal (ERS) apresentaram variantes no gene FAMZ20A,
(c.343_362delTCGCTCCTGGCCAGCCAGGA, p. Ser115Glyfs*48 e c.406C>T, p.
Arg136*; c.1112G>A, p. Trp371*); Uma paciente com hipétese diagndstica de
Anomalias dentarias e baixa estatura apresentou duas variantes no gene LTBP3
(c.85_105delCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTG, p. Leu29 Leu35del; ¢.3214C>T,
p. GIn1072Ter) ; e em um paciente nao foi identificado variantes patogénicas em
genes associadas a Al. Os resultados desse estudo ampliam o conhecimento do
fendtipo orodental de pacientes com amelogénese imperfeita autossémica
recessiva isolada e sindrémica no Distrito Federal e do espectro de variantes nos
genes LTBP3, FAM20A e RELT. Além disso, evidenciam a importéncia da
caracterizacao fenotipica detalhada, e da equipe multiprofissional no diagndstico

de pacientes com Al.

PALAVRAS-CHAVES: Amelogénese Imperfeita; Esmalte dentario; Genes,
recessivos; Técnicas de diagnodstico molecular; Sequenciamento de exoma

completo.



ABSTRACT

Amelogenesis imperfecta (Al) is a genetic condition characterized by
quantitative and/or qualitative alterations of tooth enamel. Al can manifest as na
isolated trait or part of a syndrome. In recent years, variants in 26 genes have been
identified in Al cases. The aim of this study was to carry out the clinical
characterization and molecular diagnosis of four families with the diagnostic
hypothesis of autosomal recessive IA (AIAR) being followed-up in the Oral Care
Center for Inherited Diseases, of the University Hospital of Braslia, Brazil. Clinical
records were evaluated, and blood from patients and families was collected for
DNA extraction by the salting out method and sent for exome sequencing. New
variants were validated by Sanger sequencing. Sequences were analyzed on the
Varstation® from Varsomics and Franklin, Genoox platforms. Biallelic or
homozygous variants in 3 different genes were identified. Homozygous variants in
the RELT gene were identified in two sisters with isolated Al (c.120+1G>A,p.?);
Two patients with a diagnostic hypothesis of Renal Enamel Syndrome (ERS) had
variants in the FAM20A gene, (c.343_362delTCGCTCCTGGCCAGCCAGGA, p.
Ser115Glyfs*48 and c.406C>T, p. Arg136*; c.1112 G>A, p. Trp371*); One patient
with a diagnosis of dental anomalies and short stature (DASS) had two variants in
the LTBP3 gene (c.85_105delCTGCTGCTGCTGCTGCTG, p. Leu29_ Leu35del;
c.3214C>T, p. GIn1072Ter); and in one patient no pathogenic variants were
identified. The results of this study extend the knowledge of the orodental
phenotype of patients with isolated and syndromic autosomal recessive
amelogenesis imperfecta in Distrito Federal and the spectrum of variants in LTBPS3,
FAMZ20A, and RELT genes. Furthermore, they highlight the importance of detailed
phenotypic characterization and the multi-professional team in the diagnosis of
patients with Al.

Key Words: Amelogenesis imperfecta; Dental Enamel; Genes, Recessive; Molecular
Diagnostic Techniques; Whole Exome Sequencing.
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1.INTRODUCAO

Amelogénese imperfeita (Al) € um grupo de condi¢des hereditarias, que afetam
a qualidade e/ou quantidade do esmalte dentario, podendo estar ou ndo associada a
outras alteragdes sistémicas (1-4). A Al pode ter modo de heranga autossémico
dominante, autossémico recessivo, ligado ao cromossomo X (1,5). A primeira
classificagao de Al foi proposta em 1971 por Rao e Witkop (6), e baseou-se no aspecto
clinico e radiografico dos defeitos do desenvolvimento de esmalte (DDE) e modo de
heranga. Devido a heterogeneidade fenotipica, uma nova forma de classificagéo foi
proposta em 1995 por Aldred e Crawford (7), que sugeria a inclusdo das alteragdes
moleculares e bioquimicas. Nos ultimos anos, devido a um aumento no conhecimento
das bases moleculares e a observagdes de outros sistemas afetados em pacientes
com Al tem se classificado em Al ndo sindromica e Al sindromica (1).

Até o presente momento, variantes patogénicas foram identificadas em 14
genes nas formas n&o sindrémicas de Al (AMELX, ENAM, MMP20, KLK4, FAM83H,
WDR72, ITGB6, SLC24A4, COL17A1, LAMB3, LAMA3, GPR68, AMBN e C4orf26).
Ja nas formas sindrémicas foram identificados 15 genes (LTBP3, COL17A1, DLXS3,
FAM20A, CNNM4, ROGDI, LAMAS3, LAMB3, ITGB4, CLDN16, CLDN19, PEX1, PEXES,
STIM1 e FAM20C) (8,9). Os primeiros sequenciamentos genéticos demonstraram
uma grande heterogeneidade clinica dependente do gene especifico envolvido, da
localizagdo e do tipo de variante e do efeito em nivel proteico (10,11). Esta
heterogeneidade clinica pode tornar o diagndstico genético desafiador. Devido ao
grande numero de genes envolvidos na amelogénese, as bases moleculares da Al

ainda n&o foram totalmente desvendadas (12).

No ano de 2002, foi criado o Projeto de Extensdo de Acdo Continuada
“Atendimento a Pacientes Portadores de Anomalias de Desenvolvimento Dentario”,
renomeada posteriormente em “Centro de Atendimento Odontoldégico de Doencas
Raras”, na Unidade de Saude Bucal, do Hospital Universitario de Brasilia (HUB), com
a finalidade de diagnosticar e acompanhar pacientes com doencas raras e defeitos de
desenvolvimento dentario, incluindo pacientes com Al. Desde a criagdo do servigo até
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o presente, um total de 217 pacientes com algum tipo de DDE sao acompanhados na
Unidade de Saude Bucal. Trinta e oito desses pacientes indices apresentaram
diagnostico clinico de Al sendo que 22 desses casos s&o formas nao sindromicas e
16 sindrébmicas. Em relagdo ao modo de heranga, estudos de segregagdo mostraram
que em 18 familias 0 modo de heranca mais provavel era autossémico dominante, 13
familias autossOmica recessiva e em 7 casos a Al era esporadica. Até o presente
momento, a analise molecular foi realizada o sequenciamento genético molecular em
12 familias, foram identificadas variantes nos genes FAM20A, FAM20C, CLDN16,

CLDN19 em 7 familias com Al sindrbmicas autossdmicas recessivas (13-15).

Estudos com abordagem de genes candidatos tém permitido identificar
variantes somente em cerca de 50% dos casos (16-17). Prasad et al. (12), relataram
50 casos de Al nao sindrémica, mas em apenas 14 casos foram identificadas variantes
causativas (27%). Outros estudos com abordagem de genes candidatos confirmam
essa dificuldade e comprovam que um grande numero de pacientes com Al continua
com diagnostico molecular indefinido. Assim, o uso de uma técnica de screening como
o sequenciamento do exoma naqueles casos sem diagndstico molecular parece ser a
melhor alternativa atualmente (18). O objetivo deste estudo foi realizar a
caracterizagdo fenotipica e diagndstico genético de cinco familias com hipétese
diagnostica de Al autossémica recessiva (AIAR) em acompanhamento no Centro de

Atendimento Odontoldgico de Doengas Raras, na Unidade de Saude Bucal, do HUB.

A partir do momento que conseguirmos integrar dados genéticos com as
caracteristicas clinico-epidemiolégicas, melhores serdo as condi¢gdes de diagnostico
e acompanhamento dos pacientes. Além disso, tera um impacto importante nas
abordagens terapéuticas odontolégicas realizadas no Centro de Atendimento
Odontologico de Doengas Raras, e por consequéncia em uma melhoria na qualidade
de vida dos pacientes. A inclusdo da avaliagdo odontologica e promogédo de saude
bucal desses pacientes contribui para a atengao integral a saude, que constitui a base

para as politicas publicas da saude brasileira atual.
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 AMELOGENESE

Durante o desenvolvimento embrionario humano, os dentes deciduos e
permanentes se desenvolvem a partir do ectoderma oral e das células do
ectomesénquima subjacentes, que migram da crista neural para 0s processos
maxilares e mandibulares (4,19-20). As interagdes epitélio-mesenquimais sequenciais
e reciprocas, mediadas por vias de sinalizagdo, modulam as funcdes celulares, e
consequentemente o desenvolvimento dentario (20-22;). Durante o processo de
desenvolvimento dentario, também denominado odontogénese, formam-se os tecidos
dentarios que compdem a coroa e raiz dentaria: esmalte, complexo dentina-polpa e

cemento (23).

O esmalte dentario é um tecido acelular e mineralizado de origem epitelial que
recobre a coroa dos dentes (24-25). O desenvolvimento de esmalte dentario,
denominado de amelogénese, € um processo biolégico complexo, controlado
geneticamente, que envolve mecanismos dinamicos celulares e fisico-quimicos. A
amelogénese pode ser dividida em trés estagios distintos, em razdo das
caracteristicas morfologicas e funcionais dos ameloblastos, sédo eles: pré-secregéo,
secrecdo e maturacédo (25-29). Os ameloblastos sao células epiteliais, de origem
ectodérmica, que apresentam um ciclo vital com continuas modificacbes
morfofuncionais, sendo capazes de sintetizar e secretar proteinas, mineralizar a matriz

organica e proteger o esmalte dentario até sua erupgao.

O estagio de pré-secrecao é caracterizado pela diferenciacdo das células do
epitélio interno do esmalte em pré-ameloblastos. Nesse estagio, as células invertem
a polaridade, desenvolvem um extenso aparelho de organelas para a sintese de
proteinas, e se preparam para secretar a matriz organica do esmalte (20,25). O
estagio de secrecéao é caracterizado pela intensa atividade de sintese e secrecao de
proteinas amelogeninas e ndo amelogeninas pelos ameloblastos secretores. Os
ameloblastos adquirem, em sua porgao apical, prolongamentos secretores,

denominados Processo de Tomes, que serdo responsaveis pela secregcao de



15

proteinas e orientagao dos cristais de hidroxiapatita em aprismatico e prismatico (26,
30,31).

No estagio de secregdo os ameloblastos sintetizam e secretam proteinas que
compdem a matriz organica do esmalte dentario, constituida por 90% de proteinas
amelogeninas e 10 % de proteinas ndo amelogeninas. As amelogeninas regulam o
crescimento dos cristais em espessura e largura. As proteinas ndo amelogeninas,
principalmente enamelina e ameloblastina, controlam o alongamento cristalino, se
ligando especificamente aos cristais de hidroxiapatita (32-33). Nesse estagio, os
cristais crescem em comprimento, mas ndao em espessura. Disturbios durante o
estagio secretor resultam em alongamento insuficiente do cristal, resultando em uma

camada de esmalte hipoplasica (20).

Cerca de 30% da matriz organica depositada no estagio de secregéo, seréo
degradadas por proteases tais com a enamelisina (MMP-20) e calicreina-4 (KLK-4)
contribuindo com a nucleacéo cristalina. A mineralizagao final sera adquirida durante
o estagio de maturacédo (34). O estagio de maturagdo € caracterizado pelo
crescimento em didmetro dos cristais de hidroxiapatita. Os ameloblastos maduros em
suas porg¢des apicais se modulam ciclicamente entre terminag¢des apicais rugosas e
lisas (30,35-36). A modulagdo dos ameloblastos é um mecanismo unico que permite
a incorporagao de ions de calcio e fosfato, regulacdo do pH e reabsorg¢ao de agua e
matriz organica (37-40). Disturbios durante o estagio de maturagdo da amelogénese

resultam em esmalte hipomineralizado ou hipocalcificado de espessura normal (24).

