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RESUMO:

Este trabalho descreve os desafios do diagndstico genético de um menino de 6 anos de idade,
encaminhado para o ambulatério de endocrinologia por quadro de hiperparatireoidismo
associado a nefrocalcinose. Ele apresentava historia de infec¢des urindria de repeti¢do, polidipsia
e politiria e os exames laboratoriais séricos demonstraram concentragdes de célcio e fosforo
normais, PTH elevado e magnésio discretamente reduzido, além de um aumento do calcio
urindrio. Nefrocalcinose foi vista na tomografia computadorizada renal. Com o objetivo de
otimizar o diagnostico etioldgico considerando varios genes candidatos, optou-se pelo uso da
técnica de sequenciamento completo de exoma (WES), que identificou 105.390 variantes entre
mutacdes e polimorfismos, que ndo justificavam o fendtipo. A principal hipdtese diagndstica
seria uma mutacdo no gene CLDNI6, responsavel pela Hipomagnesemia Familiar com
Hipercalciuria e Nefrocalcinose (FHNNC), inicialmente ndo identificada pelo WES. Entretanto,
quando se avaliou o arquivo BAM (binary alignment) para verificar a cobertura de leitura,
observou-se a auséncia dos exons 2 a 5 do gene CLDNI6, e a hipotese de grande dele¢dao génica
foi confirmada pelas técnicas de PCR e MLPA. Neste trabalho serd apresentada uma revisao de
literatura sobre o tema, além de descrever com mais detalhes a FHHNC. A FHHNC ¢ provocada
pela mutagdo dos genes que codificam as proteinas Claudina 16 ou Claudina 19, que sao
proteinas de adesdo para-celular localizadas na por¢do ascendente da alga de Henle. Estas
moléculas sofrem heterodimerizag¢ao, formando uma barreira para-celular que regula a absorcao
de célcio e magnésio. Além de hipomagnesemia, hipercalciuria e nefrocalcinose, que progride
para insuficiéncia renal cronica, costuma estar associado ao hiperparatireoidismo secundario.
Recentemente, foi descrita a presenga de Amelogenesis imperfecta associada a sindrome,
também observada neste paciente. A técnica WES ofereceu grandes avangos no diagndstico de
mutacdes pontuais, mas ainda apresenta limitagdes na deteccdo de grandes dele¢des ou
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duplicagdes. Este trabalho propiciou um grande aprendizado e acumulo de conhecimento sobre a

interpretagdo das metodologias de biologia molecular no diagnostico de doengas endocrinas.

ABSTRACT

This paper describes the challenges of genetic diagnosis of a 6-year-old boy referred to the
outpatient clinic of endocrinology for hyperparathyroidism associated with nephrocalcinosis. He
had a history of recurrent urinary infections, polydipsia and polyuria, and serum laboratory tests
showed normal calcium and phosphorus concentrations, high PTH and discreetly reduced
magnesium, and an increase in urinary calcium. Nephrocalcinosis was seen on computed
tomography of the kidney. In order to optimize the etiological diagnosis considering several
candidate genes, we chose the use of the complete exome sequencing technique (WES), which
identified 105,390 variants between mutations and polymorphisms, which did not justify the
phenotype. The main diagnostic hypothesis would be a mutation in the CLDNI16 gene,
responsible for Familial Hypomagnesemia with Hypercalciuria and Nephrocalcinosis (FHNNC),
initially not identified by the WES. However, when the BAM (binary alignment) file was
evaluated to verify the reading coverage, we observed the absence of exons 2 to 5 of the
CLDNI16 gene, and the hypothesis of large gene deletion was confirmed by the PCR and MLPA
techniques. This paper will present a review of the literature on the subject, in addition to
describing FHHNC in more detail. FHHNC is caused by the mutation of genes encoding the
Claudine 16 or Claudine 19 proteins, which are para-cellular adhesion proteins located in the
ascending portion of the Henle loop. These molecules undergo heterodimerization, forming a
para-cellular barrier that regulates the absorption of calcium and magnesium. In addition to

hypomagnesemia, hypercalciuria and nephrocalcinosis, which progresses to chronic renal failure,
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it is wusually associated with secondary hyperparathyroidism. Recently, the presence of
Amelogenesis imperfecta associated with the syndrome, also observed in this patient, has been
described. The WES technique has brought great advances in the diagnosis of point mutations,
but still presents limitations in the detection of large deletions or duplications. This work
provided a great learning and accumulation of knowledge on the interpretation of molecular

biology methodologies in the diagnosis of endocrine diseases.

14



INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saide, considera-se doenca rara quando
apresenta uma incidéncia inferior ou igual a 1,3 casos para cada 2.000 individuos [1]. Estudos
epidemiologicos apontam que cerca de 8% das pessoas sdo identificadas por apresentar um
distirbio genético antes de atingir a idade adulta [1]. Em 2002, cerca de 200.000 pessoas eram
portadores de doengas raras nos Estados Unidos [2]. Existem aproximadamente 7.000 doengas
raras conhecidas, sendo as doengas monogénicas ou de heranca mendeliana responséaveis por
cerca de 80% dos casos [3,4]. Fazer o diagnostico destas doengas ndo ¢ facil, pois o
conhecimento sobre elas ¢, muitas vezes, limitado. O paciente acaba sendo submetido a diversos
procedimentos diagndsticos, com grande impacto psicoldgico, social e financeiro, € que muitas
vezes se mostram inconclusivos, impedindo um tratamento potencial e levando a falta de

orientagdo antecipatéria e prognostica [5].

Com a evolugdo tecnoldgica, o uso de sequenciamento de nova geragao (SNG) tem
possibilitado um incrivel progresso no diagndstico genético de varios distirbios hereditarios,
incluindo as doencas raras. Porém, estas novas tecnologias proporcionaram grandes desafios
relacionados a andlise destes dados, como a sua interpretagdo ¢ o gerenciamento de achados

incidentais [6].

Neste contexto, o presente estudo pretende descrever o processo para o diagnostico
genético de uma doenga rara, em um paciente portador de nefrocalcinose, hiperparatireoidismo e

amelogenesis imperfecta.
Revisao da literatura

1.1 Nefrocalcinose
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1.1.1 Aspectos gerais sobre Nefrocalcinose

A nefrocalcinose (NC) foi descrita pela primeira vez por Virchow em 1855 e ¢ definida
como um deposito generalizado de oxalato de calcio ou fosfato de calcio no parénquima renal

(placa de Randall's) [7,8].

A nefrocalcinose pode ser classificada em 3 formas: a- molecular ou quimica, observada
em pacientes com aumento do cdlcio intracelular que ndo visualizados por via microscopica ou
por exame de imagem; b- forma microscopica quando o depdsito mineral é observado em tecido
obtido por bidpsia renal e visualizado através de um microscopio e c- forma macroscopica que
pode ser visualizada em exames de imagem. Sua evolugdo acarreta dano renal progressivo,

geralmente associado ao aumento dos niveis de célcio, fosforo e oxalato na urina [9].

A nefrocalcinose pode ser medular (em 97% dos casos) ou cortical (em 3% dos casos),
sendo esta ultima a sua forma mais grave, como ocorre na necrose cortical renal, na pielonefrite
ou glomerulonefrite cronica, na doenga policistica autossdmica recessiva e na nefrocalcinose

cortical nodular benigna [7].

Em muitos casos, disturbios metabolicos podem estar associados a nefrocalcinose e a
nefrolitiase. Os principais fatores etiologicos da NC sdo o aumento das excregdes urinaria de
calcio, fosfato ou oxalato, que podem estar associados a hipercalcemia e hiperfosfatemia. A
hipocitratria pode também contribuir, uma vez que o citrato forma um complexo solavel com o

calcio no filtrado glomerular, inibindo a formagao dos cristais [7].

Na grande maioria dos casos a nefrocalcinose ¢ assintomadtica e lentamente progressiva,

sendo detectada de forma incidental durante exame de imagem do abdome ou torax.
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Eventualmente, alguns sintomas podem estar presentes, como poliuria e polidipsia. Como

investigacao etioldgica € necessario a andlise do perfil metabolico no sangue e urina.

A nefrocalcinose na populagao pediatrica ¢ rara quando comparada com adultos e pode
aparecer nos primeiros anos de vida, principalmente quando relacionada a tubulopatias
hereditarias ou erro inato do metabolismo [10]. O primeiro relato de nefrocalcinose em criangas
ocorreu em 1960, quando Daeschner et al. descreveram a presenca de calcificagdo no
parénquima renal em 3 criangas. Estes trés casos tiveram como causa o excesso de vitamina D, a
hipercalcitria idiopatica e a acidose tubular renal [11]. Desde entdo, diversos autores tém
publicado as principais etiologias de nefrocalcinose na infincia. Um estudo na Alemanha que
estudou 152 criangas e adolescentes com NC, encontrou as tubulopatias hereditdrias e a
hipercalcitria idiopatica como principais fatores etiolégicos. Retardo de crescimento estava
presente em cerca de metade das criancas acometidas, enquanto fung¢ao renal prejudicada foi raro

e nenhuma criang¢a desenvolveu insuficiéncia renal terminal [12].

Em 2007, outro estudo em 40 criancas indianas com nefrocalcinose revelou como
principais etiologias: acidose tubular renal distal em 50% dos pacientes, hipercalcitria idiopatica
em 7.5% e hiperoxaltria em 7.5%. A maioria dos pacientes apresentava retardo de crescimento e

35% dos pacientes evoluiram com reducao da taxa de filtragdo glomerular [13].

Ammenti et al publicaram um estudo multicéntrico nos EUA em que avaliaram 41
criancas com diagnostico de NC bilateral pela ultrassonografia. Entre as etiologias mais
frequentes estavam as tubulopatias hereditarias e a intoxicagdo por vitamina D. Nestas criangas,
a fun¢do glomerular estava normal em 83%, 4 (9,7%) criangas apresentaram redu¢do da taxa de
filtragdo glomerular e 3 (7,3%) criancas ja manifestavam uma insuficiéncia renal terminal [14].

Neste trabalho, apenas as doencas de causas hereditarias sdo abordadas.

18


https://paperpile.com/c/7LcsNj/eex80
https://paperpile.com/c/7LcsNj/fzxqn
https://paperpile.com/c/7LcsNj/oSj5A
https://paperpile.com/c/7LcsNj/zmses
https://paperpile.com/c/7LcsNj/XB6c7

1.1.2 Nefrocalcinose de causas hereditarias
1.1.2.1 Sindrome de Bartter:

A sindrome de Bartter descrita pela primeira vez em 1962, sendo caracterizada por
alcalose metabolica associada a hipocalemia, hipocloremia, hiperreninemia, com pressao arterial
normal [15]. Existem 5 variantes genéticas desta sindrome, sendo causada por mutagdes que
estdo direta ou indiretamente relacionadas com a perda de funcdo de proteinas responsaveis pela
reabsorcdo do cloro na por¢do ascendente espessa da alca de Henle [16]. A nefrocalcinose tem

sido descrita nos tipos I, Il e V.

A Sindrome de Bartter tipo 1 (Sd de Bartter antenatal ou Sd de hiperprostaglandina E2) ¢
causada por uma muta¢do no co-transportador de sodio-potassio-cloro (NKCC2) da membrana
celular apical, codificado pelo gene SCLI2A41, localizado no cromossomo 15q15-21, sendo uma
doenca de heranca autossOmica recessiva, caracterizada pela reducao na reabsor¢do de sodio,
potassio e cloro, causando alcalose metabdlica associada a hipocalemia, hipercalcitria,
hiperaldosteronismo e nefrocalcinose. A Sindrome de Bartter tipo II é causada por uma mutagao
no canal de potdssio intraluminal (ROMKI), codificada pelo gene KNJII, localizado no
cromossomo 11q24, ocasionando a reducdo na reabsor¢do do sddio, cloro e potéssio, acarretando
hipocalemia, alcalose, hipercalciiria e em alguns casos nefrocalcinose. A Sindrome de Bartter
tipo V ou hipoparatireoidismo autossomico dominante, ¢ causada por uma mutacdo ativadora do
receptor sensor de cdlcio (CaSR), localizado no cromossomo 3q13.3-q21, acarretando inibi¢ao
da reabsorcdo de calcio, ocasionando hipercalciiria, hipocalcemia, hiperfosfatemia,

hipofosfaturia, e, eventualmente, hipocalemia e nefrocalcinose [13].
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1.1.2.2 Acidose tubular renal (ATR):

A acidose tubular renal pode ser definida pela presenca de acidose metabdlica
proveniente de um defeito da reabsorgdo tubular renal de HCO; e/ou excregdo urinaria de H'.
Classifica-se a acidose tubular renal em 4 tipos: ATR tipo 1 ou distal, ATR tipo 2 ou proximal,
ATR tipo 3, com caracteristicas hibridas dos tipos 1 e 2, e a ATR tipo 4 ou hipercalémica [17]. A
nefrocalcinose costuma estar presente nos casos de ATR distal, que podem ser subdivididas
conforme a herangca. A ATR distal autossémica recessiva ocorre por uma mutagdo no gene
ATP6V1BI, localizado no cromossomo 7q33-q34, que codifica a subunidade B da bomba de H"
(H"ATPase), localizada na membrana apical das células intercaladas tipo odo ducto coletor.
Portadores desta doenca apresentam acidose hiperclorémica, hipocalemia, nefrocalcinose e
nefrolitiase. ATR distal autossomica dominante ocorre por mutagdo no gene SCL4A1, localizado
no cromossomo 17q21-q22, que codifica o trocador i6nico CI/HCO3" (AE-1) da membrana
basolateral das células intercaladas tipo o ocasionando hipocalemia, acidose hiperclorémica,

nefrocalcinose e nefrolitiase [18,19].
1.1.2.3 Raquitismo hipofosfatémico:

O raquitismo hipofosfatémico hereditario ¢ um grupo de doengas caracterizadas por
perda de fosfato urindrio, com a 1,25(OH)2D sérica inapropriada, raquitismo, retardo de
crescimento, osteomalacia, sendo que a nefrocalcinose estd presente em 80% dos casos. A sua
forma mais frequente ¢ o raquitismo hipofosfatémico ligado ao cromossoma X (XLH). Ocorre
devido mutag¢do no gene PHEX (Phosphate regulating gene with homologies to Endopeptidases
on the X-chromosome), localizado no cromossomo Xp22.1-22.2, que provoca redugdo da
degradacdo ou aumento da sintese do fator de crescimento fibrobléstico 23 (FGF-23), levando ao

aumento da fosfaturia. Além disso, o aumento do FGF-23 atua na inibi¢do da enzima
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lo-hidroxilase, responsavel pela conversdo do calcidiol em sua forma ativa, o calcitriol. O
raquitismo hipofosfatémico autossomico dominante (ADHR), apresenta mutacao no proprio gene
do FGF23, prolongando a sua atividade sobre o efeito fosfaturico. O raquitismo hipofosfatémico
autossomico recessivo (ARHR), ocorre devido a uma mutagdo inativadora do gene DMPI
(Proteina de matriz da dentina 1). Esta proteina, expressa nos osteoblastos e ostedcitos, regula
negativamente a transcrigdo do FGF23 [20,21]. A mutacdo inativadora do gene SLC34A43, que
codifica o cotransportador de sodio fosforo dependente (NPT2c), € responsavel pelo raquitismo
hipofosfatémico com hipercalciiria caracterizado por hiperfosfaturia, baixa estatura,
arqueamento de membros inferiores, hipercalciuria, elevagdo dos niveis de calcitriol, nefrolitiase

e nefrocalcinose [22,23].
1.1.2.4 Hipomagnesemia familiar com hipercalcidria e nefrocalcinose (FHNNC):

Doenga tubular renal de heranga autossdmica recessiva, caracterizada pela perda urinaria
de magnésio e célcio, nefrocalcinose bilateral e insuficiéncia renal cronica progressiva [24,25]. E
causada por uma mutac¢ao nos genes CLDNI6 ou CLDNI9, que codificam as proteinas claudina
16 e claudina 19, respectivamente. Pacientes com muta¢do na CLDNI9 apresentam também
alteragdes oculares, como nistagmo, miopia ou coloboma macular [26]. As proteinas claudina 16
e claudina 19 sdo expressas na por¢do ascendente espessa da alca de Henle e interagem entre
elas, regulando a reabsor¢ao paracelular de calcio e magnésio [27]. Maiores detalhes sobre esta

sindrome serdo apresentados a frente.
1.1.2.5 Doenca de Dent:

Tubulopatia proximal, ligada ao X, proveniente de mutacdo inativadora do gene CLCNS,
localizado no cromossomo Xpl11.22, que codifica o canal de cloro (CIC-5), gerando alteragdes

como hipercalciuria, proteinuria de baixo peso molecular, aminoaciduria, glicosuria e fosfaturia.
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Pode estar associado a sindrome de Fanconi. Alguns pacientes desenvolvem nefrolitiase,

nefrocalcinose, insuficiéncia renal progressiva e raquitismo hipofosfatémico [28,29].
1.1.2.6 Sindrome de Lowe:

Também conhecida como sindrome de Dent 2, a Sindrome oculocerebrorrenal de Lowe €
composta pela triade diagnostica que inclui anomalias oculares, como hidroftalmia, déficits
neuroldgicos como retardo mental e disfuncdo tubular renal semelhante a sindrome de Fanconi,
podendo apresentar nefrolitiase e nefrocalcinose, evoluindo para insuficiéncia renal progressiva.
E causada pela mutagio no gene OCRLI, no cromossomo Xq26.1 que codifica a proteina

fosfatidilinositol polifosfato 5-fosfatase, localizada no complexo de Golgi [28,30].
1.1.2.7 Hiperoxaluria primaria:

As hiperoxaltrias primarias t€ém sido associadas a nefrocalcinose, nefrolitiase e
insuficiéncia renal progressiva. As hiperoxalurias primarias sdo doencas de heranga autossomica
recessiva causada por um defeito no ciclo do glioxilato que resulta em aumento da producao
endogena de oxalato, com deposi¢do de oxalato de calcio nos rins e em outros 6rgados [31].Sao
descritos 3 tipos de hiperoxaltria que envolvem enzimas diferentes dentro da via metabdlica do
glioxilato. Hiperoxaltria primaria do tipo 1 ocorre por mutacao do gene AGTX, localizado no
cromossomo 2q36-37, que codifica a enzima glioxilato aminotransferase (AGT), provocando
nefrocalcinose. Evolui para insuficiéncia renal terminal em 50% dos pacientes na idade adulta,
além de manifestacdes extra renais, como defeito de conducao cardiaca, dor 6ssea, aumento do
risco de fraturas e reducdo da acuidade visual. Na hiperoxaltria primaria do tipo 2 a mutac¢ao do
gene GRHPR, localizado no cromossomo 9pl1, provoca redugdo ou auséncia na atividade da
enzima glioxilato redutase/hidroxipiruvato redutase, levando a nefrolitiase recorrente, porém

nefrocalcinose e insuficiéncia renal sdo raras. A hiperoxaluria priméaria do tipo 3 ¢ causada, por
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uma muta¢do do gene HOGAI, que codifica a enzima 4-OH-2-oxoglutarato aldolase, gerando

urolitiase na infancia [32,33].
1.1.2.8 Sindrome de William-Beuren:

E causada por microdelecio do gene da elastina (ELN) localizado no cromossomo 7.
Caracteriza-se por facies tipica (elfo), hipertensdo, estenose aodrtica supravalvar, cognicado
prejudicada, anomalias endocrinas, genitourindrias, dentais, oftalmoldgicas e dermatologicas.
Hipercalcemia, hipercalcitria e nefrocalcinose podem estar presentes em 5 a 10% dos pacientes

[34].
1.2 Hiperparatireoidismo na infancia

As paratireoides se apresentam sob a forma de quatro nddulos originarios do terceiro e
quarto arcos branquiais e localizam-se na topografia da tireoide. Cada glandula tem crescimento
progressivo até a terceira década de vida [35]. Em sua microscopia, apresenta células principais
produtoras de paratormdnio (PTH), uma proteina constituida por cadeia simples de polipeptidios
com 84 aminoacidos, que tem como funcdo primordial a manuten¢do da concentragdo de calcio
i0nico, fundamental para diversos processos intra e extracelulares. Em 1993, foi identificado pela
primeira a vez o gene do receptor/sensor de calcio (CASR), expresso em todos os tecidos
relacionados com o controle da homeostase do célcio (paratiredide, células C tireoideanas,
intestino, osso e rins). Este receptor/sensor ¢ responsavel pelo reconhecimento de pequenas
mudangas da concentracdo do célcio i0nico, possibilitando, assim, o ajuste de sua concentragdo

através da secrecdo de PTH e da reabsorc¢do de célcio pelos tubulos renais [36,37].

O hiperparatireoidismo primério (HPP) ¢ caracterizado pela secrecdo elevada de PTH por

um defeito de uma ou mais paratiredides, causando elevagdo da calcemia. No
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hiperparatireoidismo secundario, a eleva¢do do PTH ¢ uma resposta adaptativa a homeostase do

calcio e da Vitamina D.
1.2.1 Hiperparatireoidismo primario:

O HPP ¢ bastante raro na infancia, com uma incidéncia estimada de apenas 3 a 5 casos
para cada 100.000 nascidos vivos por ano, sem predilecdo de sexo [38,39]. Geralmente, nos
pacientes jovens, o HPP ¢ sintomatico, com hipercalcemia, nefrolitiase € comprometimento

0sseo.

Entre os fatores etiolégicos do HPP na populagdo pediatrica, as sindromes genéticas
associadas a mutagdes de linha germinativa de genes como MENI, CASR e HRPT2/CDC73,
representam as principais causas e diferem sua incidéncia conforme a faixa etaria ao diagnostico

[40].
1.2.1.1 Mutacio inativadora do CASR

Mutagdes com perda de funcdo do CASR estdo associadas a hipercalcemia hipocalcitirica
familiar e ao hiperparatireoidismo neonatal grave. Estas condi¢cdes costumam estar presentes
desde o nascimento, devendo entrar no diagnostico diferencial de hiperparatireoidismo na

infancia.

A hipercalcemia hipocalcitrica familiar (FHH) ¢ uma alteragdo de origem autossomica
dominante, provocada por uma mutacdo em heterozigose do CASR, caracterizada por
hipercalcemia moderada associada a excre¢do urindria de cdlcio reduzida e concentracdes de
PTH discretamente elevadas ou inapropriadamente normais [41]. Geralmente sdo assintomaticos

ou apresentam sintomas inespecificos, como dores articulares, fadiga e cefaléia. Trata-se de uma

condi¢ca0 benigna, ndo sendo indicado tratamento cirargico na maior parte dos casos. O principal
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recurso diagnostico diferencial com o hiperparatireoidismo primario € a baixa fragao de excrecao

do calcio renal, geralmente inferior a 1% [42].

Quando a mesma mutagao no CASR ocorre em homozigose, entretanto, o quadro ¢ bem
mais grave, sendo chamado de hiperparatireoidismo neonatal grave (HPTNG), com
concentragdes plasmaticas de calcio e PTH bastante elevadas. O quadro clinico geralmente esta
associado a hiperplasia das glandulas paratireoides, com sintomas decorrentes de hipercalcemia e

importante comprometimento da mineralizagdo dssea [43].
1.2.1.2 Neoplasia Endécrina Multipla

A neoplasia enddcrina maltipla do tipo 1 (MENI1) ¢ a principal causa de
hiperparatireoidismo primario hereditario, sendo originada na grande maioria das vezes por uma
mutacdo germinativa do gene MENI, que codifica a proteina supressora de tumor Menin. O HPP
costuma estar presente em mais de 90% dos casos, sendo raro na primeira década de vida,
manifestando-se clinicamente com hipercalcemia. Geralmente ¢ acompanhado com doenga
multiglandular, apresentando como defini¢ao diagnoéstica a presenca de hiperfuncao em dois dos

trés tecidos: hipofise anterior, paratiredide e tecido endocrino gastro-entero-pancreatico [44].

A neoplasia endocrina multipla do tipo 2A (MEN2A), ocasionada pela mutacdo no
proto-oncogene RET, localizado no cromossomo 10, ¢ caracterizada pela presenca de carcinoma
medular de tiredide, feocromocitoma e hiperparatireoidismo. HPP ocorre em 20 a 30% dos
casos, com quadro clinico mais brando quando comparado a HPP do MENI. O
hiperparatireoidismo ¢ geralmente diagnosticado na terceira década de vida e embora possa

ocorrer em criangas, ¢ um achado muito raro [45]. Magalhaes PKR et al, descreveram um caso
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de HPP como primeira manifestagcdo clinica de MEN2A em uma crianca de 5 anos portadora da

mutacao p.C634R RET em Ribeirdo Preto [46].

1.2.1.3 Sindrome hiperparatireoidismo associado a tumor de mandibula -

HPT-JT

A HPT-JT, ¢ uma doenca rara de origem autossdmica dominante, causada pela mutagao
germinativa do gene HRPT2/CDC73. E caracterizada por HPP causado por adenoma ou
carcinoma de paratiredide associado a lesdes fibro-0sseas na maxila ou mandibula. Geralmente a

sindrome se desenvolve no final da adolescéncia ou no inicio da idade adulta [47].
1.1.2 Hiperparatireoidismo secundario

O hiperparatireoidismo secunddrio ¢ caracterizado pela hiperplasia das glandulas

paratiredides e elevacao do nivel sérico PTH em resposta a um estimulo fisioldgico, como a
reducdo da calcemia. Entre os fatores implicados na patogénese destaca-se a hipocalcemia,

hiperfosfatemia, déficit de vitamina D, anormalidades no receptor sensor de calcio (CASR) e no
receptor de vitamina D (VDR) das paratiredides, resisténcia Ossea a acdo do PTH e as
fosfatoninas [48]. A hipocalcemia geralmente estd associada a ingestao reduzida de célcio, a sua
ma-absor¢do intestinal ou a um aumento da sua excre¢do renal. A deficiéncia de vitamina D
assim como a reducao na produgdo de sua forma ativa [1,25(OH)2 vitamina D ou calcitriol] pelos
tubulos renais diminui a absorcdo intestinal do calcio, reduz a mobilizacdo 6ssea de calcio,
menor expressdo do VDR e possui efeito direto sobre as paratiredides, suprimindo a transcri¢ao
do gene do PTH [49]. A elevacdo da fosfatemia e do calcitriol estimulam a producao do fator de
crescimento fibroblastico 23 (FGF-23), que ¢ um hormoénio produzido nos osteocitos e
osteoblastos. O FGF-23 se liga e ativa o receptor de fator de crescimento 1 (FGFR1) que deve
estar acoplado a uma proteina transmembrana Klotho, formando um complexo receptor de
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Klotho-FGF. O FGF-23 apresenta acdo fosfattrica, reduzindo a reabsor¢do de fosforo no tubulo

proximal estimulando o aumento de sintese e secrecao de PTH [50].

1.3 Amelogenesis Imperfecta (Al)

A amelogenesis ocorre através da sintese e secrecao de proteinas pelo ameloblasto, célula
responsavel pela formacdo do esmalte dentario, que ¢ um tecido formado por células epiteliais
originadas do ectoderma, altamente mineralizado, com mais de 95% de seu volume ocupado por
cristais de hidroxiapatita [S1]. Este difere de outros tecidos mineralizados, como o 0sso, a
medida que ndo € colageno e ndo sofre remodelagdo [52].0 esmalte dentério apresenta superficie
lisa e aparéncia translicida e pode ser alterado de modo qualitativo, afetando a forma ou
espessura do esmalte, ou quantitativo quando afeta seu contetido mineral, gerando opacidade
restrita, opacidade difusa e/ou descoloracdo. Defeitos no desenvolvimento do esmalte podem
ocorrer por fatores sistémicos, traumaticos, ambientais ou genéticos [53]. Entre os fatores ndo
genéticos estdo ingestdo de fluor em excesso [54], traumatismo no germe dentdrio, uso de
antibioticos como a tetraciclina [55], hipocalcemia grave prolongada na infincia [56] ou na
insuficiéncia renal cronica [57]. Quando o defeito tem origem genética recebe o nome de

Amelogenesis Imperfecta [51].

Al ¢ uma doenca, que provoca uma altera¢do variavel no desenvolvimento, quantidade
e/ou qualidade do esmalte dentario dos dentes deciduos e permanentes. Em suas formas mais
leves pode ocorrer apenas uma alteracdo da coloracdo. Nas mais graves, os dentes sdo propensos
a desintegragdo pré e/ou pos eruptiva [58]. Pode se apresentar como de heranca autossdmica
dominante, recessiva ou ligada ao X. Seu fendtipo ¢ bastante variado e depende do gene
envolvido. Cerca de 5 a 10% de todos os casos de Al, apresentam heranga ligada ao X, sendo

ocasionado principalmente por mutacdo no gene AMELX [59]. Entre os casos de heranga
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autossdmica dominante, mutagcdes nos genes ENAM e FAMS83H sao as mais frequentes [60]. A
maioria dos casos de Al apresentam heranca autossoOmica recessiva com mutacoes
principalmente nos genes KLK4 e MMP20 [61]. Outros genes como AMBN, WDR72 e DLX3

também tém sido relacionados com a génese da Al [62].