Ao longo dos estagios de transicdo e maturacdo, cerca de 50% dos
ameloblastos sofrem apoptose (41). Os ameloblastos restantes se fundirao,
posteriormente, com as células do epitélio externo do esmalte dentario, reticulo
estrelado e estrato intermediario, formando o epitélio reduzido do esmalte. O epitélio
reduzido do esmalte se adere a superficie do esmalte dentario formado, exercendo
funcao de protecao até o momento de erupcao dentaria. Durante a erupcéo dentaria
na cavidade oral, o epitélio reduzido do esmalte se fundira ao epitélio oral para formar
o epitélio juncional (8,42). Logo, o esmalte formado € acelular, o que impede qualquer
regeneracao de esmalte apds esse momento (43). O esmalte maduro € composto por

96% de material inorganico, de 1% de matriz organica residual e 3% de agua (20).
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2.2 DEFEITOS DE DESENVOLVIMENTO DE ESMALTE (DDE):

A integridade do esmalte dentario depende da funcdo adequada dos
ameloblastos, da deposicdo adequada das proteinas do esmalte, e da fosforilagao e
clivagem oportuna das proteinas da matriz organica do esmalte, que permitem a
migracdo dos ameloblastos, e organizagao dos cristais de hidroxiapatita prismatico e
interprismatico (44). Fatores ambientais ou genéticos podem afetar a amelogénese e
consequentemente a estrutura do esmalte dentario. Essas alteragdes podem ser
localizadas ou generalizadas (11,45). Os fatores ambientais e genéticos podem
resultar em defeitos do esmalte quantitativos (hipoplasias) e qualitativos (opacidades).
Independentemente da origem etioldégica dos DDE as caracteristicas clinicas podem
ser semelhantes, o que pode causar dificuldades quanto ao diagndstico diferencial,
sendo fundamental uma minuciosa anamnese, identificando possiveis exposicdes de
risco potencial a fatores ambientais e informagdes sobre a histdria familiar (4). Fatores
ambientais intrinsecos, como inflamacgao e febre alta, e extrinsecos como infecgoes,
ingestao de fluor e traumatismo dentario devem ser considerados. Exemplos de DDE
de origem ambiental ou sistémica sao a fluorose dentaria, e a hipomineralizagéo
molar-incisivo (MIH) (2,46).

2.3 AMELOGENESE IMPERFEITA

Os DDE de origem genética sdo denominados amelogénese imperfeita (Al),
caracterizada por alteragdes na quantidade e/ou qualidade do esmalte (1,32,47). A Al
afeta os dentes deciduos e permanentes (2,8), podendo ter padrédo de heranca
autossbmico dominante (AD), autoss6mico recessivo (AR) ou relacionado ao
cromossomo X (XLR). Podem se manifestar isoladamente ou como manifestagéo
clinica de uma sindrome (48).

As caracteristicas clinicas da Al incluem a diminuigdo da espessura do esmalte
dentario, rugosidade da superficie, presenca de cavitagdes (pits), alteragdes na
translucidez do esmalte. Além disso, podem ocorrer atraso na erupg¢ao dentaria,

retencdo prolongada de dentes deciduos, mordida aberta anterior, palato ogival,



17

dentes com diminuigdo da coroa clinica e presenga de diastemas (49-51).
Radiograficamente, nos casos de Al hipomineralizada a radiodensidade € similar ou
diminuida entre esmalte e dentina (1). Outros achados radiograficos relatados em
casos de Al sindrébmica sao calcificagdes intrapulpares, taurodontismo, agenesia

dentéria e hamartomas (49,52).

2.4 CLASSIFICAGAO DE AMELOGENESE IMPERFEITA E ETIOLOGIA

Em 1971 foi proposto por Rao e Witkop (6), uma classificagcdo baseada nos
aspectos clinicos e radiograficos dos defeitos do desenvolvimento de esmalte e modo
de heranga, sugerindo a subclassificagdo dos casos de Al em 14 subtipos baseados
nos critérios delineados previamente (53). Com os avangos no conhecimento e
metodologias de sequenciamento genético, um novo sistema de classificagao foi
proposto em 1995 por Aldred e Crawford (7), o qual se baseava no fenétipo, no modo
de herancga, na base molecular e bioquimica. Nos ultimos anos, devido a um aumento
no conhecimento das bases moleculares e a observacgdes de outros sistemas afetados
em pacientes com Al tem se classificado a Al, antes de qualquer subdivisdo, em Al

nao sindrémica e Al sindrémica.

Atualmente, a Al é dividida em trés tipos: Al hipoplasica, Al hipomaturada e Al
hipocalcificada. Associacdes de fenétipos podem ser observadas em um paciente ou
em membros de uma familia. Na Al hipoplasica, o esmalte dentario encontra-se
mineralizado e com uma diminuigdo de sua espessura (8,54). A Al hipomaturada ou
hipomineralizada € decorrente de falhas no estagio de maturagdo da amelogénese,
no qual ndo ha a remogdo adequada da matriz organica e consequente, a
mineralizagcao do esmalte dentario é afetada, o que resulta no esmalte dentario com
espessura normal, entretanto, com altera¢des na translucidez do esmalte (24). A Al
hipocalcificada resulta também de alteragcées no estagio de maturagéo, a qual afeta

gravemente a mineralizagao do esmalte dentario e afeta a dureza (55).

Sindromes com manifestacdo clinica de Al apresentam uma variedade de
manifestacdes que podem envolver os rins, a pele, 0ssos, coragéo e outros tecidos e
orgaos (56). Até a presente momento, 26 genes foram identificados em familias com
Al, 14 genes nas formas isoladas de Al (AMELX, ENAM, MMP20, KLK4, FAM83H,
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WDR72, ITGB6, SLC24A4, COL17A1, LAMB3, LAMA3, GPR68, AMBN e C4orf26) e
15 genes nas formas sindrébmicas (LTBP3, COL17A1, DLX3, FAM20A, CNNM4,
ROGDI, LAMA3, LAMBS3, ITGB4, CLDN16, CLDN19, PEX1, PEX6, STIM1 e FAM20C)
(8-9,57-59).

2.5 QUALIDADE DE VIDA DOS PACIENTES COM Al

Os pacientes com Al sofrem um impacto significativo em sua qualidade de vida.
Geralmente, os pacientes diagnosticados com Al relatam sensibilidade dentinaria,
disturbios funcionais, deficiéncia na estética dentaria, e consequentemente,
problemas de socializagdo, o que pode resultar em reduc¢do da sua qualidade de vida
(60-61). Por se tratar de uma condigdo genética rara, o diagndstico e intervengao
odontoldogica precoce sao recomendadas, permitindo a promogdo da saude e

limitagdo das sequelas nestes pacientes (5,61).
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3.0BJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar as alteragdes sistémicas, bucais e dentarias de 5 familias
diagnosticadas com Amelogénese Imperfeita Autossébmica Recessiva em
atendimento no Centro de Saude Bucal de Doencas Raras, na Unidade de Saude
Bucal, do Hospital Universitario e identificar variantes patogénicas pelo método de

sequenciamento de exoma e Sanger.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar as manifestacdes sistémicas.

2. Caracterizar clinicamente e radiograficamente as manifestagdes orodentais.

3. Investigar a presenca de variantes patogénicas pelo método de sequenciamento de

exoma.

. Validar as novas variantes patogénicas identificadas pelo sequenciamento Sanger.
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4.MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa em Seres
Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (CEP/FS
— UnB) sob o registro 43064320.3.0000.0030 (Anexo 1). Foi explicado aos
participantes e responsaveis os objetivos da pesquisa, os riscos e beneficios, 0 uso
de fotografias e exames de imagem que envolvem a pesquisa. Uma vez esclarecido
e em concordancia, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), Termo de
Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) aos pacientes dos 6-17 anos, Termo de
Cessao de Uso de Imagem e/ou Voz para Fins Cientificos e Académicos foi
apresentado e assinado por todos os participantes da pesquisa e seus familiares
(Anexo 2).

4.1 AVALIAGCAO CLINICA

Foram avaliadas nesse estudo cinco familias com Al entre os anos de 2002 até
marco de 2022 no Centro de Atendimento Odontolégico de Doengas Raras, na
Unidade de Saude Bucal, do Hospital Universitario de Brasilia. Foram incluidos no
estudo pacientes previamente diagnosticados com AIAR e sem diagndstico genético.
Foram analisados os dados registrados nos prontuarios médicos e odontoldgicos dos
pacientes.

Em relagdo aos prontuarios odontolégicos foram analisadas as informacdes
descritas na anamnese e exame fisico intrabucal e extrabucal, assim como os exames
complementares. Posteriormente, tais informagdes foram complementadas com
informacgdes adicionais obtidas com os parentes de primeiro grau, visando ampliar o
conhecimento da histéria médica das pacientes. Todos os pacientes receberam

tratamento odontolégico necessario e manutencgéo preventiva.
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4.2 AVALIAGAO NEFROLOGICA

Os pacientes em que foram observadas manifestacbes orodentais clinicas e
radiograficas sugestivas de Sindrome Esmalte Renal, foram encaminhadas para
avaliacdo nefrolégica na Unidade de Nefrologia Pediatrica, no Hospital Universitario

de Brasilia.

4.3 COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS E ISOLAMENTO DE DNA/ EXOMA
COMPLETO

Foram coletados 4 mL de sangue venoso dos pacientes e pais em tubos com
EDTA. A extragdao de DNA gendmico foi realizada no Laboratério de Histopatologia
Oral pelo método salting out — Método Puregene, seguida de sua quantificacdo no
Nanovue Plus (GE®) e Qubit de acordo com Amorin et al. (2019). Um total de 10 ng
de DNA por amostra foi enviada para sequenciamento de exoma completo na
empresa Macrogen, Coreia do Sul, na plataforma lllumina HiSeq 4000 com cobertura
meédia de 50 vezes e comprimento de leitura de 2 x 100 pb.

4.4 ANALISE DO SEQUENCIAMENTO DE EXOMA

O exoma foi utilizado na investigagdo de cinco casos com diagnostico clinico
de Al, com suspeita de modo de heranga autossémico recessivo. A técnica de
sequenciamento de exoma € utilizada por sua capacidade na detecgao de diversas
alteracdes na regido codificante do genoma. A partir do upload de arquivos FASTQ,
BAM e VCF na plataforma VarStation, em que as variantes detectadas séo preé-

classificadas por algoritmos proprio e filtros de analise que auxiliam na busca por
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variantes correlacionadas a alteragdes patologicas ja descritas em bancos de dados
anteriormente.
A andlise das variantes foi realizada utilizando a plataforma Franklin

(www.genoox.com) e Varsome (https://varsome.com/) para a analise dos dados. Os

filtros aplicados para obtengdo do conjunto de variantes candidatas causadoras de
doencas: (1) filtros baseados no impacto funcional reteve apenas variantes que
fossem nao sinbnimas, sindnimas, frameshift, nonsense, ou que afetassem sitios
candnicos doadores/aceptores de splicing; (2) filtros de caracteristicas fenotipicas dos
probandos foram utilizados ; (3) ontologia do fenétipo humano (HPO) com a analise
de 31 genes, sendo eles: ACP4, AMBN, AMELX, AMTN, CLDN19, CNNM4, DLXS3,
DNAJC21, ENAM, FAM20A, FAM83H, GPR68, ITGB6, KLK4, LAMAS3, LAMBS3,
LTBP3, MMP20, ODAPH, ORAI1, PEX1, RELT, ROGDI, SATB1, SLC10A7,
SLC13A5, SLC24A4, SMARCD2, STIM1, TMEM165, WDR72.

A classificagdo das variantes foi realizada de acordo com as orienta¢des do
American College of Medical Genetics and Genomics de acordo com Richards et al.
(62). As variantes classificadas como melhores candidatos foram visualizadas no
Software Integrative Genomics Viewer (IGV) (Broad Institute of MIT and Harvard). Nos
pacientes com novas variantes suspeitas e nao relatadas previamente na literatura

foram validadas pelo Sequenciamento Sanger.