Em 1972, MacGibbon descreveu pela primeira vez o caso de dois irmaos com auséncia
de esmalte dentario associado a nefrocalcinose, posteriormente denominada de
“enamel-renal-syndrome” (ERS) [63]. Mais de uma década depois, Lubinsky et al publicaram os
casos de dois irmados que apresentavam enurese noturna, politria e infec¢ao urinaria de repeticao.
Em investigacdo foi detectado calcinose medular renal em ambos irmdos. Ao exame fisico, os
dentes permanentes eram escurecidos e completamente sem esmalte. Ambos apresentaram
desenvolvimento neuropsicomotor adequado sem outros sinais ou sintomas [64]. Em 2006 foi
publicado dois casos de irmas com hipomagnesemia familiar, hipercalcitria e nefrocalcinose, em
que apresentavam alteracdoes de denti¢do, incluindo hipoplasia do esmalte dentdrio [65]. Em
2014 Ashkenazi et al descreveram associacdo de ERS com perda oOssea periodontal [66].
Mutacdo no gene FAM20A, de heranga autossdmica recessiva, localizado no cromossomo 17q24,
foi descrita inicialmente relacionada com alteragdes dentarias como amelogenesis imperfecta,
hiperplasia gengival e erup¢do dentaria prejudicada [67]®®. Em 2012, Jaureguiberry et al,
identificaram 20 diferentes mutacdes do gene FAM20A relacionado a ERS através do uso de
sequenciamento de nova geragdo [69]. Novos casos de ERS também foram relacionados a
mutagdo do gene FAM20A [70,71]. Bardet et al. recentemente relataram anormalidades do
esmalte em pacientes com FHHNC com mutagdes no gene CLDNI6, estabelecendo o papel do
CLDNI6 em ameloblastos, que quando deficiente pode levar a formacdo anormal de esmalte
[72,73]. Além disso, Yamaguti et al. relataram a associagdo de FHHNC com amelogénese

imperfeita em um paciente com uma mutacdo CLDN19 [74].
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1.4 O uso do sequenciamento completo do exoma para o diagnostico genético

Antes da biologia molecular, para realizar o diagnostico de doencas mendelianas raras, era
necessario a utilizagdo de métodos tradicionais rotineiramente empregados pelo médico como o
reconhecimento de caracteristicas fenotipicas, de exames de analises clinicas e imagens. Sdo
processos caros € demorados, com uma taxa de sucesso relatada de apenas 46%[75]. O avanco

da bioinformatica e da biologia molecular mudou o cendrio diagnostico para estas doengas.

Os éxons sdo as regides codificadoras de proteinas, constituem apenas 1% do genoma humano e
abrigam cerca de 85% das mutagdes relacionadas aos distirbios monogénicos[76]. As
plataformas utilizadas para o sequenciamento completo do exoma conseguem gerar sequéncia de
centenas de megabases em uma unica corrida permitindo ampla cobertura de vastas regides o que
torna o método eficiente na identificagdo de variantes genéticas [77][78]. E importante estar
ciente que o sequenciamento do exoma tem como alvo aproximadamente 97% dos éxons,
entretanto cerca de 10% deles podem ndo ter cobertura suficiente para as variantes heterozigotas.
Compreender as limitagdes e potenciais armadilhas desta tecnologia s3o essenciais para a sua

utilizagdo[79].

Entre as principais limitacdes e armadilhas estdo as restrigdes técnicas, uma vez que, O
sequenciamento completo do exoma ndo pode identificar grandes inser¢des ou delegdes,
repeti¢do de trinucleotideos, modifica¢des epigenéticas como padrdo de metilagdo ou mutagao de
regido intronica. Além disso, ndo da cobertura para sequéncias especificas, como a do DNA
mitocondrial[80] . Restrigdes tedricas também estdo presentes e ocorrem principalmente devido a
grande carga analitica de variantes de significancia incerta (VUS) e a identificacdo de achados

secundarios nao relacionados a doenga[81]

29


https://paperpile.com/c/7LcsNj/5PtR
https://paperpile.com/c/7LcsNj/ej33
https://paperpile.com/c/7LcsNj/hTey
https://paperpile.com/c/7LcsNj/h3gl
https://paperpile.com/c/7LcsNj/13qN
https://paperpile.com/c/7LcsNj/qZ5k
https://paperpile.com/c/7LcsNj/43uT

OBJETIVO

30



OBJETIVO

O objetivo principal deste estudo foi

- identificar o diagnostico etiologico em uma crianga com nefrocalcinose,
hiperparatireoidismo e amelogenesis imperfecta utilizando a técnica de WES, além de
estabelecer relagdes entre os achados moleculares e suas caracteristicas clinicas.

- descrever e discutir os cuidados na andlise e interpretagdo do exoma e reconhecer as suas
limitacdes durante investigacdo diagnostica em uma crianca com nefrocalcinose,
hiperparatireoidismo e amelogenesis imperfecta e aborda como prosseguir na

investigacao.
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CASO CLINICO
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CASO CLINICO

PHC, sexo masculino, 7 anos de idade, filho de pais ndo consanguineos, encaminhado ao
ambulatério de fragilidades Osseas pela equipe de cirurgia de cabeca e pescogo para investigacao
de hiperparatireoidismo secundario. O mesmo havia sido encaminhado ao ambulatério de
cirurgia de cabega e pescogo para tratamento cirirgico hiperparatireoidismo primario.

Menor nasceu com 38 semanas de idade gestacional, parto cesariana sem intercorréncias.
Peso de nascimento de 2740 g (P10-50) e comprimento de 47cm (P10-50). Durante o primeiro
ano de vida apresentou refluxo gastroesofagico, internagdo por meningite viral e trés episodios
de infecgdo do trato urinario.

Entre os sinais e sintomas apresentava episodios de vOmitos, politiria e polidipsia com
desenvolvimento neuropsicomotor adequado. Exame fisico revelou a presenca de manchas

esbranquicadas no esmalte dentario, sem outros achados relevantes.

Iniciado investigagdo etiologica das infecgdes do trato urindrio de repeti¢do, sendo

evidenciado a presenca de nefrocalcinose na ultrassonografia do trato urinario.
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Em avaliagdo laboratorial encontrado a presenca de hipercalciiria, hipomagnesemia,
hiperparatiroidismo, deficiéncia de vitamina D e alcalose metabolica intermitente. Apresentava

funcdo renal adequada.

Exames de analises clinicas:

Material: Sangue

Exame 2011 2012 2013 2014 Referéncia

Calcio total 9,5 9,9 9,9 9,8 8,8 a 10,8mg/dL
Calcio i6nico 1,2 1,27 1,14 1,3 1,11 a 1,40 mmol/L
Fosforo 4.8 4.9 4.4 4,6 4,5a5,5 ng/dL
Fosfatase 229 218 248 256 142 a 335U/L
Alcalina

PTH 216 104,3 115 90,1 10 a 65 pg/mL

34



Sédio 137 142 139 139 136 a 145 mEq/L
Potassio 39 3,8 43 4,2 3,5a4,5mEqg/L
Magnésio 1,4 1,3 1,5 1,6 1,7a2,1 mg/L
Cloro 101 99 107 99 98 a 107 mEq/L
pH/HCO3 7,34/ | 7,34/24 7,32/12,1 | 7,33 a 7,43/23 a 27mmol/L
26,2
TSH 4 3,1 5 3,1 0,60 a 5,4mUI/L
25(OH)D 14,4 32,9 36,4 223 >30ng/mL
Creatinina 0,66 0,65 0,87 0,76 0,5 a 1,0mg/dL
Material: Urina de 24horas
Valor de referéncia

Volume 2360ml

Calcio 6,6mg/Kg/24hs Até 12 anos: <4mg/Kg/24hs

Sodio 2,2mg/Kg/24hs 2,5 a 5,1 mg/Kg/24hs

Magnésio 5,3mg/Kg/24hs 07 a 3,9mg/Kg/24hs

Fosforo 12mg/Kg/24hs 7,8 a 17mg/Kg/24hs
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Cloro 3,1mg/Kg/24hs

2,5 a 5,3 mg/Kg/hs

Realizado cintilografia

hiperparatiroidismo sendo considerado secundario a hipercalciuria.
Densitometria 6ssea de coluna lombar e corpo inteiro normal (Anexo 1)

Avaliagao de acuidade visual e fundoscopia descartou qualquer comprometimento.

de paratireoide

que

excluiu causa primaria para o

Iniciado tratamento com reposi¢do de magnésio, colecalciferol, e diurético tiazidico com

o objetivo de reduzir a calciuria.

Durante a investigagdo, exames foram realizados nos pais e irma, todos sem

anormalidades
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Abstract

We describe here the first case of amelogenesis imperfecta in a boy with familial
hypomagnesemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis (FHHNC) bearing a large deletion of
the CLDN16 gene. The proband was a 6-year-old boy, the second child of nonconsanguineous
parents, who presented with a history of recurrent urinary tract infection, polyuria, and
polydipsia. On physical examination, the patient presented dental enamel abnormalities
suggestive of amelogenesis imperfecta. Blood tests revealed decreased 25-hydroxyvitamin D
levels, increased parathyroid hormone levels, and magnesium levels slightly below normal.
Urinary calcium excretion was elevated. On helical computed tomography, the patient exhibited
a severe form of nephrocalcinosis, suggesting the occurrence of FHHNC. However, a
whole-exome sequencing analysis revealed no mutation of candidate genes, CLDNI6 and
CLDNI9. We also ruled out a mutation in the FAM20A gene, which is responsible for the
enamel-renal syndrome, conferring an association of amelogenesis imperfecta with
nephrocalcinosis. A second look at the binary sequence alignment/map file of CLDNI6 revealed
an absence of exons 2 to 5, suggesting that the exome analysis probably missed a large CLDN16
deletion, which was confirmed by polymerase chain reaction and multiplex ligation-dependent

probe amplification assay. CLDNI6 and CLDNI9 encode tight junction proteins in the renal
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thick ascending limb and interact synergistically to form a cation-selective channel, which is
vital for paracellular absorption of magnesium and calcium. CLDNI6 deficiency is known to
lead to abnormal secretory ameloblast tight junction protein as a cause of dental disorder leading

to abnormal enamel formation.

Introduction

Familial hypomagnesemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis (FHHNC) is a rare
autosomal recessive tubular disease caused by a defect in renal magnesium reabsorption in the
medullary thick ascending limb of the loop of Henle (mTAL) [1,2]. In 1999, Simon identified the
CLDNI16 gene (formerly PCLNI) which harbored the first known pathogenic mutation of
FHHNC [3]. Patients with FHHNC may have, alternatively, a mutation in the CLDNI19 gene
with a similar renal phenotype to that of patients with FHHNC bearing the CLDN16 mutation,
but with occasional severe ocular abnormalities. The CLDNI16 and CLDN19 genes encode the
tight junction-associated transmembrane proteins claudin 16 and claudin 19, respectively, which
regulate the paracellular diffusion of magnesium and calcium along the mTAL [4-6].

The clinical presentation of FHHNC includes hypomagnesemia, severe hypercalciuria,
and bilateral nephrocalcinosis leading to progressive renal failure. Patients usually present with
polyuria, polydipsia, nephrolithiasis, recurrent urinary tract infection, failure to thrive, and/or
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abdominal pain [2,7-9]. Increased parathyroid hormone (PTH) levels, regardless of glomerular
filtration rate (GFR), have been described in several cases [10—12]. Amelogenesis imperfecta is
a group of inherited defects of dental enamel formation featuring clinical and genetic
heterogeneity [13].

In this report, we describe a large CLDNI16 deletion associated with amelogenesis

imperfecta.

Case Report
Patient’s history and diagnostic investigation

The proband was a 6-year-old boy who was the second child of nonconsanguineous
parents, born at term after an uneventful pregnancy, weighing 2740 g (10th — 50th percentile)
and with a length of 47 cm (10th — 50th percentile). At UNIFESP, the patient was referred from
the Head and Neck Surgery Outpatient Clinic to the Bone Metabolism Outpatient Clinic for
investigation of secondary hyperparathyroidism.

The parents reported that the patient presented episodic vomiting, polyuria, and
polydipsia, as well as recurrent urinary tract infection, which was suggested by the observation
of leukocyturia. The proband had nonsyndromic short stature and presented normal physical and
motor development. Upon admission, his physical examination was otherwise normal except for
his permanent teeth, which were discolored, pitted, and grooved, raising the suspicion of
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amelogenesis imperfecta (Figure 1A). Unenhanced helical computed tomography confirmed the
occurrence of a severe form of nephrocalcinosis (Figure 1B).

The patient’s estimated GFR (eGFR) calculated with the Schwartz formula [14] was 99.5
mL/min/1.73 m? (normal range [NR] > 80 mL/min/1.73 m?). Blood tests revealed no signs of
metabolic acidosis or alkalosis; normal calcium, phosphate, and potassium levels; decreased
25-hydroxyvitamin D (250HD) levels; increased PTH levels; and magnesium levels slightly
below normal (Table 1). Sestamibi scanning of the parathyroids showed a tenuous and persistent
concentration of the radiopharmaceutical in the projection of the inferior left lobe of the thyroid,
which could correspond to parathyroid hyperplasia. The patient presented severe hypercalciuria
on 24-hour urine, but no other electrolyte abnormality. Retinol-binding protein (RBP) was
normal at 0.09 mg/L. (NR < 0.40 mg/L). PTH level remained increased despite normalization of
250HD levels. Dual-energy x-ray absorptiometry (DXA) of the lumbar spine and total body less
head was within the NR for age and sex, despite the increased PTH level. The patient had no
other relatives with hyperparathyroidism, nephrolithiasis, nephrocalcinosis, or amelogenesis
imperfecta.

Total DNA was isolated from peripheral blood sample and submitted to whole-exome
sequencing (WES) performed by EdgeBio (Gaithersburg, MD, USA) using the platform Illumina
HiSeq 2000 (Illumina®, Inc., San Diego, CA, USA). The DNA library was constructed using
[llumina TruSeq DNA Sample Preparation Kit (Illumina®, Inc., San Diego, CA, USA) and the
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exons were captured with SeqCap EZ Human Exome Kit v3.0 (Roche NimbleGen, Madison, WI,

USA).

Result and Discussion

Several inherited disorders present with nephrocalcinosis and hypercalciuria in male
patients with unaffected parents, which suggests the occurrence of X-linked or autosomal
recessive patterns. This has prompted us to search initially for the targeted candidate genes
shown in Table 2. Due to the absence of mental retardation, deafness, acidosis/alkalosis,
increased tubular proteinuria, and abnormal serum electrolytes (calcium, phosphorus, or
potassium) and urinary oxalate excretion, we ruled out distal renal tubular acidosis, primary
hyperparathyroidism, hyperoxaluria, and Dent or Lowe disease.