4.5 VALIDAGAO POR SEQUENCIAMENTO SANGER

O DNA genbmico foi utilizado como substrato para amplificagdo do gene de
interesse utilizando-se pares de oligonucleotideos iniciadores (primer). Os primers
foram desenvolvidos na plataforma ExonPrimer do Institute of Human Genetics

(https://ihg.helmholtz-muenchen.de/ihg/ExonPrimer.html), no qual se introduziu regides de

DNA especifico (gene de interesse). O fragmento referéncia foi identificado na base
de dados ENSEMBLE Human Gene View disponivel em

www.ensembl.org/homo_sapiens/geneview, €m que se selecionou na regido de interesse

pares de base (pb) anteriores e posteriores a regido de interesse para amplificagao

do DNA. Uma vez desenhado os primers Reverse e Forward (Tabela 1) foi realizada
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a validacdo na plataforma In-Siico PCR da UCSC Genome Browser

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr).

Na reacao de amplificagao utilizou-se 5 ul de DNA genémico, 0,2 mM de cada
desoxinucleotideo (ANTP), 50 ng de cada oligonucleotideo iniciador, 1,25 U da enzima
Taq platinum DNA polimerase (Invitrogen®), tamp&o de reagao e Cloreto de magnésio
fornecido e usado conforme recomendado pelo fabricante, resultando em um volume
final de 50 yL. A amplificagao foi realizada em termociclador PTC-100 (MJ Research,
Inc. Waltham, MA). A confirmacédo da amplificacdo dos fragmentos de interesse, os
produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, corados
com brometo de etidio (0,5 ug/ml), visualizados em luz ultravioleta e fotografados. Os
produtos da amplificacdo passaram por purificacao e enviados para sequenciamento
na empresa Biotecnologia pesquisa e inovacao (BPI), Brasil.

A anadlise dos cromatogramas, alinhamentos e comparagdes entre as
sequéncias serdo realizados com o auxilio do software Bioedit versdo 7.2 (Gene
Codes Corporation). As sequéncias foram comparadas utilizando-se como referéncia
as sequéncias gendmicas descritas na base de dados ENSEMBLE Human Gen View

disponivel em www.ensembl.org/homo_sapiens/geneview.

Tabela 1. Descrigao primers reverse (R) e forward (F) utilizados para sequenciamento Sanger.
pb(pares de bases)

Exon / Sentido Tamanho do
Gene Sequencia Primer
primer amplicon (pb)
Exon 3F GTCCCTACCACTGGGGTTTC
RELT 269 pb
Exon 3R AAGCCTGAGGACCCTTGG
Exon 1F CTCTCCGATGAGCGTCATGTT
472 pb
Exon 1R CGCTGTCCAGTCTGCATCTC
LTBP3
Exon 23F CTTTTCCTCCCTGCAGACGT
160 pb

Exon 23R CCTCACCCATCTCTTCCGG
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5.RESULTADOS

Seis pacientes de cinco familias, sem grau de parentesco, com diagnéstico de Al
em atendimento no Centro de Atendimento Odontolégico de Doengas Raras, do HUB
foram avaliados. Dentre os casos estudados, as cinco familias apresentavam
diagnodstico de Al com modo de heranga autossdmico recessivo. Trés familias tinham
hipotese diagndstica de Al sindrémica e duas familias hipétese diagndstica de Al nao
sindrébmica. Em relagcao a distribuicdo por sexo e idade dos pacientes indices, foram
estudados quatro pacientes do sexo feminino e dois do sexo masculino, com idades
compreendidas entre 8 a 23 anos de idade, na ocasiao da primeira consulta. Todos

0s pacientes estdo em acompanhamento desde a consulta inicial.

5.1 FAMILIA 1 - PACIENTE IV:1 E IV:2

O exame clinico inicial da familia foi realizado em 2016. A paciente indice (1V:2),
de sexo feminino, natural de Planaltina, Distrito Federal, foi encaminhada aos 8 anos
de idade para o Centro de Atendimento Odontoldgico de Doengas Raras, na Unidade
de Saude Bucal, do HUB, com diagnéstico provavel de amelogénese imperfeita. A
queixa principal foi dor e sensibilidade dentinaria, além de dificuldade de socializagao
no ambiente escolar. Durante a anamnese foi relatado que os pais sao
consanguineos, primos de primeiro grau, € uma irma (IV:1) também apresentava
alteracdes dentarias (Figura 1). Nao foram relatadas complicagdes durante a gravidez.
No prontuario médico nao foram identificados relatos de alteragdes sistémicas prévias.
No entanto, os pais relataram que houve o diagnostico de problema cardiaco perinatal,
descrito como sopro cardiaco, sendo acompanhada por médico cardiologista até os 4

anos de idade.
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Figura 1. Heredograma da familia 1 (pacientes IV:1 e 1V:2): histéria de consanguinidade. Seta
preta: paciente indice.

Na consulta inicial aos 8 anos de idade, no exame fisico intrabucal, observou-
se a presenga de denticdo mista e mordida aberta anterior (Figura 2-A). Os dentes
deciduos caninos e molares superiores e inferiores (Figura 2-C), apresentavam uma
coloragcdo amarelo-acastanhada e hipoplasias pontuais do esmalte dentario limitadas
ao tergo meédio e oclusal dos dentes, sugerindo um esmalte hipoplasico. Foi observado
também, desgastes nas faces incisais dos caninos deciduos e aplainamento das
cuspides dos molares deciduos (Figura 2-D). Os dentes molares deciduos superiores
apresentavam material restaurador compativel a cimento de ionébmero de vidro nas

faces oclusais (Figura 2-E).

Os incisivos centrais e laterais superiores permanentes apresentaram-se mais
afetados que os dentes deciduos (Figura 2-B), com coloragdo amarelo-amarronzada,
aspecto vitreo, opacidades difusas, fissuras e rugosidades generalizadas nas
superficies e esmalte hipoplasico. As superficies oclusais dos primeiros molares
permanentes superiores e inferiores apresentavam perda do esmalte dentario, e

paredes finas de esmalte no tergo cervical do dente, similares a um anel (Figura 2-F).
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Figura 2. Exame clinico intraoral (paciente IV:2) aos 8 anos de idade. (A)Vista frontal; (B)Vista
frontal dos incisivos superiores e inferiores permanentes; (C) Vista lateral caninos e molares
inferiores e superiores deciduos; (D) Vista oclusal da arcada dentaria superior; (E) Vista oclual
da arcada dentaria inferior; (F) Vista oclusal do primeiro molar inferior direito.

No exame radiografico odontolégico inicial realizado aos 8 anos de idade
(Figura 3-A), observou-se que os dentes deciduos apresentam diminuicdo da
espessura do esmalte sugerindo um esmalte hipoplasico. Também, nos dentes
permanentes erupcionados e inclusos foi observada a redugdo na espessura do

esmalte dentéario. No exame radiografico realizado aos 13 anos de idade (Figura 3-B),
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observou-se a presenga e do canino superior direito incluso e retengao prolongada do

canino superior direito deciduo.

Figura 3. Exames radiograficos odontoldgicos (paciente IV:2). (A) Exame radiografico
odontolégico aos 8 anos de idade. (B) Exame radiografico odontoldgico aos 13 anos de idade.

A irma da paciente indice (IV:1), sexo feminino, consultou-se pela primeira vez
aos 10 anos de idade no Centro de Atendimento Odontolégico de Doengas Raras.
Nenhuma alteragao sistémica foi relatada. O exame clinico odontolégico inicial,
revelou a presencga de denticdo mista, em que os dentes caninos e molares superiores
e inferiores deciduos, se apresentavam com coloragao branco-amarelada (Figura 4-
A). Foi verificado também, a presenga de hipoplasias pontuais no terco médio e

oclusal dos dentes deciduos, evidenciando um padrdo de fendtipo na denticéo
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decidua similar ao da paciente caso indice (Figura 4-B). Nos dentes posteriores
deciduos identificou aplainamento das superficies oclusais. Nos molares deciduos

inferiores do lado esquerdo, observou-se a presenca de material restaurador nas

faces oclusais e proximais, de coloragao branco opaca (Figura 4-C; 4- D; 4-E).

Figura 4. Exame cIiico intra oral (paciente IV:I) aos 10 anos de idade. (A)Vista frontal; (B)Vista
fronto-lateral direita; (C) Vista oclusal superior; (D) Vista oclusal da arcada dentaria superior; (E)
Vista oclusal da arcada inferior; (F) Vista frontal dos incisivos inferiores permanentes.

Em relacdo a denticdo permanente, foi observado a presencga de hipoplasias
pontuais generalizadas nos incisivos e molares superiores e inferiores permanentes

(Figura 4-B; 4-F). Opacidades difusas nos incisivos laterais superiores (Figura 4-B).



29

Os molares permanentes inferiores apresentavam desgaste acentuado das
superficies oclusais com relativa integridade das paredes circundantes do tergco médio
e cervical de esmalte dentario (Figura 4-D), além de areas cavitadas amarronzadas
escurecidas, sugestivas de caries (Figura 4-E).

O exame radiografico odontolégico da paciente (IV:1) aos 15 anos de idade
(Figura 5) revelou a presencga de toda denticdo permanente e espessura reduzida do
esmalte dentario. Les&o radiopaca em regido de mandibula do lado direito, sugestiva

de esclerose 0ssea idiopatica.

Figura 5. Exame radiografico odontolégico (paciente IV:1). Seta preta: lesao radiopaca sugestiva
de esclerose 6ssea idiopatica.

O sequenciamento de exoma foi realizado na paciente indice (IV:2). Uma nova
variante em homozigose em regiao de splicing foi identificada na regido do intron 3 do
gene RELT (NM_152222.2:c.120+1G>A,p.?), também visualizada no IGV (Figura 6).
O efeito da variante na proteina nao pode ser determinado por estar presente em sitio
de splicing, fora da regiao codificante. A variante possui frequéncia populacional de
0.004%, frequéncia alélica de 1.00, profundidade de cobertura de 130. A variante foi
prevista como incerta de acordo com as diretrizes do American College of Medical
Genetics and Genomics (PM2, PVS1), prevista como” Disease causing” pelo Mutation
Taster com e pela CADD como toleravel, com score de 4.2690 e rankstore de 0.5720.



30

chrit v

chr11:73,101,652-73,101,71(| Q 60 bp

’ P 72,101,880 op . 721018700 . 72.101.820 50 < 72101800 50 . 73,101,700 5p

TGGGGGBAGGAGCCCGBACCTGOGOTGAGCATTOECCCTGCTCTCCTGCCTGTCCTGGGEG

hr11:73,101.671
Total Count 130

A 130 (100%, 70+, 60-)

Figura 6. IGV de confirmagao de resultado de exoma — paciente (1V:2)

O sequenciamento Sanger do gene RELT foi realizado com amostra de DNA
das pacientes 1V:2, IV:1 e dos pais. Identificou-se a variante no cromatograma (Figura
7), em homozigose nas pacientes 1V:1 e IV:2 e em heterozigose na mae e pai (lll:1 e

[11:2). Nao foi identificado descricao dessa variante em bancos de dados da literatura

~

e no LOVD (http://dna2.leeds.ac.uk/LOVD/).
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Figura 7. Cromatograma do sequenciamento de Sanger (pacientes IV:1 e 1V:2), confirmou a presencga da
variante em sitio de splicing no gene RELT:c.120+1G>A,p.?

5.2 FAMILIA 2 - PACIENTE liI:2

Paciente do sexo masculino (lll:2), 17 anos de idade, natural do estado de
Goias, Brasil, foi encaminhado ao Centro de Atendimento Odontologico de Doencas
Raras, na Unidade de Saude Bucal, do Hospital Universitario de Brasilia, se queixando
de dentes que ndo nasciam e hipoplasia do esmalte dentario. Embora haja registro de
paternidade em seus documentos, a mae informa que nao ha confirmagao que o pai
bioldgico seja o que consta no registro, mas nega possibilidade de consanguinidade
(Figura 8). No entanto, embora haja registro de paternidade em seus documentos, a
mae informa que nao ha confirmagao que o pai biolégico seja o0 que consta no registro,
mas nega possibilidade de consanguinidade. Na histéria médica, foi informado que o
paciente é respirador bucal, e queixa-se de cefaleias recorrentes e polidipsia. Nao ha
relatos de alteracdes sistémicas e uso de medicamentos. Foi feito o encaminhamento
do paciente para avaliagao nefrolégica na Unidade de Nefrologia Pediatrica, no

Hospital Universitario de Brasilia, no qual n&o foi evidenciada nefrocalcinose.

4 N

11:1 1:2 11:3

9

11:1 I:2

k . Sindrome Esmalte Renal/

Figura 8. Heredograma da familia 2 (paciente lll:2): ndo ha histérico de consanguinidade.

Ao exame clinico intraoral aos 17 anos de idade o paciente apresentava
denticdo mista, os dentes deciduos e permanentes apresentavam coloragao

amarelada, coroa clinica reduzida, espacos interproximais aumentados (Figura 9-A),
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auséncias de dentes permanentes e hiperplasia gengival (Figura 9-B). Retencéo
prolongada dos dentes deciduos: primeiros e segundos molares superiores direito e
esquerdo, caninos inferiores direito e esquerdo, primeiros e segundos molares
inferiores direito e esquerdo (Figura 9-C; 9-D). Molares superiores (Figura 9-C) e
inferiores (Figura 9-D) deciduos apresentavam aplainamento de suas faces oclusais.
Foi observado formato semi lunar dos incisivos inferiores permanentes (Figura 9-A),
nao foi possivel identificar se os incisivos superiores apresentavam essa caracteristica
pois ja haviam sido previamente reabilitados por outro cirurgido dentista em outra
unidade odontoldgica. Primeiro molar superior direito permanente se apresenta semi

incluso com a presenca de pélipo pulpar (Figura 9-C).

Os achados clinicos radiograficos odontologico aos 13 anos de idade (Figura
9-E) revelou a presenca de todos os dentes permanentes, descartando o diagndstico
de agenesia dentaria. Foi observada a reducao da espessura do esmalte dentario. Foi
observada a destruicdo coronaria dos primeiros molares inferiores permanentes
inclusos. Foi observada a presenca de dilaceragdes radiculares nos segundos
molares inferiores permanentes. Foi observada imagem radiolucida sugestiva de
hiperplasia do foliculo pericoronario na regiao do canino inferior permanente e molares
superiores e inferiores permanentes inclusos. Foram identificadas calcificacbes
intrapulpares no primeiro e segundo molares deciduos superiores direito, e nos
primeiros molares inferiores permanentes e segundo molar permanente inferior direito
(Figura 9-E). No exame radiografico aos 15 anos de idade (Figura 9-F), foi observado

a destruicdo coronaria dos molares inferior esquerdo permanente.
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Figura 9. Exame clinico intraoral (paciente Ill:2). (A) Vista frontal; (B) Hiperplasia gengival; (C)
Vista oclusal superior; (D) Vista oclusal inferior; (E) Exame radiografico odontolégico aos 13
anos de idade; (F) Exame radiografico odontolégico aos 15 anos de idade; (G) Exame
tomografico odontolégico aos 15 anos de idade. Asterisco vermelho: hiperplasia folicular
pericoronaria; Seta branca: calculo intrapulpar; Asterisco preto: destrui¢cao coronaria.

O sequenciamento do exoma do paciente indice (lll:2) revelou duas variantes
em heterozigose composta no gene FAMZ20A. A primeira variante patogénica
identificada (Figura 10) trata-se de uma variante missense no exon 2 do gene FAMZ20A
(NM_017565.4:¢c.406C>T,p.(Arg136*), com frequéncia alélica de 0.47 e profundidade
de cobertura de 66. A variante foi classificada como patogénica (PM2,PP5,PVS1) pelo
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), pelo ClinVar como
patogénica , pelo Mutation Taster como “Disease causing automatic” e pelo CADD,
como toleravel, com score de 12.5310 e rankscore de 0.9840. Além disso, uma
variante patogénica nunca relatada foi identificada (Figura 11) no exon 1 do gene
FAMZ20A (NM_017565.4: c.343_362delTCGCTCCTGGCCAGCCAGGA, p.
Ser115Glyfs*48), com frequéncia na populagdo menor de 0.001%, frequéncia alélica
de 0.46 e profundidade de cobertura de 81. Esta variante foi classificada pela ACMG

como provavelmente patogénica (PVS1,PM2).
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Figura 10. IGV de confirmagao de resultado de exoma — paciente Ill:2
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Figura 11. IGV de confirmagao de resultado de exoma — paciente Ill:2

5.3 FAMILIA 3 - PACIENTE IV:2

Paciente do sexo feminino (IV:2), 11 anos de idade, natural do Distrito Federal,
Brasil, foi encaminhada para tratamento odontolégico no Centro de Atendimento
Odontolégico de Doengas Raras, na Unidade de Saude Bucal, do Hospital
Universitario de Brasilia com a queixa principal auséncia dos dentes permanentes. Na
histéria familiar foi relatada dupla consanguinidade (Figura 12), pais s&o primos em
primeiro grau e o grau de consanguinidade dos avés é desconhecido. A mée relatou

que a paciente indice nasceu com 2,5 kg. Foram relatados sintomas de polidipsia e
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polifagia, além de dificuldade de aprendizagem da paciente. Nao foram relatadas

\

anomalias dentarias ou sistémicas em nenhum dos membros da familia.

L
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Figura 12. Heredograma da familia 3 (paciente 1V:2): dupla consanguinidade.

A paciente foi encaminhada para exame nefrolégico na Unidade de Nefrologia
Pediatrica do Hospital Universitario de Brasilia. Os parametros bioquimicos séricos
iniciais ndo apresentavam anormalidades. No entanto, a ultrassonografia renal (Figura
13-F; 13-G) revelou nefrocalcinose bilateral e nefrolitiase. Apés 1 ano de
acompanhamento nefrolégico, foi diagnosticada hipocitraturia e iniciado tratamento
com citrato. Ao exame clinico intraoral aos 11 anos de idade observou-se hiperplasia
e pigmentagdo melanica gengival (Figura 13-C). Foi identificada a presenca de
denticdo mista com coloragdo amarelo-acastanhada (Figura 13-A) e auséncia de
dentes permanentes (Figura 13-B; 13-E). Os dentes deciduos apresentavam coroas
clinicas reduzidas, contato interproximal espag¢ados devido reducao da espessura do
esmalte. Os molares deciduos superiores (Figura 13-B) e inferiores (Figura 13-E)
apresentavam superficies oclusais planas, no segundo molar deciduo direito superior
observou-se presenca de material restaurador na face oclusal. No primeiro molar
deciduo direito e esquerdo superior e segundo molar deciduo esquerdo superior a
presenca de cavitagdbes amarronzadas, sugestivas de carie. Apos procedimento de
ulectomia para exposicdo dos dentes incisivos centrais superiores permanentes,
verificou-se que os mesmos apresentavam superficie rugosa e borda incisal irregular

com formato semilunar, (Figura 13-D).
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Figura 13.Exame clinico intraoral (paciente 1V:2). (A) Vista frontal; (B) Vista oclusal superior; (C)
Hiperplasia gengival e pigmentagdo melanica racial em gengiva no arco superior; (D) Vista
frontal incisivos centrais permanentes superiores; (E) Vista oclusal inferior; (F) Ultrassonografia
rim direito; (G) Ultrassonografia rim esquerdo.

O exame radiografico aos 11 anos de idade (Figura 14-A) revelou a presencga
de todos os dentes permanentes e incisivos superiores permanentes inclusos com

formato semilunar. Presenca de calcificagdes intrapulpares em primeiros molares
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inferiores permanentes. Imagens radiolucidas sugestivas de hiperplasia do foliculo
pericoronario dentario e nos dentes molares inferiores permanentes foi observada
destruicdo coronaria da superficie oclusal do primeiro molar inferior direito permanente

incluso.

No exame radiografico odontoldgico aos 13 anos de idade (Figura 14-B) foi
identificada a retengdo prolongada do canino, primeiro e segundo molar superior
deciduo direito, primeiro e segundo molar superior deciduo esquerdo, e primeiros e
segundos molares deciduos inferiores. Foi observada a presenca de calcificagdes
intrapulpares em pré-molares inferiores e molares superiores e inferiores. Foi
identificado materiais radiopacos referentes a resina composta e coroas de ago nos
incisivos centrais permanentes superiores e primeiros e segundos molares deciduos
superiores e inferiores. Foi observada a rizogénese incompleta dos segundos e
terceiros molares superiores e inferiores permanentes. Assim como, foi observada
destruicdo coronaria do primeiro molar inferior permanente esquerdo e direito
inclusos. No exame radiografico aos 14 anos de idade (Figura 14-C; 14-D), foram
realizadas tomadas radiograficas em cada semestre do ano, e evidenciou-se o

aumento das imagens radiolucidas sugestivas de hiperplasia folicular pericoronaria.

Ao exame radiografico odontolégico aos 15 anos de idade (Figura 14-E) foi
observada a progressao da destruicdo coronaria nos primeiros molares inferiores
permanentes. Nas tomografias odontoldgicas realizadas aos 15 anos, foi observada
com maior detalhamento a presenga de calcificagdes intrapulpares no segundo pré
molar superior esquerdo permanente, primeiro pré molar inferior esquerdo
permanente, primeiro e segundo molar inferior esquerdo permanente, primeiro pré
molar inferior direito permanente e segundo molar inferior direito permanente (Figura
14-E e 14-G), e de severa destruigdo coronaria dos dentes inclusos: primeiro molar
superior direito permanente, primeiros molares inferiores permanentes, e segundo
molar inferior direito permanente. (Figura 14-H). Outro aspecto a se observar, € que
em comparacao a radiografia aos 11 anos de idade (Figura 14-A), € possivel identificar
o deslocamento dos dentes em direcdo a base do corpo da mandibula. Aos 17 anos
de idade (Figura 14-F) foi observado a retengao prolongada dos primeiros e segundos
molares inferiores e superiores deciduos. Foi observado também nos dentes incisivo
central direito superior permanente e caninos inferiores permanentes, a presenca de

material obturador radiopaco de tratamento endoddntico previamente realizados.
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Figura 14. Exame radiografico e tomografico odontolégico (paciente IV:2). (A) Exame
radiografico odontolégico aos 11 anos de idade; (B) Exame radiografico odontolégico aos 13
anos de idade; (C) Exame radiografico odontolégico aos 14 anos de idade — 1° Semestre; (D)



40

Exame radiografico odontoldgico aos 14 anos de idade — 2° Semestre; (E) Exame radiografico
odontolégico aos 15 anos de idade; (F) Exame radiografico odontolégico aos 17 anos de idade;
(G) Exame tomografico odontolégico aos 15 anos de idade; (H) Exame tomografico odontolégico
aos 15 anos de idade. Asterisco vermelho: hiperplasia do foliculo pericoronario; Seta branca:
calculo intrapulpar; Asterisco branco: destruicdao coronaria.

Inicialmente em 2014, na paciente indice (IV:2) foi identificada por
sequenciamento Sanger, uma nova variante no gene FAM20A (NM_017565.4:
c.1112G>A,p.Trp371*) em colaboragcdo com uma equipe belga. Apds essa
identificacdo, a amostra de DNA da paciente e de outros pacientes diagnosticados
com a sindrome ERS e com variantes no gene FAM20A, foram analisados por
secretoma. No resultado do secretoma da paciente indice (IV:2), foi identificado uma
diferenga em comparacao aos demais pacientes avaliados, pois foram identificadas
proteinas expressas entre FAM20A e FAM20C, sendo proposto o sequenciamento do

exoma para identificar se havia, também, variantes em FAM20C.