The occurrence of mild hypomagnesemia, hypercalciuria, and increased serum PTH level
raised the hypothesis of FHHNC, a condition caused by mutations in the CLDN16 or CLDN19
gene [15]. These genes encode tight junction proteins in the renal mTAL [16]. They interact
synergistically to form a cation-selective channel, which is vital to generate a lumen-positive
transepithelial potential that drives the paracellular absorption of magnesium and calcium
[17-21]. However, CLDN19 mutations would be unlikely in our patient due to the absence of
ocular involvement [22]. Secondary hyperparathyroidism is usually present in CLDNI/6 and
CLDNI19 gene mutations, independent of renal function, and is associated with hypercalciuria.
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Patients with idiopathic hypercalciuria due to decreased renal tubular calcium reabsorption or
hypercalciuria due to renal calcium leak also show increased serum PTH levels [23-25].

The analysis of the proband’s exome showed 105,390 variations, of which 1,020 were
homozygous and 29 had minor allele frequencies (MAF) that were either unknown or <0.01%
(data not shown). We observed variations in the SLC1241 (p. Val958Ala; rs1552311; MAF 0.9)
and CLCNKB (p.Ala287Val; rs7367494; MAF 0.3) genes, which are associated with Bartter’s
syndrome [26,27], but the absence of alkalosis and hypokalemia in our patient was intriguing and
unlikely to be truly causative of this syndrome.

Given that large gene deletions responsible for genetic disorders [28] may not be detected
through WES analysis [29], the result of the analysis must always be regarded taking the
patient’s clinical presentation into consideration and reviewed using BAM analysis. We
recommend caution in the interpretation of next-generation sequencing (NGS) applied for
etiological diagnosis.

A similar report of a patient with late-onset nephrocalcinosis, hypomagnesemia, elevated
PTH, and moderate chronic kidney disease associated with a large CLDNI6 deletion has been
described [30]. The CLDN16 gene comprises five exons and is cytogenetically located at 3q28.
A second WES analysis of the present case, looking more closely at the BAM file, subsequently
showed that exons 2 to 5  piling-up was absent in our patient
(GRCh38/3:190,387,871-190,412,142). We further analyzed whether the CLDNI16 exons were
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appropriately mapped by studying the paralogous CLDNI gene immediately downstream from
CLDNI6.

Therefore, the variant calling performed by EdgeBio missed an exonic homozygous
deletion in CLDNI6, perhaps by interpreting it as an absence of capture or variations, thus
yielding a false negative result. To confirm this hypothesis, we evaluated all CLDN16 exons by
performing electrophoresis of polymerase chain reaction (PCR) products on samples from the
proband and his parents, and comparing them with a normal control DNA. The proband’s exon
PCR electrophoresis only evidenced the amplification of exon 1 (Figure 2A), confirming a
homozygous CLDNI6 deletion of exons 2 to 5, which was further corroborated by capillary
electrophoresis using MLPA against exons 3 and 5 (Figure 2B). Our patient presented a similar
CLDNI16 alteration reported by Yamaguti et al. [30] in a Brazilian patient, although the probands
in both reports were not related [30].

Considering that amelogenesis imperfecta is a hereditary defect in the formation of dental
enamel, we decided to verify the genes commonly associated with this defect in the proband’s
WES file. This analysis included the genes ITGB6, AMBN, ENAM, C4orf26, MMP20, GPR 68,
SLC24A44, WDR72, ACPT, KLK4, and AIIE2, which are involved in recessive autosomal or
X-linked traits [31].

On targeting the genes of amelogenesis imperfecta in the WES analysis, we found the
homozygous variant p.His197Leu in KLK4, but its effect on protein is predicted to be benign by
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PolyPhen and PROVEAN. Moreover, the frequency of the altered base is 0.3 to 0.9 by EVS and
1000 Genomes, respectively. KLK4 mutations affect the maturation of enamel development by
inhibiting the growth of crystallites and then affecting mineral deposition causing amelogenesis
imperfecta [32,33].

Reports of nephrocalcinosis and amelogenesis imperfecta have been described since
1972 under the name of enamel-renal syndrome (ERS) (OMIM 204690) [34-39]. Various
recessive FAM20A mutations have been identified in families with ERS [40-42]. We found no
mutation in the FAM20A gene in our patient, and there are no reports of ERS secondary to
mutations in the FAM20A gene.

Cetrullo et al. have reported two sisters affected by FHHNC with enamel hypoplasia,
acute gingivitis, and periodontal bone loss [38,43]. Bardet et al. recently reported enamel
abnormalities in FHHNC patients with CLDN16 mutations [44]. These authors also identified a
defect in the tight junction protein as a cause of dental disorder in a murine model, establishing
the role of CLDN16 in ameloblasts and its deficiency as potentially leading to abnormal enamel
formation. Moreover, Yamaguti et al. reported the association of FHHNC with amelogenesis
imperfecta in a patient with a CLDNI9 mutation [45]. These reports support the finding of a
large CLDNI6 deletion in our patient to be the common link between amelogenesis imperfecta
and FHHNC.

In conclusion, we described the first case of amelogenesis imperfecta in a boy with
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FHHNC in which a large deletion of the CLDN16 gene was identified by WES and the final

molecular diagnosis was only established by the addition of PCR and MLPA analyses.
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Table 1: Initial Laboratory tests.

PTH Calcium Phosphorus | 2SOHD Potassium | Magnesium | 24 hr Urinary Calcium

206 pg/mL | 10.3 mg/dL | 5.7 mg/dL 14 ng/mL | 3.5mEq/L | 1.6 mg/dL 12.7mg/Kg/day

NR: 15-65 | NR: 8.8 — | NR:4.5-55 NR:>30 | NR: 3.5 — [ NR: 1.7-2.3 [ NR:<4mg/Kg/day
10.8 6.3

NR: normal range
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Figure 1. Main clinical features in a boy presenting with nephrocalcinosis and amelogenesis
imperfecta. A) Dental enamel abnormalities. B) Diffuse renal parenchymal calcifications

detected by unenhanced helical computed tomography.
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Figure 2. Molecular analysis for confirmation of a large CLDN16 deletion detected in a boy
presenting with nephrocalcinosis and amelogenesis imperfecta. Representation of PCR
products on 1.5% agarose gel showing the PCR product of exons 1 to 5 on the control sample 1
(DNA of a healthy individual) and 2 (no DNA); 3: proband with deletion of exons 2-5 of the
CLDNI6 gene; 4-5 parents (heterozygotes). View of the PCR products by capillary
electrophoresis on the probes for multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)
designed against exons 3 and 5 of the CLDNI6 gene, kindly provided by the collaborator
Francisco de Assis Rocha Neves from the University of Brasilia (UNB), according to an analysis
conducted with the GeneMarker® program. The first two peaks indicated by the arrows refer to
exons 3:5 that are absent in the homozygous proband (top panel) and present in the heterozygous
parents (middle and lower panels).
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CONSIDERACOES FINAIS:

O objetivo principal deste estudo foi determinar o diagnodstico genético em paciente
portador de nefrocalcinose, hiperparatireoidismo e amelogenesis imperfecta, através da analise
do sequenciamento completo do exoma (WES), acompanhado no ambulatorio de Fragilidades
Osseas do Hospital Sdo Paulo da UNIFESP. Originalmente este paciente havia sido
encaminhado ao ambulatério de cirurgia de cabega e pescoco para tratamento cirdrgico com o
diagnostico de hiperparatireoidismo primario, que foi descartado e o paciente encaminhado para
o ambulatorio de fragilidades 6sseas do Hospital Sao Paulo para esclarecimento diagnostico.

Outro grande aprendizado obtido nesta investigacdo utilizando as atuais técnicas de
pesquisa de variantes alélicas foi a dificuldade de identificar grandes delecdes com o uso do
WES. O uso de SNG para a decodificagdo do genoma humano trouxe um grande avanco no
diagnostico molecular de inimeras doengas, por sua capacidade de sequenciar um grande
niamero de genomas individuais, de forma rapida, precisa e com baixo custo, quando comparada
aos métodos tradicionais de sequenciamento [82]. Desta forma, ¢ possivel almejar uma medicina
de maior precisao, possibilitando o desenvolvimento de estratégias preventivas, diagnosticas e
terapéuticas individualizadas.

Embora os éxons constituam apenas 1% de todo genoma, neles contém as principais
informacdes para a sintese das proteinas, substidncias imprescindiveis para o normal
funcionamento do organismo, sendo que mutagdes exOnicas sdo responsaveis por 85% das
doencas genéticas [78,83]. O WES tem-se revelado de grande utilidade na identificacao de
mutagdes novas e recorrentes, principalmente em doengas raras e de herangca Mendeliana, sendo

este 0 método escolhido por nds para alcangar o diagnéstico etiologico do nosso paciente.
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Os principais genes candidatos eram aqueles relacionados ao diagnéstico diferencial de
nefrocalcinose e hipomagnesemia, entre eles CLDNI16, CLDN19, SCL343, CLCNS5, OCRLI,
SCL1241, KCNJ1, CLCNKB, BSND, FAM20A, ATP6N1B ¢ ATP6BI [84], sendo a CLDNI16 a
mais provavel. Entretanto, em uma primeira analise 105.390 variantes ou polimorfismo de
nucleotideo tnico (SNP) foram descritas na lista de mutagdes, na qual ndo constava a CLDNI6.

Dentre as variantes descritas, possiveis associagdes com a doenca do paciente poderiam
estar relacionadas com as variantes encontradas nos genes SLC1241 (p.Val958Ala; rs1552311;
MAF 0.9) e CLCNKB (p.Ala287Val; rs7367494; MAF 0.3), entretanto, que nunca haviam sido
descritas como patogénicas.

Ambos genes sdo responsaveis pelo transporte de Na/Cl no tubulo distal, associados a
Sindrome de Bartter. O gene SLCI12A41 codifica o co-transportador Na'-K*-2Cl (NKCC2) na
membrana apical da por¢ao ascendente espessa da alga de Henle, que transporta o sédio de
maneira ativa para fora da célula e o potéassio para o intracelular. Sua mutagao € responsavel pela
Sindrome de Bartter tipo I, doenca de origem autossdmica recessiva, que cursa com alcalose
metabolica, hipocalemia, hipercalcitria e nefrocalcinose [85]. O gene CLCNKB que codifica o
canal de cloro CLC-Kb, um dos responsaveis pelo transporte de cloro na membrana basal.
Mutagdao no gene CLCNKB causa a Sindrome de Bartter tipo III, de origem autossomica
recessiva, caracterizada por hipocalemia, alcalose metabdlica, hiperaldosteronismo secundario
com pressdo arterial normal ou baixa *. A auséncia de alcalose metabdlica e de hipocalemia no
nosso paciente, tornava improvavel que uma dessas variantes fosse determinante para o
diagnostico.

O quadro clinico do nosso paciente era bastante compativel com a Hipomagnesemia
familiar com hipercalcitria e nefrocalcinose (FHHNC), que ¢ uma doenca hereditaria rara, de

heranga autossomica recessiva e que pode estar ligada a mutagao das proteinas claudina-16 e/ou
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claudina-19 ®*'. O gene CLDNI6, esta localizado no cromossomo 3, possui 5 éxons e codifica a
claudina 16. Quando mutado, o gene CLDN19, (cromossomo 1 com 5 exons), além de induzir a
FHHNC, provoca alteragdes oculares ndo observadas em nosso paciente. As duas proteinas sdo
expressas nos rins, na por¢ao ascendente espessa da alga de Henle, e sofrem heterodimerizagao,
funcionando como barreira entre as células em regides de grande interacdo entre elas conhecidas

82, Nesta regido, as claudinas regulam a

como tight junction ou jungdes celulares estreitas
permeabilidade paracelular guiada pela diferenca de voltagem transepitelial, tornando-se
responsavel pela reabsor¢do de cations divalentes como a Ca*" e Mg*" ¥4,

A mutacdo com perda de fun¢do do gene CLDN16 tem como caracteristica, uma redugao
da reabsorcdo de magnésio e calcio do Iumen tubular, ocasionando hipercalciuria,
hipomagnesemia e nefrocalcinose com progressdo para insuficiéncia renal cronica [25]. Ao
diagnostico, os principais sintomas incluem infeccdo urinaria recorrente, politria, polidipsia,
déficit no crescimento, vomitos e nefrolitiase ».

Desde o inicio, mesmo com fungao renal preservada, os pacientes apresentam dosagens
elevadas de PTH. Em 2001, Weber et al, descreveu uma série com 25 casos de FHHNC em que

85

88% deles apresentavam hiperparatireoidismo Konrad em 2008, considerou que a

82 Evidéncias

etiopatogenia do hiperparatireoidismo, estd relacionada a hipomagnesemia
sugerem que o CASR pode servir ndo apenas como sensor de célcio, mas também como sensor
de magnésio, uma vez que mutagdes inativadoras deste gene estdo associadas a elevagdo mesmo
que discreta de magnésio sérico, enquanto mutagdes ativadoras podem cursar com

hipomagnesemia .

A correlagdo entre o PTH e o magnésio ¢ semelhante ao que ocorre com o
calcio, porém com uma menor afinidade. Assim, baixo nivel sérico de magnésio estimula a
secrecdo de PTH pela ativagdo do CASR presente nas células principais para paratiredide *’. De

forma paradoxal, como ocorre na mutacdo do TRPM6, niveis muito baixos de magnésio sdo
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responsaveis pela reducdo na secre¢do de PTH, uma vez que o magnésio tem um importante
papel na atividade da enzima Adenil-ciclase, responsavel pela transformag¢do da
adenosina-trifosfato (ATP) em adenosina-monofosfato ciclico (AMPc), envolvido na secre¢ao do
PTH %%,

A deficiéncia de vitamina D também estimula a secre¢do de PTH, uma vez que a
hidroxilagdo da 25(OH)D em 1,25(OH)2D no rim é uma das a¢gdes do PTH *°. O nosso paciente,
apresentou dosagem inicial de PTH de 216 pg/mL concomitante a uma deficiéncia de 25(OH)D
de 14,4 ng/mL e ap6s a normalizagdo do nivel de 25(OH)D para 32,9 ng/mL o PTH apresentou

uma reducdo para 104,3 pg/mL porém, mantinha-se elevado.

Em 2013, Sikora et al, descreveram um caso de um menor de 15 anos com diagndstico de
FHHNC e insuficiéncia renal cronica que apresentou hiperparatireoidismo extremo e epifisiolise
bilateral apds a descontinuac¢dao do tratamento de suporte da homeostase eletrolitica. Apesar de
rara, a epifisidlise costuma ocorrer em adolescentes puberes durante o estirdo de crescimento. Na
grande maioria dos casos ¢ classificada como idiopatica, mas pode ser secundaria a trauma,
radia¢do ou disturbios enddcrinos como hipogonadismo e hiperparatireoidismo .

Recentemente foi sugerido que mutagdes com perda de fung¢do dos genes CLDNIG6 e
CLDNI19 estao envolvidas na amelogenesis imperfecta. Desde o inicio da amelogénese até¢ a
erupcdo do dente, a producdo do esmalte passa por diversas fases. Na fase secretora, os
ameloblastos, que sdo responsaveis pela formacao e mineralizagdo do esmalte, se ligam entre si
por jungdes intercelulares dependente das proteinas claudinas, promovendo acesso paracelular
restrito ao compartimento do esmalte 7.

O tratamento de suporte inclui a administragdo de magnésio e diurético tiazidico com o
objetivo de reduzir a excre¢do urinaria de calcio e o avango da nefrocalcinose. A progressao para

doenga renal cronica ¢ frequente, e ocorre em cerca de 30% dos casos até a adolescéncia . O
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transplante renal ¢ o tratamento definitivo uma vez que o enxerto renal se mantém estavel, sem
recidiva de disturbios metabolicos ou nefrocalcinose 2%,

A auséncia de repercussao ocular indicava o gene CLDNI6 como favorito, excluido em
uma primeira avaliagdo do WES. Resolvemos, entdo, buscar o arquivo BAM (Binary
Alignment/Map) que € o formato de armazenamento dos dados de alinhamento, utilizado para
verificar a cobertura de leitura, com o objetivo de certificar da cobertura deste gene *.(Anexo 2 e
3) O arquivo mostrou uma cobertura incompleta desse gene e para conferir esta informagao, foi
realizado uma reacdo de polimerase em cadeia (PCR), que apresentou amplificacdo apenas do
primeiro éxon, indicando auséncia dos éxons 2 a 5. Para confirmar esta grande delecdo
realizamos a técnica de MLPA, que ¢ um método de PCR multiplex semi-quantitativo que
detecta variagdo no numero de copias. Delecdes ou duplicacdes do gene ou de parte dele sdao
responsaveis por 10 a 30% das doengas ***7. O WES ¢ cada vez mais utilizada para o diagndstico
de doencas raras, porém, possui como limitagdo a detec¢do de variagdo no numero de copias
(CNV - copy-number variation), representadas pelas delegdes e duplicagdes **. Atualmente,

novos algoritmos estdo sendo desenvolvidos com o objetivo de aprimorar esta técnica®.
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CONCLUSOES

Ao final deste trabalho podemos concluir que:

Nosso paciente ¢ portador de Hipomagnesemia Hipercalcitrica Familiar com

Nefrocalcinose ocasionada por grande delegao do gene CLDN16.

Amelogenesis imperfecta detectado no nosso paciente, foi recentemente reconhecida

como parte da patologia.

A aplicagdo do WES a pratica clinica e sua interpretacao das variantes raras tem sido

revolucionaria, especialmente para o diagndstico de doengas raras.

A técnica do WES ainda apresenta como limitacao a detecgao de CNV. Novos algoritmos

estdo sendo desenvolvidos para corrigir esta limitagao.

Novas tecnologias nao substituem o amplo conhecimento da fisiopatologia das doencas a
serem estudadas, devendo estas complementarem a investigacdo clinica para alcangar o

diagnostico.

67



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

68



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10.

Baird PA, Anderson TW, Newcombe HB, Lowry RB. Genetic disorders in children and
young adults: a population study. Am J Hum Genet. 1988;42: 677—693.

United States. Congress. House. Committee on Energy and Commerce. Rare Diseases
Orphan Product Development Act of 2002: report (to accompany H.R. 4014) (including
cost estimate of the Congressional Budget Office). 2002.

Zurynski Y, Frith K, Leonard H, Elliott E. Rare childhood diseases: how should we
respond? Arch Dis Child. 2008;93: 1071-1074.

Whicher D, Philbin S, Aronson N. An overview of the impact of rare disease characteristics
on research methodology. Orphanet J Rare Dis. 2018;13: 14.

Boycott KM, Rath A, Chong JX, Hartley T, Alkuraya FS, Baynam G, et al. International
Cooperation to Enable the Diagnosis of All Rare Genetic Diseases. Am J Hum Genet.
2017;100: 695-705.

Di Resta C, Galbiati S, Carrera P, Ferrari M. Next-generation sequencing approach for the
diagnosis of human diseases: open challenges and new opportunities. EJIFCC. 2018;29:
4-14.

Shavit L, Jaeger P, Unwin RJ. What is nephrocalcinosis? Kidney Int. 2015;88: 35-43.

Virchow R. Kalk-Metastasen. Archiv fiir Pathologische Anatomie und Physiologie und fiir
Klinische Medicin. 1855;8: 103—-113.

Sayer JA, Carr G, Simmons NL. Nephrocalcinosis: molecular insights into calcium
precipitation within the kidney. Clin Sci . 2004;106: 549-561.

Alon US. Nephrocalcinosis. Curr Opin Pediatr. 1997;9: 160-165.

69


http://paperpile.com/b/7LcsNj/c3Y5m
http://paperpile.com/b/7LcsNj/c3Y5m
http://paperpile.com/b/7LcsNj/YBeBJ
http://paperpile.com/b/7LcsNj/YBeBJ
http://paperpile.com/b/7LcsNj/YBeBJ
http://paperpile.com/b/7LcsNj/b3AhV
http://paperpile.com/b/7LcsNj/b3AhV
http://paperpile.com/b/7LcsNj/2YKDV
http://paperpile.com/b/7LcsNj/2YKDV
http://paperpile.com/b/7LcsNj/dkUmQ
http://paperpile.com/b/7LcsNj/dkUmQ
http://paperpile.com/b/7LcsNj/dkUmQ
http://paperpile.com/b/7LcsNj/smDz0
http://paperpile.com/b/7LcsNj/smDz0
http://paperpile.com/b/7LcsNj/smDz0
http://paperpile.com/b/7LcsNj/bCfRn
http://paperpile.com/b/7LcsNj/ookew
http://paperpile.com/b/7LcsNj/ookew
http://paperpile.com/b/7LcsNj/CcQtM
http://paperpile.com/b/7LcsNj/CcQtM
http://paperpile.com/b/7LcsNj/eex80

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Daeschner CW, Singleton EB, Curtis JC. Urinary tract calculi and nephrocalcinosis in
infants and children. J Pediatr. 1960;57: 721-732.

Ronnefarth G, Misselwitz J. Nephrocalcinosis in children: a retrospective survey. Members
of the Arbeitsgemeinschaft fiir pddiatrische Nephrologie. Pediatr Nephrol. 2000;14:
1016-1021.

Mantan M, Bagga A, Virdi VS, Menon S, Hari P. Etiology of nephrocalcinosis in northern
Indian children. Pediatr Nephrol. 2007;22: 829—833.

Ammenti A, Pelizzoni A, Cecconi M, Molinari PP, Montini G. Nephrocalcinosis in
children: a retrospective multi-centre study. Acta Paediatr. 2009;98: 1628—-1631.

Bartter FC, Rodriguez JA. Bartter’s Syndrome. Ergebnisse der Inneren Medizin und
Kinderheilkunde/ Advances in Internal Medicine and Pediatrics. 1982. pp. 79—-103.

Schurman SJ, Shoemaker LR. Bartter and Gitelman syndromes. Adv Pediatr. 2000;47:
223-248.

Rodriguez Soriano J. Renal Tubular Acidosis: The Clinical Entity. ] Am Soc Nephrol.
2002;13: 2160-2170.

Cheidde L, Vieira TC, Lima PRM, Saad STO, Heilberg IP. A novel mutation in the anion
exchanger 1 gene is associated with familial distal renal tubular acidosis and
nephrocalcinosis. Pediatrics. 2003;112: 1361-1367.

Pereira P, Miranda D, Oliveira E, Simoes e Silva A. Molecular Pathophysiology of Renal
Tubular Acidosis. Curr Genomics. 2009;10: 51-59.

Morey M, Castro-Feijoo L, Barreiro J, Cabanas P, Pombo M, Gil M, et al. Genetic
diagnosis of X-linked dominant hypophosphatemic rickets in a cohort study: Tubular
reabsorption of phosphate and 1,25(OH)2D serum levels are associated with PHEX
mutation type. BMC Med Genet. 2011;12. doi:10.1186/1471-2350-12-116

Feng JQ, Ward LM, Liu S, Lu Y, Xie Y, Yuan B, et al. Loss of DMP1 causes rickets and
osteomalacia and identifies a role for osteocytes in mineral metabolism. Nat Genet.
2006;38: 1310-1315.

Bergwitz C, Roslin NM, Tieder M, Loredo-Osti JC, Bastepe M, Abu-Zahra H, et al.

70


http://paperpile.com/b/7LcsNj/fzxqn
http://paperpile.com/b/7LcsNj/fzxqn
http://paperpile.com/b/7LcsNj/oSj5A
http://paperpile.com/b/7LcsNj/oSj5A
http://paperpile.com/b/7LcsNj/oSj5A
http://paperpile.com/b/7LcsNj/zmses
http://paperpile.com/b/7LcsNj/zmses
http://paperpile.com/b/7LcsNj/XB6c7
http://paperpile.com/b/7LcsNj/XB6c7
http://paperpile.com/b/7LcsNj/0f0v9
http://paperpile.com/b/7LcsNj/0f0v9
http://paperpile.com/b/7LcsNj/i3yws
http://paperpile.com/b/7LcsNj/i3yws
http://paperpile.com/b/7LcsNj/cWqhf
http://paperpile.com/b/7LcsNj/cWqhf
http://paperpile.com/b/7LcsNj/EbT4D
http://paperpile.com/b/7LcsNj/EbT4D
http://paperpile.com/b/7LcsNj/EbT4D
http://paperpile.com/b/7LcsNj/i3A2q
http://paperpile.com/b/7LcsNj/i3A2q
http://paperpile.com/b/7LcsNj/6tCYm
http://paperpile.com/b/7LcsNj/6tCYm
http://paperpile.com/b/7LcsNj/6tCYm
http://paperpile.com/b/7LcsNj/6tCYm
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2350-12-116
http://paperpile.com/b/7LcsNj/LdFgQ
http://paperpile.com/b/7LcsNj/LdFgQ
http://paperpile.com/b/7LcsNj/LdFgQ
http://paperpile.com/b/7LcsNj/5uLvv

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

SLC34A3 mutations in patients with hereditary hypophosphatemic rickets with
hypercalciuria predict a key role for the sodium-phosphate cotransporter NaPi-IIc in
maintaining phosphate homeostasis. Am J Hum Genet. 2006;78: 179—-192.

Ichikawa S, Sorenson AH, Imel EA, Friedman NE, Gertner JM, Econs MJ. Intronic
deletions in the SLC34A3 gene cause hereditary hypophosphatemic rickets with
hypercalciuria. J Clin Endocrinol Metab. 2006;91: 4022—4027.

Rodriguez-Soriano J, Vallo A, Garcia-Fuentes M. Hypomagnesaemia of hereditary renal
origin. Pediatr Nephrol. 1987;1: 465-472.

Praga M, Vara J, Gonzalez-Parra E, Andrés A, Alamo C, Araque A, et al. Familial
hypomagnesemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis. Kidney Int. 1995;47:
1419-1425.

Konrad M, Schaller A, Seelow D, Pandey AV, Waldegger S, Lesslauer A, et al. Mutations
in the tight-junction gene claudin 19 (CLDN19) are associated with renal magnesium
wasting, renal failure, and severe ocular involvement. Am J Hum Genet. 2006;79: 949-957.

Giinzel D, Yu ASL. Claudins and the modulation of tight junction permeability. Physiol
Rev. 2013;93: 525-569.

Cho HY, Lee BH, Choi HJ, Ha IS, Choi Y, Cheong HI. Renal manifestations of Dent
disease and Lowe syndrome. Pediatr Nephrol. 2007;23: 243-249.

Devuyst O, Thakker RV. Dent’s disease. Orphanet J Rare Dis. 2010;5: 28.

Simsek E, Simsek T, Dallar Y, Can O, Willems PJ. A novel pathogenic DNA variation in
the OCRLI1 gene in Lowe syndrome. J Clin Res Pediatr Endocrinol. 2011;3: 29-31.

Harambat J, Fargue S, Bacchetta J, Acquaviva C, Cochat P. Primary hyperoxaluria. Int J
Nephrol. 2011;2011: 864580.

Tang X, Bergstralh EJ, Mehta RA, Vrtiska TJ, Milliner DS, Lieske JC. Nephrocalcinosis is
a risk factor for kidney failure in primary hyperoxaluria. Kidney Int. 2015;87: 623—631.

Hoppe B, Beck BB, Milliner DS. The primary hyperoxalurias. Kidney Int. 2009;75:
1264-1271.

71


http://paperpile.com/b/7LcsNj/5uLvv
http://paperpile.com/b/7LcsNj/5uLvv
http://paperpile.com/b/7LcsNj/5uLvv
http://paperpile.com/b/7LcsNj/uN9Yz
http://paperpile.com/b/7LcsNj/uN9Yz
http://paperpile.com/b/7LcsNj/uN9Yz
http://paperpile.com/b/7LcsNj/VzcFP
http://paperpile.com/b/7LcsNj/VzcFP
http://paperpile.com/b/7LcsNj/3gVzZ
http://paperpile.com/b/7LcsNj/3gVzZ
http://paperpile.com/b/7LcsNj/3gVzZ
http://paperpile.com/b/7LcsNj/yikbU
http://paperpile.com/b/7LcsNj/yikbU
http://paperpile.com/b/7LcsNj/yikbU
http://paperpile.com/b/7LcsNj/fwmpM
http://paperpile.com/b/7LcsNj/fwmpM
http://paperpile.com/b/7LcsNj/OXKFD
http://paperpile.com/b/7LcsNj/OXKFD
http://paperpile.com/b/7LcsNj/F8zzd
http://paperpile.com/b/7LcsNj/8a8WO
http://paperpile.com/b/7LcsNj/8a8WO
http://paperpile.com/b/7LcsNj/3LkOB
http://paperpile.com/b/7LcsNj/3LkOB
http://paperpile.com/b/7LcsNj/S7BGc
http://paperpile.com/b/7LcsNj/S7BGc
http://paperpile.com/b/7LcsNj/FcHec
http://paperpile.com/b/7LcsNj/FcHec

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Pober BR. Williams-Beuren syndrome. N Engl J Med. 2010;362: 239-252.

Castleman B, Roth SI, Munro Neville A. Tumors of the Parathyroid Glands. (Atlas of
Tumor Pathology. Second Series, Fascicle 14.). Am J Surg Pathol. 1980;4: 305.

Brown EM, Gamba G, Riccardi D, Lombardi M, Butters R, Kifor O, et al. Cloning and
characterization of an extracellular Ca2+-sensing receptor from bovine parathyroid. Nature.
1993;366: 575.