Identificou-se a variante no gene FAMZ20A (NM_017565.4:.c.1112G>A,p.
Trp371%), previamente identificada no sequenciamento de Sanger em 2014 (Figura
15), com frequéncia populacional de <0.001, frequéncia alélica de 1.00 e a cobertura
de 25. Os pais apresentavam a variante em heterozigose, enquanto a paciente caso
indice apresentava a variante em homozigose (Figura 15). Essa nova variante nunca
havia sido relatada na literatura e foi prevista como causadora de doencas pelo
Mutation Taster. De acordo com as diretrizes da ACMG, essa variante foi prevista

como provavelmente patogénica.
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Figura 15. Cromatograma do sequenciamento de Sanger (paciente IV:2), confirmou a presencga
da variante em sitio de splicing no gene FAM20A:c.1112G>A,p.Trp371
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O sequenciamento do exoma foi realizado na paciente caso indice. Uma nova
variante nonsense em heterozigose foi identificada no sequenciamento de exoma
(Figura 16) no exon 4 do gene FAM20C (NM_020223.44:c.
951_952insGACAGGTGAGCCCTTCCTTCCTCCCTCCATCCGC,p.lle320%). A
frequéncia alélica € de 0.41 e cobertura de 64. De acordo com a Variagao
Clinicamente Relevante (ClinVar), esta variante foi prevista como benigna. No entanto,

de acordo com a ACMG, essa variante € identificada como provavelmente patogénica.
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Figura 16. IGV de confirmacéao de variante patogénica no gene FAM20C (paciente 1V:2)

5.4 FAMILIA 4 - PACIENTE II:3

Paciente do sexo feminino (lI:3), natural do Distrito Federal, Brasil, foi
encaminhada aos 8 anos de idade ao Centro de Atendimento Odontolégico de
Doencas Raras, na Unidade de Saude Bucal, do Hospital Universitario de Brasilia,
com queixa principal que os dentes ndo nasciam. Na histéria familiar n&o foi relatado
histérico de consanguinidade (Figura 17). Além disso, a mae relatou que ndo houve
intercorréncias durante a gestagéo e parto, e que a paciente nasceu com 2 kg. No seu

primeiro més de vida, ocorreu a inalagdo acidental de 6leo de canfora, sendo



42

necessaria a internagdo por uma semana € o emprego de suporte de oxigénio.
Durante os 5 primeiros anos de vida, a mae também relatou a histéria de diagndstico
de quadro temporario de bronquite asmatica. Foi mencionado também, a marcha
equina como habito da paciente durante a infancia, e relatos de outros familiares com

a mesma caracteristica.
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Figura 15. Heredograma da familia 4 (pacientes II:3): sem histéria de consanguinidade.

Quanto a histéria de doencas renais, foi relatado que a irma (l1:2) e em uma tia
paterna apresentaram alteragdes renais. A irma (11:2) aos 2 anos apresentou quadro
de nefrose ndo especificado, ndo ha informagéo sobre tratamento ou progressao do
quadro clinico. A tia apresenta deficiéncia parcial visual, suspeita de deficiéncia
auditiva e infecgbes urinarias recorrentes. Os dois familiares nao foram investigados
em relacao as alteragdes renais. A paciente foi encaminhada para exame nefrolégico
na Unidade de Nefrologia Pediatrica, no Hospital Universitario de Brasilia, no qual ndo

foi identificado alteragdes nefroldgicas.

No exame fisico extraoral, observou-se aos 8 anos baixa estatura da paciente.
Atualmente aos 23 anos de idade, ela pesa 47 kg e mede 1,53m. No exame fisico
intraoral aos 8 anos foi observada a presenca de denticdo mista (Figura 18-A) e
retengcao prolongada dos dentes deciduos: incisivo lateral superior direito, primeiro
molar superior direito, primeiro molar superior esquerdo, incisivo central e lateral
inferior esquerdo, primeiro molar inferior esquerdo, incisivo central e lateral inferior

direito, primeiro molar inferior esquerdo, além da auséncia de alguns dentes
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permanentes. Os dentes apresentavam uma camada fina e/ou inexistente de esmalte
dentario, contato interproximal reduzido (Figura 18-C; 18-D) e coloragcdo amarelo-
amarronzado (Figura 18-D). Os dentes deciduos anteriores e posteriores
apresentavam coroas clinicas reduzidas, com desgaste das faces incisais e oclusais,
com caracteristicas arredondadas (Figura 18-E; 18-F). Canino superior esquerdo
deciduo apresentava coloragdo amarronzada (Figura 18-D) e material restaurador em
sua incisal (Figura 18-B). Os incisivos centrais superiores permanentes apresentavam
o formato semilunar (Figura 18-A) e os dentes posteriores permanentes revelaram
aplainamento de sua superficie oclusal (Figura 18-C). O Molar superior esquerdo

permanente apresentava material restaurador em sua face oclusal (Figura 18-B).
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Figura 16. Exame clinico intraoral (paciente Il:3) aos 8 anos de idade. (A)Vista frontal; (B)Vista
oclusal superior; (C) Vista lateral direito; (D) Vista lateral esquerda; (E) Vista oclusal da arcada
inferior; (F) Vista frontal dos incisivos inferiores permanentes.

No exame radiografico aos 8 anos de idade (Figura 19-A) foi observada a
presenca de calcificacbes intrapulpares nos molares deciduos e permanentes.
Incisivos centrais superiores permanentes e canino superior esquerdo deciduo
tratados endodonticamente. Foi observada a reducdo da espessura do esmalte
dentario. Quanto aos dentes permanentes ausentes na cavidade oral ao exame clinico
foi descartado o diagndstico de agenesia dentaria ao exame radiografico, revelando a
presencga de dentes inclusos: incisivos laterais, caninos, primeiros molares e segundo
molares superiores permanentes, além dos incisivos centrais, laterais, caninos,
primeiro pré-molar, e terceiros molares inferiores permanentes. No exame radiografico
aos 23 anos de idade (Figura 19-B) verificou-se a presenga de dentes deciduos com
retencdo prolongada: os caninos inferiores esquerdo e direito, primeiros molares
inferiores esquerdo. Foi identificada a presenca de germes dentarios permanentes,
incisivo lateral e canino superior direito, além do canino superior esquerdo em regiao
de maxila préximo ao seio maxilar; na regido mentoniana de mandibula, os germes
dos dentes caninos inferiores direito e esquerdo e primeiros pré-molares inferiores
direito e esquerdo. Ha também, a presenca de calculos intrapulpares em pré-molares
e molares inferiores permanentes; além de lesao radiolicida em torno das raizes dos

incisivos centrais inferiores permanentes.
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Figura 17. Exame radiografico odontolégico (paciente II:3). (A) Exame radiografico aos 8 anos
de idade; (B) Exame radiografico aos 23 anos de idade; Seta branca: calcificagdes intrapulpares;
Asterisco vermelho: hiperplasia do foliculo pericoronario.

Foi realizado o diagnéstico de amelogénese imperfeita hipoplasica. Como as
caracteristicas orodentais da paciente eram patognomonicas para Sindrome Esmalte-
Renal (ERS/OMIM #204690). Inicialmente foi realizado o sequenciamento de Sanger
para investigagdo de variante no gene candidato FAM20A. No entanto, ndo foram
identificadas variantes no gene FAM20A pelo sequenciamento Sanger, descartando

o diagndstico de Sindrome Esmalte-Renal.

O sequenciamento de exoma revelou duas novas variantes em heterozigose
composta. A primeira variante heterozigética (Figura 20) refere a uma delecao foi
identificada, no exon 1 do gene LTBP3 (NM_001130144.2:
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c.85_105delCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTG, p. Leu29 Leu35del), com frequéncia

alélica de 0.38, profundidade de cobertura de 40. De acordo com as diretrizes da

ACMG, essa variante é classificada como incerta (PM2, BP3).
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Figura 18. IGV de confirmagao de resultado de exoma — paciente II:3.

Além disso, uma nova variante heterozigética missense (Figura 21) néao
sindnima foi identificada no exon 23 do gene LTBP3 (NM_001130144.2: c.3214C>T,

p. GIn1072Ter), com frequéncia alélica de 0.38 e profundidade de cobertura de 89.

Essa variante foi prevista como provavelmente patogénica (PVS1,PM2) pela ACMG,

pelo Mutation Taster com predicao de “Disease causing automatic” e pela CADD como

tolerado, com score de 10.8670 e rankscore de 0.9710.
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Figura 19. IGV de confirmagédo de resultado de exoma — paciente II:3

O sequenciamento Sanger do gene LTBP3 (Figura 20) foi realizado com
amostra de DNA da paciente indice (l:3) e da mée (I:2), ndo sendo possivel realizar
sequenciamento com o DNA do pai por ele nao residir no Distrito Federal. Foi possivel
validar a variante no gene LTBP3 no éxon 23 na paciente, mas nao foi constatada no

sequenciamento materno. Nao foi possivel amplificar a variante do éxon 1.
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k VY VNN WA LTBP3c.3214C>T,p.GIn1072Ty

Figura 20. Cromatograma do sequenciamento de Sanger (paciente Il:3), confirmou a presenga
da variante em sitio de splicing no gene LTBP3: ¢.3214C>T, p.GIn1072Ter

5.4 FAMILIA 5 - PACIENTE IV:1

Paciente do sexo masculino (IV:1), 12 anos de idade, natural do Distrito
Federal, Brasil, foi encaminhado com diagnéstico prévio de Al ao Centro de Saude
Bucal de Doencas Hereditarias do Hospital Universitario de Brasilia, Brasil, se
queixando de falta de esmalte na coroa dentaria. Durante a anamnese foi relatada

consanguinidade na familia, pais sdo primos em primeiro grau, ndo ha relatos de
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casos similares na familia (Figura 21). Nao houve complicagcbes durante a gestagéo e

infancia. Na historia médica nao foi relatado alteracdes a nivel sistémico.
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Figura 21. Heredograma da familia 5 (paciente 1V:1): histéria de consanguinidade.

Na consulta inicial aos 12 anos de idade, ao exame fisico intrabucal observou-
se a presencga de denticdo mista, apinhamento dos incisivos laterais superiores
permanentes e mordida aberta anterior (Figura 22-A). Os dentes deciduos caninos e
molares superiores e inferiores (Figura 22-B) apresentavam uma coloragao amarelada
e hipoplasias pontuais sobre toda superficie do esmalte dentario, em maior
concentragdo no tergo meédio dos dentes, sugerindo um esmalte hipoplasico. Foi
observado também, desgastes nas faces incisais dos caninos deciduos e
aplainamento da superficie oclusal dos molares deciduos (Figura 22-B). Os dentes
molares deciduos superiores apresentavam uma coloracdo amarelo-amarronzada em
comparagao aos outros dentes, devido a maior quantidade de dentina exposta (Figura
22-C). No primeiro molar deciduo inferior permanente observa-se material restaurador
compativel com amalgama nas faces oclusais e vestibular (Figura 22-D). O segundo
molar deciduo direito inferior esta desgastado em sua face oclusal, no entanto, &
possivel visualizar, no terco médio medial e médio distal da face oclusal, esmalte

remanescente hipoplasico (Figura 22-E).
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Os incisivos centrais e laterais superiores permanentes apresentavam
apinhamento (Figura 22-A), dentes com coloragdo amarelada, hipoplasia pontuais no
esmalte dentario e pigmentagdo extrinseca amarronzada sobre as hipoplasias.
Opacidades demarcadas na borda incisal dos incisivos laterais superiores
permanentes (Figura 22-B). Erupgao parcial de primeiro pré-molar superior direito
(Figura 22-C). As superficies oclusais dos molares permanentes superiores (Figura
22-C) e inferiores (Figura 22-D) apresentavam cuspides irregulares, decorrente ao
desgaste do esmalte dentario, entretanto com exposi¢cao de dentina acentuada nas
paredes vestibulares (Figura 22-E). Tais areas de auséncia e/ou diminuigdo de
esmalte dentario séo referentes a areas de contatos oclusais, 0 que pode justificar a

motivagdo de maiores desgastes na regiao.