Hauache OM. Extracellular calcium-sensing receptor: structural and functional features and
association with diseases. Braz J Med Biol Res. 2001;34: 577-584.

Venail F, Nicollas R, Morin D, Mackle T, Garnier JM, Triglia J-M, et al. Solitary
parathyroid adenoma: a rare cause of primary hyperparathyroidism in children.
Laryngoscope. 2007;117: 946-949.

Cronin CS, Reeve TS, Robinson B, Clifton-Bligh P, Guinea A, Delbridge L. Primary
hyperparathyroidism in childhood and adolescence. J Paediatr Child Health. 1996;32:
397-399.

Starker LF, Akerstrom T, Long WD, Delgado-Verdugo A, Donovan P, Udelsman R, et al.
Frequent germ-line mutations of the MEN1, CASR, and HRPT2/CDC73 genes in young

patients with clinically non-familial primary hyperparathyroidism. Horm Cancer. 2012;3:
44-51.

Zajickova K, Vrbikova J, Canaff L, Pawelek PD, Goltzman D, Hendy GN. Identification
and functional characterization of a novel mutation in the calcium-sensing receptor gene in
familial hypocalciuric hypercalcemia: modulation of clinical severity by vitamin D status. J
Clin Endocrinol Metab. 2007;92: 2616-2623.

Christensen SE, Nissen PH, Vestergaard P, Mosekilde L. Familial hypocalciuric
hypercalcaemia: a review. Curr Opin Endocrinol Diabetes Obes. 2011;18: 359-370.

Reh CMS, Hendy GN, Cole DEC, Jeandron DD. Neonatal hyperparathyroidism with a
heterozygous calcium-sensing receptor (CASR) R185Q mutation: clinical benefit from
cinacalcet. J Clin Endocrinol Metab. 2011;96: E707—-12.

Giusti F, Tonelli F, Brandi ML. Primary hyperparathyroidism in multiple endocrine

72


http://paperpile.com/b/7LcsNj/o5Wjl
http://paperpile.com/b/7LcsNj/7Tp5G
http://paperpile.com/b/7LcsNj/7Tp5G
http://paperpile.com/b/7LcsNj/cqnWG
http://paperpile.com/b/7LcsNj/cqnWG
http://paperpile.com/b/7LcsNj/cqnWG
http://paperpile.com/b/7LcsNj/4Q2qi
http://paperpile.com/b/7LcsNj/4Q2qi
http://paperpile.com/b/7LcsNj/LNuxB
http://paperpile.com/b/7LcsNj/LNuxB
http://paperpile.com/b/7LcsNj/LNuxB
http://paperpile.com/b/7LcsNj/TWBGw
http://paperpile.com/b/7LcsNj/TWBGw
http://paperpile.com/b/7LcsNj/TWBGw
http://paperpile.com/b/7LcsNj/HC280
http://paperpile.com/b/7LcsNj/HC280
http://paperpile.com/b/7LcsNj/HC280
http://paperpile.com/b/7LcsNj/HC280
http://paperpile.com/b/7LcsNj/MT5n3
http://paperpile.com/b/7LcsNj/MT5n3
http://paperpile.com/b/7LcsNj/MT5n3
http://paperpile.com/b/7LcsNj/MT5n3
http://paperpile.com/b/7LcsNj/nksOm
http://paperpile.com/b/7LcsNj/nksOm
http://paperpile.com/b/7LcsNj/ThZAU
http://paperpile.com/b/7LcsNj/ThZAU
http://paperpile.com/b/7LcsNj/ThZAU
http://paperpile.com/b/7LcsNj/AFQeM

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

neoplasia type 1: when to perform surgery? Clinics . 2012;67 Suppl 1: 141-144.

Alevizaki M, Saltiki K. Primary Hyperparathyroidism in MEN2 Syndromes. Recent Results
Cancer Res. 2015;204: 179-186.

Magalhdes PKR, Antonini SRR, de Paula FJA, de Freitas LCC, Maciel LMZ. Primary
hyperparathyroidism as the first clinical manifestation of multiple endocrine neoplasia type
2A in a 5-year-old child. Thyroid. 2011;21: 547-550.

Redwin Dhas MP, Karthiga KS, Tatu JE, Eugenia SJ. Hyper Parathyroidisim Jaw Tumor
Syndrome: A Rare Condition of Incongruous Features. Ethiop J Health Sci. 2017;27:
309-313.

Silver J, Kilav R, Naveh-Many T. Mechanisms of secondary hyperparathyroidism.
American Journal of Physiology-Renal Physiology. 2002. pp. F367-F376.
doi:10.1152/ajprenal.00061.2002

Cunningham J, Locatelli F, Rodriguez M. Secondary hyperparathyroidism: pathogenesis,
disease progression, and therapeutic options. Clin J] Am Soc Nephrol. 2011;6: 913-921.

Galitzer H, Ben-Dov 1Z, Silver J, Naveh-Many T. Parathyroid cell resistance to fibroblast
growth factor 23 in secondary hyperparathyroidism of chronic kidney disease. Kidney Int.
2010;77: 211-218.

Crawford PJM, Aldred M, Bloch-Zupan A. Amelogenesis imperfecta. Orphanet J Rare Dis.
2007;2: 17.

Fincham AG, Moradian-Oldak J, Simmer JP. The Structural Biology of the Developing
Dental Enamel Matrix. J Struct Biol. 1999;126: 270-299.

Suckling GW. Developmental defects of enamel--historical and present-day perspectives of
their pathogenesis. Adv Dent Res. 1989;3: 87-94.

Bronckers ALJJ, Lyaruu DM, DenBesten PK. The impact of fluoride on ameloblasts and
the mechanisms of enamel fluorosis. J Dent Res. 2009;88: 877-893.

Pindborg JJ. Aetiology of developmental enamel defects not related to fluorosis. Int Dent J.
1982;32: 123-134.

Nanci A, Mocetti P, Sakamoto Y, Kunikata M, Lozupone E, Bonucci E. Morphological and
73


http://paperpile.com/b/7LcsNj/AFQeM
http://paperpile.com/b/7LcsNj/uT0j5
http://paperpile.com/b/7LcsNj/uT0j5
http://paperpile.com/b/7LcsNj/jZDM0
http://paperpile.com/b/7LcsNj/jZDM0
http://paperpile.com/b/7LcsNj/jZDM0
http://paperpile.com/b/7LcsNj/RL7oY
http://paperpile.com/b/7LcsNj/RL7oY
http://paperpile.com/b/7LcsNj/RL7oY
http://paperpile.com/b/7LcsNj/CywK1
http://paperpile.com/b/7LcsNj/CywK1
http://paperpile.com/b/7LcsNj/CywK1
http://dx.doi.org/10.1152/ajprenal.00061.2002
http://paperpile.com/b/7LcsNj/3WhOU
http://paperpile.com/b/7LcsNj/3WhOU
http://paperpile.com/b/7LcsNj/mwFu7
http://paperpile.com/b/7LcsNj/mwFu7
http://paperpile.com/b/7LcsNj/mwFu7
http://paperpile.com/b/7LcsNj/3A4Fx
http://paperpile.com/b/7LcsNj/3A4Fx
http://paperpile.com/b/7LcsNj/3AKST
http://paperpile.com/b/7LcsNj/3AKST
http://paperpile.com/b/7LcsNj/42d22
http://paperpile.com/b/7LcsNj/42d22
http://paperpile.com/b/7LcsNj/xn0dn
http://paperpile.com/b/7LcsNj/xn0dn
http://paperpile.com/b/7LcsNj/6bhDE
http://paperpile.com/b/7LcsNj/6bhDE
http://paperpile.com/b/7LcsNj/8LvZW

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

immunocytochemical analyses on the effects of diet-induced hypocalcemia on enamel
maturation in the rat incisor. J Histochem Cytochem. 2000;48: 1043—1058.

Proctor R, Kumar N, Stein A, Moles D, Porter S. Oral and dental aspects of chronic renal
failure. J Dent Res. 2005;84: 199-208.

Rajpar MH, Harley K, Laing C, Davies RM, Dixon MJ. Mutation of the gene encoding the
enamel-specific protein, enamelin, causes autosomal-dominant amelogenesis imperfecta.
Hum Mol Genet. 2001;10: 1673—-1677.

Chan H-C, Estrella NMRP, Milkovich RN, Kim J-W, Simmer JP, Hu JC-C. Target gene
analyses of 39 amelogenesis imperfecta kindreds. Eur J Oral Sci. 2011;119 Suppl 1:
311-323.

Kida M, Ariga T, Shirakawa T, Oguchi H, Sakiyama Y. Autosomal-dominant hypoplastic
form of amelogenesis imperfecta caused by an enamelin gene mutation at the exon-intron
boundary. J Dent Res. 2002;81: 738-742.

LuY, Papagerakis P, Yamakoshi Y, Hu JC-C, Bartlett JD, Simmer JP. Functions of KLLK4
and MMP-20 in dental enamel formation. Biol Chem. 2008;389: 695-700.

Wright JT, Torain M, Long K, Seow K, Crawford P, Aldred MJ, et al. Amelogenesis
imperfecta: genotype-phenotype studies in 71 families. Cells Tissues Organs. 2011;194:
279-283.

MacGibbon D. Generalized enamel hypoplasia and renal dysfunction. Aust Dent J. 1972;17:
61-63.

Lubinsky M, Angle C, Wayne Marsh P, Witkop CJ, Opitz JM, Reynolds JF. Syndrome of
amelogenesis imperfecta, nephrocalcinosis, impaired renal concentration, and possible
abnormality of calcium metabolism. Am J Med Genet. 1985;20: 233-243.

Cetrullo N, Guadagni MG, Piana G. Two cases of familial hypomagnesemia with
hypercalciuria and nephrocalcinosis: dental findings. Eur J Paediatr Dent. 2006;7: 146—150.

Ashkenazi M, Rafe Z, Sarnat H, Levin L. Nephrocalcinosis associated with continuous
enamel hypoplasia and severe alveolar bone loss: a case report and literature review. Pediatr
Dent. 2014;36: 250-253.

74


http://paperpile.com/b/7LcsNj/8LvZW
http://paperpile.com/b/7LcsNj/8LvZW
http://paperpile.com/b/7LcsNj/EzKLH
http://paperpile.com/b/7LcsNj/EzKLH
http://paperpile.com/b/7LcsNj/Yjcte
http://paperpile.com/b/7LcsNj/Yjcte
http://paperpile.com/b/7LcsNj/Yjcte
http://paperpile.com/b/7LcsNj/U8lFN
http://paperpile.com/b/7LcsNj/U8lFN
http://paperpile.com/b/7LcsNj/U8lFN
http://paperpile.com/b/7LcsNj/a3blB
http://paperpile.com/b/7LcsNj/a3blB
http://paperpile.com/b/7LcsNj/a3blB
http://paperpile.com/b/7LcsNj/zElsE
http://paperpile.com/b/7LcsNj/zElsE
http://paperpile.com/b/7LcsNj/PPr3K
http://paperpile.com/b/7LcsNj/PPr3K
http://paperpile.com/b/7LcsNj/PPr3K
http://paperpile.com/b/7LcsNj/QwTZX
http://paperpile.com/b/7LcsNj/QwTZX
http://paperpile.com/b/7LcsNj/uYi7I
http://paperpile.com/b/7LcsNj/uYi7I
http://paperpile.com/b/7LcsNj/uYi7I
http://paperpile.com/b/7LcsNj/dbsQb
http://paperpile.com/b/7LcsNj/dbsQb
http://paperpile.com/b/7LcsNj/IoWJh
http://paperpile.com/b/7LcsNj/IoWJh
http://paperpile.com/b/7LcsNj/IoWJh

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

O’Sullivan J, Bitu CC, Daly SB, Urquhart JE, Barron MJ, Bhaskar SS, et al. Whole-Exome
sequencing identifies FAM20A mutations as a cause of amelogenesis imperfecta and
gingival hyperplasia syndrome. Am J Hum Genet. 2011;88: 616—620.

Cho SH, Seymen F, Lee K-E, Lee S-K, Kweon Y-S, Kim KJ, et al. Novel FAM20A
mutations in hypoplastic amelogenesis imperfecta. Hum Mutat. 2011;33: 91-94.

Jaureguiberry G, De la Dure-Molla M, Parry D, Quentric M, Himmerkus N, Koike T, et al.
Nephrocalcinosis (enamel renal syndrome) caused by autosomal recessive FAM20A
mutations. Nephron Physiol. 2012;122: 1-6.

Kantaputra PN, Bongkochwilawan C, Kaewgahya M, Ohazama A, Kayserili H, Erdem AP,
et al. Enamel-Renal-Gingival syndrome, hypodontia, and a novel FAM20A mutation. Am J
Med Genet A. 2014;164A: 2124-2128.

de la Dure-Molla M, Quentric M, Yamaguti PM, Acevedo A-C, Mighell AJ, Vikkula M, et
al. Pathognomonic oral profile of Enamel Renal Syndrome (ERS) caused by recessive
FAM20A mutations. Orphanet J Rare Dis. 2014;9: 84.

Bardet C, Courson F, Wu Y, Khaddam M, Salmon B, Ribes S, et al. Claudin-16 deficiency
impairs tight junction function in ameloblasts, leading to abnormal enamel formation. J
Bone Miner Res. 2016;31: 498-513.

Bardet C, Ribes S, Wu Y, Diallo MT, Salmon B, Breiderhoff T, et al. Claudin
Loss-of-Function Disrupts Tight Junctions and Impairs Amelogenesis. Front Physiol.
2017;8: 326.

Yamaguti PM, Neves F de AR, Hotton D, Bardet C, de La Dure-Molla M, Castro LC, et al.
Amelogenesis imperfecta in familial hypomagnesaemia and hypercalciuria with
nephrocalcinosis caused by CLDN19 gene mutations. J Med Genet. 2017;54: 26-37.

Shashi V, McConkie-Rosell A, Rosell B, Schoch K, Vellore K, McDonald M, et al. The
utility of the traditional medical genetics diagnostic evaluation in the context of
next-generation sequencing for undiagnosed genetic disorders. Genet Med. 2014;16:
176-182.