O exame radiografico odontoldgico (Figura 22-F) aos 12 anos de idade, revelou
a presenca de todos os dentes permanentes. Radiopacidade referente a material
restaurador na regido coronaria do segundo pré-molar deciduo inferior esquerdo. Na
denticdo decidua e permanente, inclusive os dentes inclusos, € possivel observar a
diminuicdo da espessura do esmalte dentario. Dilaceracao radicular de primeiros e

segundos molares inferiores permanentes.
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Figura 22. Exame clinico intraoral e radiografico (paciente IV:1). (A) Vista frontal; (B) Vista lateral
direita; (C) Vista oclusal superior; (D) Vista oclusal inferior; (E) Vista oclusal molares inferiores
direitos; (F) Exame radiografico odontolégico aos 12 anos de idade.

Nenhuma variante candidata foi identificada como causadora do quadro clinico
de Al. Foi realizada uma busca generalizada, e nenhuma variante candidata
classificada como incerta, provavelmente patogénica ou patogénica foi identificada

como relacionada a casos de alteracdes no desenvolvimento dentario.
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6.DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo caracterizar os aspectos clinicos e
genéticos de 5 familias com diagndstico prévio de AIAR. Considerando-se a
heterogeneidade clinica e genética nos casos de Al, um minucioso exame clinico foi
fundamental para o diagndstico, o qual envolveu a exclusao da etiologia ambiental, a
definigdo do modo de heranga e a investigagao de alteragdes sistémicas e orais (1).
Todos os casos avaliados apresentaram Al do tipo hipoplasico. A histéria familiar das
5 familias, sugeriu um padrao de heranga autossémico recessivo, 3 familias relataram
consanguinidade entre pais. Dos 5 pacientes diagnosticados com AIAR, estabeleceu-
se o diagndstico de possivel Al sindrébmica em 3 familias, e possivel Al n&o sindrémica
em 2 familias. Sendo identificadas na avaliagao sistémica: alteragdes renais em um
paciente, e suspeita de alteracdes 6sseas e cardiacas em uma paciente.

O diagnostico molecular dos casos de Al, pode ser um desafio. No entanto,
com os estudos sobre a correlagédo fendtipo-genoétipo e os avangos das ferramentas
de sequenciamento genético, principalmente de plataformas de analise que permitem
a utilizagao de filtros, tornou-se possivel ampliar o espectro de variantes (12). Dentre
0s genes ja relatados em casos de Al, 14 genes estdo envolvidos nas formas n&o
sindromicas (AMELX, ENAM, MMP20, KLK4, FAM83H, WDR72, ITGB6, SLC24A4,
COL17A1, LAMB3, LAMA3, GPR68, AMBN e C4orf26), e 15 genes nas formas
sindréomicas (LTBP3, COL17A1, DLX3, FAM20A, CNNM4, ROGDI, LAMA3, LAMBS3,
ITGB4, CLDN16, CLDN19, PEX1, PEX6, STIM1 e FAM20C) (8-9). Neste estudo,
utilizando o filtro dos genes previamente relatados na literatura, foram identificadas
variantes nos genes LTBP3, FAM20A e RELT em 5 pacientes e em um paciente nao
foi identificada nenhuma variante candidata.

A variante patogénica identificada na familia |, se localizava em sitio de splicing
no gene RELT (Receptor Expressed in Lymphoid Tissues). As primeiras variantes
patogénicas identificadas no gene RELT em casos de Al, foram relatadas por KIM e
colaboradores em 2019 (63) em trés familias, que apresentavam o fenétipo orodental
semelhante ao de nossas pacientes. Posteriormente em 2020, Nikopoulos e
colaboradores (64), relataram duas novas variantes no gene RELT em quatro familias.
A familia 1 é a oitava familia relatada com variante patogénica no gene RELT, a
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variante em homozigose nao foi relatada anteriormente e se localiza no intron 3 que a
variante RELT:c.121-2A>G,p.(?) previamente relatada (63).

Dos casos relatados na literatura, um estudo em trés familias relatou infecgdes
recorrentes na infancia e baixo peso ao nascimento (KIM et al., 2019). No entanto, em
quatro familias e na familia incluida nesse estudo, ndo foram constatadas alteracoes
sistémicas (64). A medida que novos relatos de casos de Al com variantes
patogénicas no gene RELT forem identificadas, podera ser elucidado se trata de casos
sindrémicos ou casos sindrémicos e ndo sindrémicos. Nos outros relatos de familias
afetadas, observou-se um fenoétipo orodental semelhante ao da familia I. No entanto,
nao foram caracterizadas manifestacdes orodentais na denticdo decidua nos outros
estudos. As irmas da familia | apresentavam hipoplasias pontuais localizadas no terco
incisal e médio dos dentes deciduos (63-64). Em relacdo a denticdo permanente a
gravidade e tipo de defeito de esmalte foi variavel em todos os pacientes. Todos os
pacientes relatados até este momento, apresentaram perda de esmalte oclusal nos
tercos oclusais e médios das faces vestibulares e linguais/palatinas de pré-molares e
molares. Além disso, foi observada uma fina camada de esmalte no tergo cervical,
formando um anel na coroa dentaria.

O gene RELT, € um membro da superfamilia TNFR (Tumor Necrosis Factor
Receptors), descrito pela primeira vez em 2001 (65). A expressao do gene RELT foi
identificada em células linfoides, e sugere-se sua fungéo na diferenciacédo e apoptose
de leucocitos T (66-68). Kim e colaboradores (2019), avaliaram a expressédo génica
do Relt durante a odontogénese, e foi evidenciada a marcagdo em ameloblastos
secretores e em odontoblastos. Estudo com camundongos knockout RELT
demonstrou nos camundongos homozigotos (7-) esmalte rugoso e hipomineralizado
(63). Em 2019, lkeda e colaboradores demonstraram a interagdo entre RELT e
ADAM10, uma protease, que poderia fazer a protedlise do dominio extracelular da
proteina RELT sugerindo um papel da proteina na modulagéo da tradugao de sinais
nos ameloblastos durante a amelogénese (69).

Nas familias 2 e 3, as manifestagdes orodentais sugeriram o diagnostico de
Sindrome Esmalte Renal (ERS- OMIM#204690), uma condicdo autossGmica
recessiva rara caracterizada principalmente por fibromatose gengival, Al, calcificagdes
intra-pulpares, alteragdo cronolégica da erupgdo dentaria, hamartomas e
nefrocalcinose (70-72). A ERS é causada por variantes patogénicas no gene FAMZ20A.

A ERS também, ja foi denominada de Sindrome de MacGibbon (73) ou como uma
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outra condigdo, denominada de Sindrome da Amelogénese Imperfeita e Fibromatose
Gengival (AIGFS-#61425), quando nao havia manifestacdo de nefrocalcinose. No
entanto, com os avangos dos métodos de investigagdo molecular, verificou-se que
ambas as sindromes apresentavam a mesma etiologia (75), porém com
heterogeneidade nos fendtipos renais (76). O paciente da familia 2 nao foi
diagnosticado com nefrocalcinose, € na paciente da familia 3, foi diagnosticada
nefrocalcinose e nefrolitiase, reforcando a variabilidade do fendétipo renal dos
individuos diagnosticados com ERS.

Neste estudo foram identificadas trés variantes patogénicas no gene FAMZ20A,
duas variantes em heterozigose composta na familia 2, sendo a primeira uma variante
nunca relatada e a segunda ja relatada quatro vezes na literatura (13,75-78); e uma
nova variante em homozigose na familia 3. A familia de proteinas FAM20 (family with
sequence similarity 20) é formada por trés membros: FAM20A, FAM20B e FAM20C,
sugere-se que as proteinas FAM20A e C desempenham um papel importante na
biomineralizagdo (77,79-80). O gene FAMZ20A codifica a FAM20A que é uma
pseudoquinase da via secretora fortemente expressa em matrizes extracelulares
dentarias e fibroblastos gengivais (81). Estudos in vitro tem demonstrado que FAM20A
forma um complexo com FAM20C potencializando sua atividade quinase (82).

Como variantes no gene FAM20A afetam a odontogénese, amelogénese,
dentinogénese, erupcao dentaria e a homeostasia da gengiva ndo esta esclarecido
atualmente. Dois estudos recentes avaliaram a composicao proteica da fibromatose
gengival de pacientes ERS e foi evidenciado alteracées na expresséo das fibras
colagenas, glicosaminoglicanas, proteoglicanas, glicoproteinas de ades&o e outras

proteinas tais TGFb 2 envolvidas na patogénese da fibrose tecidual. (81,83).

Os casos relatados na literatura, em geral apresentam dentes impactados e
hiperplasias dos foliculos pericoronarios, sugestivos de hamartomas, em torno dos
dentes ndo irrompidos. A elongagao radicular de pacientes com ERS parece nao estar
afetada e tem sido sugerido que as dilaceragdes radiculares observadas possam estar
relacionadas a presenca dos hamartomas foliculares, porém nao existem modelos
experimentais que tenham avaliado o papel de FAM20A na formacao radicular e
erupgao. (52,70,84-85). Nos exames radiograficos da paciente IV:2 da familia 3, foi
possivel visualizar a progressdo da destruicdo coronaria dos dentes impactados

posteriores em um periodo de 6 anos. Foi sugerido que as reabsor¢des dentarias
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observadas em dentes nao erupcionados podem ser causadas pela interacédo entre o
hamartoma e o esmalte dentario hipoplasico. No paciente deste estudo os molares

com maiores reabsorgdes coronarias ndo apresentavam grandes hamartomas (86).

Na familia 4, observou-se no exame odontoldégico manifestagcées orodentais na
paciente 11:3, que sugeriram hipotese diagnoéstica de ERS. Porém, a paciente nao
apresentava nefrocalcinose. Em 2014, foi realizado o sequenciamento de Sanger, no
qual ndo foram identificadas variantes patogénicas no gene FAMZ20A. Entao, optou-
se por realizar exoma, identificando-se duas novas variantes em heterozigose
composta no gene LTBP3. O gene LTBP3 foi identificado inicialmente em 1995 e é
um integrante da familia de proteinas de matriz celular, as proteinas de ligagado do
fator de crescimento LTBPs 1, 2, 3, e 4 (87-89). Sugere-se que a proteina LTBP3 é
expressa durante a morfogénese craniofacial e mineralizagao de tecidos, participando
da ativagao do fator de crescimento TGF-b (90-93). Variantes patogénicas no gene
LTBP3 causam Displasia Acromicrica (ACMICD; OMIM #102370), Displasia
geleofisica (GPHYSD3; OMIM #617809) e Anomalias dentarias e baixa estatura
(DASS; OMIM #601216) (94).

DASS € uma condicdo autossdbmica recessiva rara, caracterizada
principalmente, por baixa estatura e anomalias dentarias, incluindo amelogénese
imperfeita, taurodontismo, defeitos de desenvolvimento da dentina, calcificagdes
intrapulpares, oligodontia, prognatismo mandibular e dentes impactados. Além de
alteracdes sistémicas, tais como aneurisma do septo interatrial, prolapso da valvula
tricuspide, luxagédo da articulagcdo glenoumeral recorrente, braquiolmia e escoliose
(95-97). Recentemente, foi descrito que pacientes com variantes patogénicas em
heterozigose no gene LTBP3, podem apresentar manifestagées mais leves da DASS,

como baixa estatura e aneurisma do septo interatrial (97).