Choi M, Scholl U1, Ji W, Liu T. Genetic diagnosis by whole exome capture and massively
parallel DNA sequencing. Proceedings of the. 2009. Available:

75


http://paperpile.com/b/7LcsNj/T2IY8
http://paperpile.com/b/7LcsNj/T2IY8
http://paperpile.com/b/7LcsNj/T2IY8
http://paperpile.com/b/7LcsNj/6KaW4
http://paperpile.com/b/7LcsNj/6KaW4
http://paperpile.com/b/7LcsNj/04U5w
http://paperpile.com/b/7LcsNj/04U5w
http://paperpile.com/b/7LcsNj/04U5w
http://paperpile.com/b/7LcsNj/mj7rT
http://paperpile.com/b/7LcsNj/mj7rT
http://paperpile.com/b/7LcsNj/mj7rT
http://paperpile.com/b/7LcsNj/HnvWc
http://paperpile.com/b/7LcsNj/HnvWc
http://paperpile.com/b/7LcsNj/HnvWc
http://paperpile.com/b/7LcsNj/FaWbo
http://paperpile.com/b/7LcsNj/FaWbo
http://paperpile.com/b/7LcsNj/FaWbo
http://paperpile.com/b/7LcsNj/tFXuI
http://paperpile.com/b/7LcsNj/tFXuI
http://paperpile.com/b/7LcsNj/tFXuI
http://paperpile.com/b/7LcsNj/N0rE4
http://paperpile.com/b/7LcsNj/N0rE4
http://paperpile.com/b/7LcsNj/N0rE4
http://paperpile.com/b/7LcsNj/5PtR
http://paperpile.com/b/7LcsNj/5PtR
http://paperpile.com/b/7LcsNj/5PtR
http://paperpile.com/b/7LcsNj/5PtR
http://paperpile.com/b/7LcsNj/ej33
http://paperpile.com/b/7LcsNj/ej33

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

https://www.pnas.org/content/106/45/19096.short

Majewski J, Schwartzentruber J, Lalonde E, Montpetit A, Jabado N. What can exome
sequencing do for you? J Med Genet. 2011;48: 580-589.

Yang Y, Muzny DM, Reid JG, Bainbridge MN, Willis A, Ward PA, et al. Clinical
whole-exome sequencing for the diagnosis of mendelian disorders. N Engl J Med.
2013;369: 1502—-1511.

Dorn C, Grunert M, Sperling SR. Application of high-throughput sequencing for studying
genomic variations in congenital heart disease. Brief Funct Genomics. 2014;13: 51-65.

Kuperberg M, Lev D, Blumkin L, Zerem A, Ginsberg M, Linder I, et al. Utility of Whole
Exome Sequencing for Genetic Diagnosis of Previously Undiagnosed Pediatric Neurology
Patients. J Child Neurol. 2016;31: 1534-1539.

Sheppard S, Biswas S, Li MH, Jayaraman V, Slack I, Romasko EJ, et al. Utility and
limitations of exome sequencing as a genetic diagnostic tool for children with hearing loss.
Genet Med. 2018;20: 1663—-1676.

Xuan J, Yu 'Y, Qing T, Guo L, Shi L. Next-generation sequencing in the clinic: promises
and challenges. Cancer Lett. 2013;340: 284-295.

Rabbani B, Tekin M, Mahdieh N. The promise of whole-exome sequencing in medical
genetics. J] Hum Genet. 2014;59: 5-15.

Moe OW, Bonny O. Genetic hypercalciuria. ] Am Soc Nephrol. 2005;16: 729-745.

Markadieu N, Delpire E. Physiology and pathophysiology of SLC12A1/2 transporters.
Pflugers Arch. 2014;466: 91-105.

76


https://www.pnas.org/content/106/45/19096.short
http://paperpile.com/b/7LcsNj/hTey
http://paperpile.com/b/7LcsNj/hTey
http://paperpile.com/b/7LcsNj/h3gl
http://paperpile.com/b/7LcsNj/h3gl
http://paperpile.com/b/7LcsNj/h3gl
http://paperpile.com/b/7LcsNj/13qN
http://paperpile.com/b/7LcsNj/13qN
http://paperpile.com/b/7LcsNj/qZ5k
http://paperpile.com/b/7LcsNj/qZ5k
http://paperpile.com/b/7LcsNj/qZ5k
http://paperpile.com/b/7LcsNj/43uT
http://paperpile.com/b/7LcsNj/43uT
http://paperpile.com/b/7LcsNj/43uT
http://paperpile.com/b/7LcsNj/e6Dt9
http://paperpile.com/b/7LcsNj/e6Dt9
http://paperpile.com/b/7LcsNj/pq9VR
http://paperpile.com/b/7LcsNj/pq9VR
http://paperpile.com/b/7LcsNj/2a7D1
http://paperpile.com/b/7LcsNj/VJO8e
http://paperpile.com/b/7LcsNj/VJO8e

ANEXOS

77



ANEXO 1 - Densitometria Ossea
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ing Physician: ENDO

eIT’

k=1.178,d0=47.8
318x122

Total

Image not for diagnostic use

Scan Information:
Scan Date: 17 March 2015
Scan Type: a Whole Body
Analysis: 24 March 2015 10:31 Version 13.3:5
Auto Whole Body

Operator:  GENI

ID: A0317150M

Model: Discovery Wi (S/N 85824)

Comment:
DXA Results Summary:
Region Area BMC BMD
(em?) (g) (g/em?)
LAm 10595 53.08 0.501
RArm 104.00 52.15 0.501
L Ribs 84.45 45.85 0.543
R Ribs 89.92 4648 0.517
T Spine  53.17 2598 0.489
L Spine 2541 183120720
Pelvis 96.18 68.88 0.716
LLeg 197.04 13846 0.703
RLeg 20135 150.19 0.746
Subtotal 957.47 599.38 0.626
Head 195.87 272.06 1.389
Total 1153.34 871.44 0.756

‘Total BMD CV 1.0%, ACF = 1031, BCF = 1.001

T=~=PR Z-
score (%) score
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' Roforring Physician: ENDOCRINO

[mage not for diagnostic use
k=1.127,d0=49.1
112 x 94

Total

Age

T-score vs. Pediatric Male; Z-score vs. Pediatric Male. S

T T T T 1
16 17 18 19 20

Scan Information:

Scan Date:
Scan Type:
Analysis:

Operator:
Model:
Comment:

17 March 2015 ID: A0317150L

f Lumbar Spine

24 March 2015 10:33 Version 13.3:5
Lumbar Spine (auto low density)
GENI

Discovery Wi (S/N 85824)

DXA Results Summary:

ource:Hologic, 2005

Region Area BMC BMD T- PR Z-
(cm?) (g) (g/cm*) score (%) score
i) 6.81 3 5IN0519 50 -0.1
1.2 7.03 421 0.599 54 02
L3 929 6.02 0.648 58 0.6
L4 9.13 6.31 0.691 63 1.3
Total 32.27 20.08 0.622 57 0.6

Total BMD CV 1.0%, ACF= 1.031, BCF= 1.001, TH=5.892

Comment:
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ANEXO 2

Informacées complementares - Metodologia

Sequenciamento gendomico completo do tipo exoma (WES)

O DNA total foi isolado da amostra de sangue periférico e submetido a Sequenciamento
total tipo exoma (WES) realizado por EdgeBio (Gaithersburg, MD, EUA) usando a plataforma
[llumina HiSeq 2000 (Illumina®, Inc., San Diego, CA, EUA). A biblioteca de DNA foi
construida usando o Kit de Preparagdo de Amostras de DNA Illumina TruSeq (Illumina®, Inc.,
San Diego, CA, EUA) e os exons foram capturados com SeqCap EZ Human Exoma Kit v3.0
(Roche NimbleGen, Madison, WI, EUA). Apos sequenciamento, a leitura das sequéncias foi
realizada pela plataforma HiSeq2000 (Illumina, Inc, San Diego, CA, USA) e realizado
alinhamento e deteccdo de variantes com base de SNP do National Center for Biotechnology
Information (NCBI), INDEL e OMIM para identificar variagdes no exoma que eventualmente
poderiam estar relacionado com a patologia do paciente. As variantes foram interpretadas
considerando-se o quadro clinico do paciente e excluidos aquelas com uma frequéncia alélica
menor de 0,05 (MAF < 0,1) e aquelas variantes de significado clinico desconhecido (VUS).

Tabela de variantes em genes candidatos e de seus paralogos encontrados envolvendo

caracteristicas clinicas do paciente em anexo.

Extracao de DNA, PCR (reaciao em cadeia de polimerase) convencional e

sequenciamento do gene CLDN16:
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Foi realizado extracdo de DNA, pelo método in house, das amostras do paciente, de seus
familiares (pai, mae e irmd) e de uma pessoa saudavel como controle positivo. Para o controle
negativo foi realizado agua. O primer para o gene CLDNI6 utilizado encontra-se em anexo. Os
protocolos de PCR foram realizados com preparagdes de DNA de amostras do paciente, de seus
pais, de sua irmd, de um controle positivo € um controle negativo. Para as reagdes, um
termociclador foi utilizado. Cada reagdo de PCR foi composta de (PCR buffer 10X, MgCl2,
DNTPS mix, Taq platinum, Agua, Primer F, Primer R e DNA em um volume total de 25ul. As
reacdes de PCR foram realizadas com 38 ciclos de 5 min a 95° € 30" a 94° para o processo de
desnaturagio, 30" a 61° para o processo de anelamento, seguido por um passo de extensdo de 45"
a 72 ¢ 10min a 72°. Os produtos de DNA foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,8%, corados com corante azul (6xDNA Loading Dye). Apods a aplicagdo das amostras,
realizado o encaixe dos cabos de conexdo com a fonte de corrente continua com voltagem de
100 V e amperagem de 400 mA por 30 minuto. Utilizado para leitura do gel o Gel Doc ™ EZ

Gel Documentation System.

Primer do gene CLDN16 utilizado para a realizacio do PCR:

2307-CLDN16-EX1-F | GTTTCACCAGTGGCCTGTCT 20 60.18 55.00
2308-CLDN16-EX1-R [ GGCTGGCCTGGATCATGAAA 20 60.40 55.55 099 pb
2309-CLDN16-EX2-F | AGGCTTCAATTGTCAGTGCTT 21 58.41 42.86
2310-CLDN16-EX2-R [ CGAGATGAGCTCAATTTCTAACCA |24 58.8941.67 opd
2311-CLDN16-EX3-F [ ATGCTCTCTGCTAGCATACCAA 22 59.30 45.45
2312-CLDN16-EX3-R [ CTCTCCTTCACCTCAAGCCC 20 59.75 60.00 H87pd
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2313-CLDN16-EX4-F | AGAGACAGAAGAAGTGTCCGAAG |2359.1947.83
2314-CLDN16-EX4-R [ ACGATAGTGGAGGCAAGGAA 20 59.69 50.00 8 pb
2315-CLDN16-EXS5-F [ CTAAGGGAATACCTCTCCTGATGAA |25 59.16 44.00
2316-CLDN16-EX5-R | TAGGGTCCCTGGCCTCTTTG 20 60.91 60.00 e

Analise molecular e amplificacdo por sonda dependente de ligacio multipla

(MLPA)

Para andlise molecular, o sangue venoso foi coletado e o DNA gendmico foi isolado dos
leucéceitos usando Kit de Purificagdo de DNA Gendmico Wizard (Promega; Madison, WI, EUA).
Os fragmentos de DNA das regides codificadoras do gene CLDNI6 e os limites exon-intron
foram amplificados usando conjuntos de primers especificos para genes (conjuntos de primers
CLDNI16 foram gentilmente fornecidos pelo Dr. Francisco de Assis Rocha Neves / Universidade
de Brasilia). As sondas sintéticas foram projetadas para o exon 3 e 5 para confirmar a suspeita de
uma dele¢do parcial do gene CLDNI6. As reacdes de MLPA foram realizadas seguindo o
protocolo padrao (protocolo MRC-Holland; http://www.mlpa.com). Os dados de rastreamento
foram analisados utilizando o software Gene Mapper v4.0 (Applied Biosystems; Foster City,
CA, EUA), e as areas e alturas de pico integradas foram exportadas para uma planilha Excel
(Microsoft; Silicon Valley, CA, EUA). Para cada amostra, as alturas dos picos foram primeiro
normalizadas para a altura média dos picos das sondas de controle, seguida de normalizacdo para
a altura média dos picos das amostras controle, obtidas de pacientes saudaveis e nao

relacionados, incluidos na corrida.
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ANEXO 3
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Figura 1: Visualizacdo do arquivo BAM (Binary of Sequence Alignment and Mapping).
Estudo do arquivo BAM pelo programa UCSC Genome Browser obtido do sequenciamento de

ultima geracao (Next Generation Sequencing) do probando relativo ao locus 3q27-29 onde esta
localizado os genes CLDN16 ¢ CLDNI.

85



ANEXO 4 — Submissao artigo
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causing severe nephrocalcinosis, hyperparathyroidism
and amelogenesis in a child
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You can follow the revision process form the 'Submissions Being Processed' list.
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Best wishes
Clinical Cases in mineral and bone metabolism
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Voluntario/responsavel legal:

Idade: Data de nascimento: / /

Investigador Principal: Dra Vanessa Radonsky
Co-investigadores: Dra Marise Lazaretti Castro, Dr. Magnus Régios Dias da Silva, Dra Ita
Pfeferman Heiberg

CANALOPATIAS ENDOCRINAS: ESTUDO DE GENES RELACIONADOS A
HIPERCALCIURIA E NEFROCALCINOSE QUE CURSAM COM
HIPERPARATIROIDISMO SECUNDARIO EM UM PACIENTE.

Estas informagdes estdo sendo fornecidas de maneira clara e simples para sua
participagcdo voluntaria neste estudo. Portanto, leia este termo com atencdo e pergunte aos
pesquisadores responsaveis sobre quaisquer duvidas, sempre que considerar necessario.
Ap0s a leitura, caso concorde voluntariamente em participar, assine-o em duas vias e mantenha
uma em seu poder.

Este estudo tem por objetivo investigar os genes envolvidos na causa da
nefrocalcinose e hipercalciuria — grande quantidade de célcio na urina - em pacientes e familiares
possivelmente afetados, além de correlacionar tais dados com as caracteristicas clinicas.

O diagnostico geralmente s6 ¢ possivel por meio de testes laboratoriais, que sdo as
dosagens de eletrolitos e hormonios no sangue: calcio, fosforo, cloro, magnésio,
paratormdnio, ¢ na urina: calcio, magnésio, potassio, cloro e também a andlise de
material genético DNA/RNA, uma vez que manifestagdes clinicas de hipercalciuria —
calcio elevado na urina - sao facilmente confundidas com outras doencas.

O diagnéstico da doenca estudada — hipercalciuria com nefrocalcinose ¢ importante
pois promove um tratamento adequado além do aconselhamento genético. Assim, ¢ importante o
exame de sangue, no qual o material genético (DNA/RNA) serd examinado pelos pesquisadores
e investigadores do Laboratério de Endocrinologia Molecular e Translacional (Universidade
Federal de Sao Paulo — Escola Paulista de Medicina), para identificagdo de alteragdo genética
quando possivel gene associado a hipercalciuria e nefrocalcinose. Para o exame da pesquisa de
possiveis mutagdes, serdo coletados cerca de 5 mL de sangue através de punc¢do de veia no
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bragco. A coleta de sangue ¢ um procedimento de rotina e ndo apresenta riscos a satide. Algumas
vezes pode ocorrer o aparecimento de um pequeno hematoma no local da pungdo o que se
resolve espontaneamente em alguns dias.