Na paciente II:3 da familia 4 de nosso estudo, foi identificada baixa estatura, e
inicialmente, foi descartado o diagndstico de braquiolmia pela avaliagéo clinica
extraoral. Uma avaliagdo radiografica completa foi solicitada, no entanto, a paciente
ainda nao realizou os exames. No exame intraoral foram identificadas Al hipoplasica,
alteracdo na coloracdo dentaria e erupcao tardia dos dentes. Todos os 11 casos
relatados na literatura de DASS, manifestaram Al do tipo hipoplasico (94,96-100).
Estudos com camundongos Ltbp3 (7-) demonstraram irregularidade da superficie do
esmalte dentario, sugerindo que a expressdo de LTBP3 seja essencial para a
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secrecdo adequada das proteinas do esmalte dentario (98). Morkmued e
colaboradores (90), demonstraram que os ameloblastos secretores dos camundongos
Ltbp3 (*) ndo apresentaram mudangas morfologicas, mas, a camada papilar
adjacente aos ameloblastos apresentava um aumento na vascularizagédo, sugerindo
que as alteracbes na funcionalidade dos ameloblastos podem ser causados por
defeitos de vascularizagao.

Na familia 5, foi reportado que os pais do paciente IV:1 eram consanguineos,
sugerindo o modo de heranga AR. Clinicamente, foi diagnosticada Al hipoplasica,
caracterizada pela presenca de hipoplasias pontuais generalizadas. Na analise do
exoma do paciente, ndo foram identificadas variantes patogénicas causadoras de Al,
com a utilizagao dos filtros. Uma segunda analise foi realizada, apds a busca por casos
clinicos que apresentassem uma similaridade com as manifestagdes orais do paciente
em estudo. Foram identificadas semelhancas no fendtipo do esmalte dentario em
casos de Al com variantes patogénicas nos genes LAMA3, LAMB3 e ITGB6.
Entretanto, ndo foram identificadas no exoma, variantes patogénicas nestes genes,
sendo necessaria a utilizagdo de outras analises genéticas, tais como a verificagao da
presenca de variagdes do numero de copias (CNV).

Diante das informagbes obtidas na caracterizacdo clinica e genética dos
pacientes diagnosticados com AIAR neste estudo, evidencia-se a heterogeneidade
fenotipica oral e sistémica dos pacientes afetados com Al. A complexidade clinica
desta condigdo demonstra a importancia do diagndstico precoce a longo prazo, para
melhoria da qualidade de vida dos pacientes; da contribuicdo e necessidade de uma

equipe multidisciplinar especializada integrada no diagndstico e tratamento.
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7.CONCLUSAO

Os resultados desse estudo permitiram caracterizar manifestacdes sistémicas
em pacientes afetados com Amelogénese Imperfeita Autossémica Recessiva;
caracterizar detalhadamente as manifestacdes clinicas e radiograficas do orodentais
de pacientes com Amelogénese imperfeita AutossOmica Recessiva isolada e
sindrébmica no Distrito Federal. Além de, possibilitar a identificacdo de variantes
patogénicas em 5 pacientes, o que permitiu ampliar o espectro de variantes nos genes
RELT (NM_152222.2: c.120+1G>A); FAM20A (NM_017565.4:
c.343_362delTCGCTCCTGGCCAGCCAGGA), (NM_017565.4: c. 406C>T),
(NM_017565.4:¢c.1112G>A);FAM20C(NM_020223.44:c.951_952insGACAGGTGAG
CCCTTCCTTCCTCCCTCCATCCGC) e LTBP3 (NM_001130144.2:
€.85_105delCTGCTGCTGCTGCTGCTGCTG), (NM_001130144.2: ¢.3214C>T).
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Numero do Parecer: 4.766.613

Apresentacéo do Projeto:

Conforme “PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1661610.pdf", postado em 17/05/2021:
Resumo: “Amelogénese Imperfeita (Al) € um grupo de condigdes hereditarias, que afetam a qualidade e/ou
quantidade do esmalte dentario, podendo estar ou ndo associada a outras alteragdes sistémicas
(CRAWFORD et al, 2007). O objetivo geral do projeto & caracterizar as alteragées dentarias e bucais dos
pacientes diagnosticados com Al sindrémicas e ndo sindrémicas em atendimento na Clinica de Anomalias
Dentarias do Hospital Universitario de Brasilia assim como identificar variantes patogénicas pelo método de
sequenciamento de nova gerac¢édo e Sanger.”

Hipdtese nula: “O uso de sequenciamento de nova geragdo auxiliara o diagnéstico molecular de pacientes

com amelogénese imperfeita e permitira fazer correlagéo fenétipo-gendtipo.”

Metodologia Proposta: “Todos os pacientes que concordarem em participar deste estudo assinardo o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido.Avaliagao clinica odontolégica: A avaliagdo e acompanhamento
odontolégico dos pacientes com Al e seus familiares (pais, irmdos, filhos, tios, primos e/ou avés) serdo
realizados na Clinica de Atendimento a Pacientes Portadores de
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Campus Universitario Darcy Ribeiro — Asa Norte — Brasilia-DF CEP : 70910-900

Ola! Estamos convidando
vocé a participar de uma
pesquisa! Vamos estudar
uma doenga que afeta seus
dentes.

Também precisamos olhar seus
dentes e sua boca e fazer algumas
perguntas sobre sua saide.Também
podemos tirar fotos e radiografias
dos seus dentes.

Para isso, precisamos tirar
um pouquinho do seu
sangue, uma quantidade
igual a duas colheres.
Vocé fara isso apenas
uma vez.

Seus pais ja deixaram vocé
participar, mas vocé sé participara
se quiser. Ninguém ficara bravo ou
com raiva se vocé ndo quiser
participar ou quiser desistir.

Uma via deste documento

ficara com vocé e seus pais, e

a outra ficard conosco.

Se vocé tiver alguma divida sobre a pesquisa pega para seus pais ligarem para a pesquisadora Dra. Ana
Carolina Acevedo Poppe.

Nio contaremos a
ninguém sobre isso, e vocé
pode nos procurar a

qualquer momento!

Assmafura do parficipante de pesquisa Assinafura do(a) pesquisador(a)

Brasilia de de
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UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Faculdade de Ciéncias da Saude
Campus Universitario Darcy Ribeiro — Asa Norte — Brasilia-DF CEP : 70910-900

Termo de Assentimento Livre e Esclarecido — Participantes de 13 a 17 anos de idade

Voce esta sendo convidado(a) a participar do projeto “Aspectos clinicos e genéticos de
pacientes com Amelogénese Imperfeita no Hospital Universitirio de Brasilia”.
Queremos estudar as causas das alteragdes encontradas nos seus dentes e sua participagao

€ muito importante. Abaixo estdo algumas informacdes sobre a pesquisa :

A sua participacdo ocoirera por meio da realizacao de exames clinicos, laboratoriais e
acesso ao prontuario médico.Os exames laboratoriais serdo realizados a partir da coleta
de sangue para extragio de

DNA. O procedimento de coleta de 4 a 8 mL de sangue por pungao venosa (introducio de

agulha na vela para retirada de sangue) sera realizado com material estéril descartavelde

boa qualidade por profissional habilitado, podendo ocasionar um pouco de dor e formagao
de hematoma no local. A coleta esta prevista para uma unica vez, maspoderdo ser
necessarias outras coletas a critério médico ou do dentista.

O sangue coletado sera utilizado para examinar seu DNA e serve para detectar
alteracoes nos genes que sao responsaveis pela ocorréncia da sua doenga. As informagoes
serdo usadas para melhorar o diagnostico e aconselhamento de pessoas com sua doenga
genetica.

Durante o exame clinico serdo observadas as estruturas da sua boca e da sua face. Vocé
também respondera alguns questionarios. Se for necessario, serdo realizados exames de
imagem tais com fotografias, radiografias panoramicas ou de dentes isolados. Os
procedimentos do exame clinico sdo comuns em odontologia, podendo as vezes
incomodar um pouco, porém com risco minimo para a saude. As avaliagdes serdo
interrompidas se vocé ficar cansado ou indisposto. O exame clinico sera feito por
profissionais treinados, e nos esfor¢aremos para evitar ¢ diminuir desconfortos.

Vocé e seus pais ou responsavel ndo irdo receber nada por sua colaboragao e também
néo terdo nenhum custo com sua participagio. Se vocé e seu responsavel tiverem gastos
diretamente relacionados a pesquisa, como alimentagdo, transporte e exames, estas
despesas serdo pagas pelo pesquisador responsavel. Vocé nao precisa responder as

questdes que ndo quiser, pode se recusar a participar de qualquer procedimento edesistir

Rubrica Participante Rubrica Pesquisador
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de participar da pesquisa quando quiser, e 1sso ndo a te prejudicar. Além disso, se vocé
sofrer qualquer dano decorrente da participa¢ao na pesquisa, receberd assisténcia imediata
e integral pelo tempo necessario, e sera mdenizado.

Iremos oferecer acompanhamento clinico nas devidas especialidades odontologicas do
Hospital Universitario de Brasilia, sem custos para voce, seus pais ou responsavel. Além
disso. Iremos oferecer consulta de aconselhamento genético no ambulatorio de genética
do Hospital Universitario de Brasilia com a Dra. Juliana Forte Mazzeu de Araujo e
acompanhamento clinico nas devidas especialidades, sem custos para vocé, seus pais ou
responsavel.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia, podendo ser
publicados posteriormente. Apos concluséo da pesquisa, os dados e materiais utilizados

na pesquisa ficardo sobre a guarda do pesquisador.

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) 99854-9011.

Este projeto foi Aprovado Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia. As duvidas com relacdo a assinatura do TCLE ou os
direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3107-1947,
horario de atendimento de 10:00hs as 12:00hs e de 13:30hs as 15:30hs, de segunda a

sexta-feira.

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

responsavel e a outra com vocé e seus responsaveis.

Se vocé estiver de acordo, por favor, assine este documento.

Nome / assmatura

Prota. Dra. Ana Carolina Acevedo Poppe

Brasilia,  de de
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto “Aspectos clinicos e genéticos de
pacientes com Amelogénese Imperfeita no Hospital Universitario de Brasilia®. O
objetivo desta pesquisa é estudar os aspectos clinicos e genéticos das alteracdes encontradas

no seus dentes e a sua participagdo ¢ muito importante.

O (A) Senhor (a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da
pesquisa e lhe asseguramos que seu nome nao aparecerd, sendo mantido o mais rigoroso
sigilo através da omissao total de quaisquer informagdes que permitam identifica-lo (a).

A sua participagdo ocorrera por meio da realizacdo de exames clinicos, laboratoriais e
consulta ao prontuario do dependente participante da pesquisa. Osexames laboratoriais serdo

realizados a partir da coleta de sangue para extracio de DNA. O procedimento de coleta de

4 a 8 mL de sangue por pungdo venosa (introducao de agulha na veia para retirada de sangue)
sera realizado com material estéril descartavel de boa qualidadepor profissional habilitado,
podendo ocasionar um pouco de dor e formagdo de hematoma nolocal. A coleta esta prevista
para uma unica vez, mas poderdo ser necessarias outras coletas a critério médico ou do
dentista.

O sangue coletado sera utilizado para examinar seu DNA e serve para detectar alteragdes
nos genes que sdo responsaveis pela ocorréncia da sua doenca. As informacdes serdo usadas
para melhorar o diagnostico e aconselhamento de pessoas com sua doenga genética.

Durante o exame clinico serdo observadas as estruturas da sua boca e da sua face. Vocé
também respondera alguns questionarios. Se for necessario, serdo realizados exames de
imagem tais como fotografias radiografias panoramicas ou de dentes isolados. Os
procedimentos do exame clinico sdo comuns em odontologia, podendo as vezes incomodar
Um pouco, poreém com risco minimo para a saude. As avaliagdes serdo mterrompidas se vocé
ficar cansado ou indisposto. O exame clinico sera feito por profissionais treinados, e nos

esforgaremos para evitar e diminuir desconfortos.