Dado que os casos de hipercalciuria e nefrocalcinose podem ser transmitidos de forma
hereditaria, no caso do material genético (DNA/RNA) apresentar varia¢do, podera ser informado
aos familiares o risco deles também apresentarem a mesma. Em quaisquer situagoes,
respeitaremos o interesse ou o nao-interesse do voluntario ou responsavel legal de conhecer
esse resultado.

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao.

Todas as informagdes obtidas sobre cada voluntario (e/ou seus familiares) para este
estudo serdo analisadas em conjunto e consideradas confidenciais, ndo sendo reveladas para
outros que ndo sejam os pesquisadores ¢ médicos envolvidos. Dados que possam identificar o
voluntario (e/ou seus familiares), como nome, serdo mantidos em um arquivo separado das
demais informagdes do estudo. O material biologico (sangue) e todas as demais informagdes
sobre o voluntario (e/ou seus familiares) serdo identificados somente por numeros.

Nao hé despesas pessoais para o voluntario em qualquer fase do estudo, incluindo exames
e consultas. Também nao ha compensagao financeira relacionada a sua participagdo. Se existir
qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo or¢gamento da pesquisa. Em caso de dano
pessoal, diretamente causado pelo procedimento de puncdo da veia do antebraco neste estudo
(nexo causal comprovado), o voluntirio tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem
como as indenizagdes legalmente estabelecidas.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos pesquisadores responsaveis pelo
estudo para esclarecimento de eventuais duvidas. A investigadora principal ¢ a: Dra. Vanessa
Radonsky, telefone para contato 11-996238166. Todos os pesquisadores responsaveis pelo
estudo podem ser encontrados nos enderegos: Laboratério de Endocrinologia Molecular e
Translacional (Rua Pedro de Toledo, 669 — 11°andar) e no do Ambulatorio de Doencas
Osteometabolicas- (Rua Borges Lagoa, 800). Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre
a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP (CEP) —
Rua Botucatu, 572 — 1°andar
— ¢j. 14 -S3o Paulo/SP telefone: (11) 55711062, fax: (11) 55397162

Comprometemo-nos em utilizar os dados, as amostras de sangue e os resultados obtidos
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somente para esta pesquisa. Todavia, ressaltamos a necessidade de armazenamento de amostras
de material bioldgico (DNA e/ou RNA do sangue). O paciente e/ou responsavel devera ser
contatado para obtengdo de TCLE para o uso do material em novo projeto e o pedido de
permissdo para seu uso futuro deverd ser submetido e aprovado pelo CEP-UNIFESP. Em
caso de ndo-localizagdo do paciente e/ou responsavel (doador falecido, tentativas anteriores
de contato sem sucesso ou outros), as justificativas devem ser apresentadas como parte do
protocolo para apreciacdo do CEP-UNIFESP.

Eu declaro que fui suficientemente informado a respeito das informagdes que li,
descrevendo o estudo: Canalopatia Endocrina: Estudo de Genes Relacionados a Hipercalcitria
e Nefrocalcinose que Cursam com Hiperparatiroidismo Secundario em um paciente.

Eu discuti com um dos pesquisadores responsaveis sobre a minha decisdo em participar
neste estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de armazenamento de
dados e material biologico (DNA/RNA), e de esclarecimentos permanentes sobre estudos
futuros. Ficou claro também que minha participagdo ¢ isenta de despesas ¢ que tenho garantia de
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

RG

Assinatura do voluntario
RG

Assinatura representante legal
Data / /
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Titulo da Pesquisa: CANALOPATIAS ENDOCRINAS: ESTUDO DE GEMNES RELACIONADOS A
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Canalopatias endocrinas referem-se a mutagdes em canais idnicos gue agem como proteinas de transporte
de membrana como poros, canais fechados e bombas, gue ao reagir aos sinais de impulso elétrico, realizam

importantes fungdes na secre¢o hormonal, transporte transepitelial e sinalizagio do calcio. Disfuncio de

varios genes que codificam os canais iGnicos podem cursar com hipercalcidria e nefrocalcinose.

Fretendemos buscar @ causa genética em um caso de um paciente de 6 anos acompanhado pela
Endocrinologia conjuntamente com a Mefrologia que apresenta hipercalcidria com nefrocalcinose, ainda sem

diagnostico etioldgico para estas alteragées. A hipercalcidria na infancia pode
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causar polidria, hematdria ndo glomerular, dislria associada ou nfo & infecgdo do trato urinario, dor
abdominal, nefrolitiase efou nefrocaleinose, culminando com perda da fungdo renal. A realizagdo de
investigagcdo molecular nestes casos & de fundamental importdncia. Pretendemos utilizar os recursos
disponiveis em técnicas moleculares, como exoma e outros métodos complementares em busca de uma
mutagdo em nosso paciente. Esta definigio podera interferir no seu planejamento terap&utico assim como

em seu prognostico & aconselhamento genético futuro.

Objetivo da Pesquisa:

- Hipotese: Presenga de mutagSes em canais idnicos. Disfung@o de varios genes gue codificam os canais
iGnicos podem cursar com hipercalcitria e nefrocalcinose. Pretendemos buscar a causa genetica em um
caso de um paciente de 6§ anos acompanhado pela endocrinologia conjuntamente com a Mefrologia gue
apresenta hipercalcidria com

nefrocalcinose, ainda sem diagndstico eticlogico para estas alteragtes.

-Objetive Primario: Pesguisar possiveis mutagdes que podem estar relacionadas com o guadro clinico do
paciente PHC.

-Objetive Secundario: Rastrear mutagdes em genes candidatos associados & Hipercalciiria e Nefrocalcinose
através da técnica do Exoma. Realizagio de estudo molecular necessario para confimag o e validagdo da
mutagdo encontrada no paciente e em seus familiares.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Trata-se de respostas de pendencias

Comentarios e Consgideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de estudo com o objetivo académico de Mestrado, vinculado ao Departamento de
Endecrinclogia, Campus Vila Clementing, com orientagdo da profa. Dra. Marise Lazaretti Castro . TIPO DE
ESTUDC:Estudo descritivo baseado em um caso clinico. Pretende-se buscar @ causa genética em um caso
de um paciente de & anos. Pretende-se utilizar os recursos disponiveis em técnicas moleculares, como
exoma & outros métodos complementares em busca de uma mutagdo em nosso paciente. Esta definigdo
podera interferir no seu plansjamento terapéutico assim como em seu prognostico e aconselhamento

geneético futuro. Este trabalho resultara em uma tese de mestrado.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Trata-ze de respostas de pendencias.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Pendencias apontadas no parecer inicial:
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1-Foi informado que sera enviado o DNA para a companhia EdgeBio (Gaithersburg, MD, USA).Sera enviado
material biolégico para o exterior? Se sim, seré necessario classificar este projeto como sendo da Area
Tematica Especial e o projeto devera ser encaminhado a CONEP para analise.

2- Quais familiares irao participar do estudo, uma vez que informa que havera participacao de 4 voluntarios?

3- Em relagdo ao TCLE: O TCLE que foi enviado, indica o nome de Pedro Henrique e Maria do Socorro:
guem sao estes? Os pais? Entretanto logo em seguida é informada a idade de 9 anos, 0 que deixa em
davida a que se dirige o TCLE (pais ou a crianga?). E pelo texto inicial do TCLE, o documento parece estar
dirigido ao familiar que também participara doando sangue. Favor deixar claro a quem esta direcionado o
TCLE. Pelo texto do TCLE, este documento pode ser dirigido ao familiar que também for participar doando
sangue. Desta forma deve ser retirado da parte inicial, o nome do casal e a idade da crianga. Além disto: a)--
todas as folhas devem ser numeradas, iniciando com o numero 1 (ex: 1/4,2/4, etc.) ; no TCLE enviado a
paginacdo comeca em 13;

b)- a frase que informa sobre o dano pessoal (?Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos
procedimentos de puncao do brago neste estudo (nexo causal comprovado), o voluntario tem direito .....7),
nao esta adequada: a responsabilidade pela prestagdo de cuidados integrais de saude pelo tempo que for
necessario para o tratamento por danos ndo pode estar vinculada a comprovacao de relacio direta e
imediata com a participagdo no estudo, devido a prépria dificuldade pratica em comprovar esse vinculo de
imediato. Assim sendo, danos diretos ou indiretos, imediatos ou tardios, sofridos no decorrer da
participacdo no estudo, devem ser acompanhados e tratados pelo pesquisador e seu patrocinador mesmo
que ainda nao seja estabelecido nexo causal. Solicita-se adequacdo ? ou seja, retirar o termo "nexo
casual".;

c) no campo das assinaturas, deve haver o campo para as assinaturas.

4- Neste estudo, devem ser elaborados 3 tipos de Termos: um, para ser aplicado a cada familiar que for
participar do estudo doando sangue; um segundo TCLE pedindo autorizacédo para os pais/responsavel da
crianga a ser estudada; e um termo de assentimento, a ser aplicado a crianga. Se considerarmos que o
TCLE que foi enviado pode ser aplicado ao familiar participante (com as adequacées sugeridas), esta

faltando, portanto, o TCLE aos pais/responsaveis, e o Termo de
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Assentimento (TALE): - o TCLE aos pais/responsaveis deve ser iniciado com uma frase solicitando
autorizagdo aos pais para a participacdo do filho. Todo o resto do texto deve ser adaptado para este tipo de
solicitagdo e pode ser semelhante ao TCLE que foi enviado (adequando conforma a pendéncia 3, acima).

- o Termo de Assentimento a ser aplicado a crianga: este TALE pode ser bem simples: s6 é necessario
explicar o objetivo da pesquisa, os procedimentos pelos quais a crianga ira passar (este ponto deve estar
bem explicado), informar que os pais estdo de acordo, informar que ela néo € obrigada a participar e que
pode desistir a qualquer momento sem que haja problema, e que se ela tiver qualquer duvida, e soé
perguntar.

5- Este & um estudo de caso. Esta pesquisa, com o estudo de apenas um caso, permitira responder os

objetivos propostos?

resposta: o pesquisador fez as adequagdes solicitadas. Esclarece que todas as analises serdo realizadas no
Brasil. Demais questbes consideradas respondidas. Pendencia atendida

Consideragdes Finais a critério do CEP:
O CEP informa que a partir desta data de aprovagédo, € necessario o envio de relatérios parciais
(anualmente), e o relatorio final, quando do término do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 12/05/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 638036.pdf 10:15:17
Qutros Carta_Resposta.docx 09/05/2016 |Vanessa Radonsky Aceito

21:44:32
TCLE / Termos de |Termo_de Assentimento.pdf 09/05/2016 |Vanessa Radonsky Aceito
Assentimento / 21:44:08
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de |TCLE_PAIS_RESPONSAVEIS.pdf 09/05/2016 |Vanessa Radonsky Aceito
Assentimento / 21:43:51
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_familiar_participante.pdf 09/05/2016 |Vanessa Radonsky Aceito 9
Assentimento / 21:43:30
Justificativa de
Auséncia
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Outros CoEP.pdf 09/03/2016 |Vanessa Radonsky Aceito
22:29:40
Outros Cadastro.pdf 09/03/2016 |Vanessa Radonsky Aceito
22:28:06
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 09/03/2016 |Vanessa Radonsky Aceito
Assentimento / 22:25:33
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 09/03/2016 |Vanessa Radonsky Aceito
21:55:29
Projeto Detalhado / |PROJETO_canalopatia_endocrina.pdf 02/12/2015 |Vanessa Radonsky Aceito
Brochura 23:43:24
Investigador
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdao da CONEP:
Néao
SAO PAULQ, 05 de Junho de 2016
Assinado por:
Miguel Roberto Jorge
(Coordenador)
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Resumo para o publico leigo

Este trabalho descreve os desafios do diagndstico genético de um menino de 6 anos de idade,
encaminhado para o ambulatério de endocrinologia por quadro de elevagdo do hormodnio
paratormonio (PTH) no sangue associado a presenga de depdsito de cristais no tecido renal
(nefrocalcinose). Ele apresentava histéria de infeccdes urindria de repeticdo e os exames
laboratoriais séricos demonstraram concentracoes de calcio ¢ fosforo normais, PTH elevado e
magnésio discretamente reduzido, além de um aumento do cdlcio urindrio. A tomografia de
abdome evidenciou a presenca de Nefrocalcinose.A associagdo do PTH elevado com a
nefrocalcinose, nos faz pensar em uma lista de doengas para o diagnostico diferencial. Na
medicina tradicional, para afastar ou confirmar cada uma destas doencas, o paciente seria
submetido a diversos exames de sangue, urina e de imagem, o que torna todo o processo mais
longo, trabalhoso e dispendioso para a familia. Sabendo que cada uma destas doencas ¢ causada
por alteragcdes em genes especificos, optamos pela utilizacdo de técnicas de biologia molecular.
Com o objetivo de otimizar o diagnostico etioldgico considerando véarios genes candidatos,
optou-se pelo uso da técnica de sequenciamento completo de exoma (WES), que identificou
diversas alteracdes. A principal hipotese diagnostica seria uma mutagcdo no gene CLDNI6,
responsavel pela doenga Hipomagnesemia Familiar com Hipercalciuria e Nefrocalcinose
(FHNNC), uma doenca em que o paciente perde célcio e magnésio na urina ocasionando todo
deposito de cristais de célcio no rim e que costuma evoluir com comprometimento da fungdo
renal. Esta doenca inicialmente nao foi identificada pelo WES. Optamos por investigar esta
doenga através de outros métodos biologia molecular (PCR e MLPA) e foi detectado a perda de
grande parte do gene CLDN16. Neste trabalho serd apresentada uma revisao de literatura sobre o
tema, além de descrever com mais detalhes a FHHNC. A FHHNC ¢ provocada pela mutagdo dos

genes que codificam as proteinas Claudina 16 ou Claudina 19. A auséncia destas moléculas
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desencadeia a perda de calcio e magnésio na urina. O depdsito dos cristais de célcio na urina
prejudicam o funcionamento renal, que progride para insuficiéncia renal cronica. Recentemente,
foi descrita a presenca de Amelogenesis imperfecta, que ¢ um comprometimento do esmalte do
dente, associada a sindrome, ¢ que também observada neste paciente. A técnica WES ofereceu
grandes avangos no diagnostico de doengas genéticas, mas ainda apresenta limitagdes e
armadilhas. Este trabalho propiciou um grande aprendizado e acimulo de conhecimento sobre a

interpretagdo das metodologias de biologia molecular no diagndstico de doencas enddcrinas.
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