Rubrica Participante Rubrica Pesquisador
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Os procedimentos do exame clinico sdao comuns em odontologia, podendo as vezes
incomodar um pouco, porém oferecem risco minimo para a saiide. O exame fisico sera feito
por profissionais capacitados, sempre supervisionados por professores e/ou pesquisadores.
Quando necessario para a investigagdo de alguma alteracdo odontologica, poderao ser
solicitados exames de imagem como por exemplo radiografias panoramicas, periapicais,
tomografias da boca. A dose de radiacdo envolvida nos exames radiograficos odontologicos
€ pequena e dentro dos padrdes de seguranca. Além disso, o setor de radiologia odontologica
do HUB utiliza o exame radiografico digital que permite a obtencdo da imagem de forma
mais facil e rapida e a dimmuigao das doses de radiagao no paciente.

O(a) senhor(a) ndo sera pago por sua colaboragdo e também nao tera nenhum custo com
a participacdo. Caso o(a) senhor(a) tenha gastos diretamente relacionados a pesquisa, como

alimentagao, transporte e exames, estas despesas serdo pagas pelo pesquisador responsavel

Se for necessaria a presenca de acompanhante, as despesas dele relacionadas & pesquisa
também serdo pagas pelo pesquisador. O(a) senhor(a) pode se negar a responder questdes que
lhe deixem constrangido, se recusar a participar de qualquer procedimento e desistir de
participar da pesquisa quando quiser, sem nenhum prejuizo para o(a) senhor(a). Além disso,
sera garantido atendimento imediato e /ou indenizagio diante de eventuais danos decorrentes
dessa pesquisa, vistas as medidas administrativas e judiciaiscabiveis.

Informamos que sera oferecida a(o) senhor(a) acompanhamento clinico nas devidas
especialidades odontologicas do Hospital Universitario de Brasilia, sem que isto lhe cause
custos. Também sera oferecida consulta de aconselhamento genético no ambulatorio de
genética do Hospital Universitario de Brasilia com a Dra. Juliana Forte Mazzeu de Aratijo.

Os resultados da pesquisa serao divulgados na Universidade de Brasilia, podendo ser
publicados posteriormente. Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sobre a guarda
do pesquisador. Em qualquer momento, vocé podera ter acesso aos resultados. Vocé também
podera decidir se quer ou nao ter conhecimento do seu 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) 99854-9011.

Rubrica Participante Rubrica Pesquisador
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Solicitamos também sua autorizacdo para armazenamento de sua amostra biologica de

sangue para possiveis outros estudos futuros em biorrepositorio no Laboratorio de Genética
da Universidade de Brasilia. A amostra apresentara uma codificacao alfanumeérica e s6 podera
ser manuseada pelos individuos diretamente relacionados com o projeto.

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, hordrio 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 provéaveis beneficios que a pesquisa pode gerar e assegurar que os

participantes receberao uma adequada descri¢do e informagao dos riscos.

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

a outra com Voce.

(Assinatura do participante)

Profa. Dra. Ana Carolina Acevedo Poppe

Brasilia, de de
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Responsivel - TCLE
Seu filho/menor de idade pelo qual o senhor(a) é responsavel esta sendo convidado
a participar do projeto “Aspectos clinicos e genéticos de pacientes com Amelogénese
Imperfeita no Hospital Universitario de Brasilia”. O objetivo da pesquisa é estudar os
aspectos clinicos e genéticos das alteragoes encontradas nos dentes de seu dependente e

a participacdo dele é muito importante.

O (A) Senhor (a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da
pesquisa e lhe asseguramos que seu nome ou de seu dependente nao aparecera, sendo
mantido o mais rigoroso sigilo através da omissao total de quaisquer mformacgodes que
permitam identifica-lo (a). A sua participacéo ocorrera por meio da realizacio de exames
clinicos e laboratoriais:

A sua participagdo ocorrera por meio da realizacdo de exames clinicos, laboratoriais e
consulta ao prontuario do dependente participante da pesquisa.Os exames laboratoriais
serdo realizados a partir da coleta de sangue para extragdo de DNA. O procedimento de

coleta de 4 a 8 mL de sangue por pungdo venosa (introducao de agulha na veia para

retirada de sangue) sera realizado com material estéril descartavelde boa qualidade por

profissional habilitado, podendo ocasionar um pouco de dor e formagio de hematoma no
local. A coleta esta prevista para uma unica vez, mas poderdo ser necessarias outras
coletas a critério médico ou do dentista.

O sangue coletado sera utilizado para examinar seu DNA e serve para detectar
alteragdes nos genes que sdo responsaveis pela ocorréncia da sua doenga. As informagdes
serdo usadas para melhorar o diagnostico e aconselhamento de pessoas com sua doenga
genética.

Durante o exame clinico serdo observadas as estruturas da sua boca e da sua face. Vocé
tambeém respondera alguns questionarios. Se for necessario, serdo realizados exames de
imagem tais como fotografias, radiografias panoramicas ou de dentes isolados. Os
procedimentos do exame clinico sdo comuns em odontologia, podendo as vezes
mcomodar um pouco, porém com risco minimo para a saude. As avaliagOes serdo
interrompidas se vocé ficar cansado ou indisposto. O exame clinico sera feito por

profissionais treinados, e nos esforgaremos para evitar e diminuir desconfortos.
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Os procedimentos do exame clinico sio comuns em odontologia, podendo as vezes
incomodar um pouco, porém oferecem risco minimo para a saiide. O exame fisico sera
feito por profissionais capacitados, sempre supervisionados por professores e/ou
pesquisadores. Quando necessario para a mvestigacao de alguma alteragao odontologica,
poderdo ser solicitados exames de imagem como por exemplo radiografias panoramicas,
periapicais, tomografias da boca. A dose de radiagdo envolvida nos exames radiograficos
odontologicos ¢ pequena e dentro dos padroes de seguranga. Além disso, o setor de
radiologia odontologica do HUB utiliza o exame radiografico digital que permite a
obtencdo da imagem de forma mais facil e rapida e a diminuigdo das doses de radiagdo

no paciente.

O(a) senhor(a) ou seu dependente ndo sera pago por sua colaboragio e também nao
terda nenhum custo com a participagio. Caso o(a) senhor(a) ou seu dependente tenha
gastos diretamente relacionados a pesquisa, como alimentacio, transporte e exames, estas
despesas serdo pagas pelo pesquisador responsavel. Se for necessaria a presenca de
acompanhante, as despesas dele relacionadas a pesquisa também serdo pagas pelo
pesquisador. O(a) senhor(a) ou seu dependente pode se negar a responder questdes que
lhe deixem constrangido, se recusar a participar de qualquer procedimento e desistir de
participar da pesquisa quando quiser, sem nenhum prejuizo para o(a) senhor(a) e seu
dependente. Além disso, sera garantido atendimento imediato e /ou indenizagédo diante de
eventuais danos decorrentes dessa pesquisa, vistas as medidas administrativas e judiciais
cabiveis.

Informamos que sera oferecida a(o) senhor(a) acompanhamento clinico nas devidas
especialidades odontologicas do Hospital Universitario de Brasilia, sem que isto lhe cause
custos. Também sera oferecida consulta de aconselhamento genético no ambulatorio de
genética do Hospital Universitario de Brasilia com a Dra. Juliana Forte Mazzeu de Aratjo.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia, podendo ser
publicados posteriormente. Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficarao sobre a
guarda do pesquisador. Em qualquer momento, vocé podera ter acesso aos resultados.

Vocé também podera decidir se quer ou ndo ter conhecimento do seu resultado.
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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) 99854-9011.
Solicitamos também sua autorizagdo para armazenamento de sua amostra biologica de
sangue para possiveis outros estudos futuros em biorrepositorio no Laboratorio de
Histopatologia Bucal da Universidade de Brasilia. A amostra apresentara uma codificagéo
alfanumeérica e s6 podera ser manuseada pelos individuos diretamente relacionados com

o0 projeto.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Ciénciasda
Sande 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 éavaliar 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 receberao uma adequada descricao e informacao dosriscos.

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

e a outra com voce.

(Assinatura do participante)

Profa. Dra. Ana Carolina Acevedo Poppe

Brasilia, de de
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TERMO DE CESSAO DE USO DE IMAGEM E/OU VOZ
PARA FINS CIENTIFICOS E ACADEMICOS

Protocolo de Pesquisa, CAAE 43064320.3.0000.0030, CEP/FS-UnB, aprovado em

Por meio deste termo, ;
participante do estudo “Aspectos clinicos e genéticos de pacientes com Amelogénese
Imperfeita no Hospital Universitario de Brasilia”, de forma livre e esclarecida, cede o
direito de uso das fotografias, videos e/ou voz adquiridos durante a realizagao do tratamento
clinico a que foi submetido ou durante sua participagao em estudo/pesquisa anterior, e
autoriza o(s) pesquisador(es), Dra Ana Carolina Acevedo-Poppe, CPF 712.230.701-82,
Faculdade de Ciéncias da Saude - Universidade de Brasilia, responsavel(is) pelo trabalho a:

(a) utilizar e veicular as fotografias, videos e/ou voz obtidas durante seu tratamento
clinico ou durante sua participa¢do em estudo/pesquisa anterior na(o) caracterizacdo das
alteracdes dentarias e bucais dos pacientes diagnosticados com AI sindrémicas e nao
sindromicas em atendimento na Clinica de Anomalias Dentarias do Hospital Umversitario
de Brasilia assim como identificar variantes patogénicas pelo método de sequenciamento de
nova geragio e Sanger, para fim de obtengdo de grau académico (e/ou divulgagio cientifica),
sem qualquer limitacdo de niimero de insercoes e reproducdes, desde que essenciais para os
objetivos do estudo, garantida a oculta¢do de identidade (mantendo-se a confidencialidade e
a privacidade das mformagdes), inclisive, mas néo restrito a ocultagdo da face e/ou dos
olhos, quando possivel;

(b) veicular as fotografias, videos e/ou voz acima referidas na versao final do
trabalho académico, que sera obrigatoriamente disponibilizado na pagina web da biblioteca
(repositorio) da Universidade de Brasilia — UnB, ou seja, na internet, assim tornando-as
publicas;

(c) utilizar as fotografias, videos e/ou voz na producdao de quaisquer materiais
académicos, inclusive aulas e apresentacoes em congressos e eventos cientificos, por meio
oral (conferéncias) ou impresso (posteres ou painéis);

(d) utilizar as fotografias, videos e/ou voz para a publicacdo de artigos cientificos
em meio impresso e/ou eletronico para fins de divulgagdo, sem limitacio de mimero de
insercdes e reprodugdes;
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(e) no caso de imagens, executar livremente a montagem das fotografias, realizando
cortes e corregoes de brilho e/ou contraste necessarios, sem alterar a suna veracidade,
utilizando-as exclusivamente para os fins previstos neste termo e responsabilizando-se pela
guarda e pela utilizagdo da obra final produzida;

(f) no caso da voz, executar livremente a edigdo e montagem do trecho, realizando
cortes e corre¢des necessarias, assim como de gravagdes, sem alterar a sua veracidade,
utilizando-as exclusivamente para os fins previstos neste termo e responsabilizando-se pela
guarda e pela utilizagdo da obra final produzida.

O participante declara que esta ciente que nio havera pagamento financeiro de
qualquer natureza neste ou em qualquer momento pela cessdo das fotografias, dos videos
efou da voz, e que estd ciente que pode retirar seu consentimento, em qualquer fase da
pesquisa, sem penalizagdo alguma, salvo os materiais cientificos ja publicados.

E vedado ao(s) pesquisador(es) utilizar as fotografias, os videos e/oua voz para fins
comerciais ou com objetivos diversos da pesquisa proposta, sob pena de responsabilizacao
nos termos da legislagdo brasilemra. O(s) pesquisador(es) declaram que o presente
estudo/pesquisa sera norteado pelos normativos éticos vigentes no Brasil.

Concordando com o termo, o participante de pesquisa e o(s) pesquisador(es)
assinam o presente termo em 2 (duas) vias iguais, devendo permanecer uma em posse do
pesquisador responséavel e outra com o participante.

Local e data

<
UNSAY
1-

UL
CPF: 712.230.701-82

PESQUISADOR
CPF:

PARTICIPANTE DO ESTUDO
CPF:
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