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RESUMO: 

Este trabalho descreve os desafios do diagnóstico genético de um menino de 6 anos de idade,                

encaminhado para o ambulatório de endocrinologia por quadro de hiperparatireoidismo          

associado a nefrocalcinose. Ele apresentava história de infecções urinária de repetição, polidipsia            

e poliúria e os exames laboratoriais séricos demonstraram concentrações de cálcio e fósforo             

normais, PTH elevado e magnésio discretamente reduzido, além de um aumento do cálcio             

urinário. Nefrocalcinose foi vista na tomografia computadorizada renal. Com o objetivo de            

otimizar o diagnóstico etiológico considerando vários genes candidatos, optou-se pelo uso da            

técnica de sequenciamento completo de exoma (WES), que identificou 105.390 variantes entre            

mutações e polimorfismos, que não justificavam o fenótipo. A principal hipótese diagnóstica            

seria uma mutação no gene ​CLDN16​, responsável pela Hipomagnesemia Familiar com           

Hipercalciúria e Nefrocalcinose (FHNNC), inicialmente não identificada pelo WES. Entretanto,          

quando se avaliou o arquivo BAM (binary alignment) para verificar a cobertura de leitura,              

observou-se a ausência dos exons 2 a 5 do gene ​CLDN16, ​e a hipótese de grande deleção gênica                  

foi confirmada pelas técnicas de PCR e MLPA. Neste trabalho será apresentada uma revisão de               

literatura sobre o tema, além de descrever com mais detalhes a FHHNC. A FHHNC é provocada                

pela mutação dos genes que codificam as proteínas Claudina 16 ou Claudina 19, que são               

proteínas de adesão para-celular localizadas na porção ascendente da alça de Henle. Estas             

moléculas sofrem heterodimerização, formando uma barreira para-celular que regula a absorção           

de cálcio e magnésio. Além de hipomagnesemia, hipercalciúria e nefrocalcinose, que progride            

para insuficiência renal crônica, costuma estar associado ao hiperparatireoidismo secundário.          

Recentemente, foi descrita a presença de Amelogenesis imperfecta associada a síndrome,           

também observada neste paciente. A técnica WES ofereceu grandes avanços no diagnóstico de             

mutações pontuais, mas ainda apresenta limitações na detecção de grandes deleções ou            
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duplicações. Este trabalho propiciou um grande aprendizado e acúmulo de conhecimento sobre a             

interpretação das metodologias de biologia molecular no diagnóstico de doenças endócrinas.  

 

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 CLDN16 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                 

CLDN16 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 usually 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. 
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1 INTRODUÇÃO 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde, considera-se doença rara quando            

apresenta uma incidência inferior ou igual a 1,3 casos para cada 2.000 indivíduos ​[1]​. Estudos               

epidemiológicos apontam que cerca de 8% das pessoas são identificadas por apresentar um             

distúrbio genético antes de atingir a idade adulta ​[1]​. Em 2002, cerca de 200.000 pessoas eram                

portadores de doenças raras nos Estados Unidos ​[2]​. Existem aproximadamente 7.000 doenças            

raras conhecidas, sendo as doenças monogênicas ou de herança mendeliana responsáveis por            

cerca de 80% dos casos ​[3,4]​. Fazer o diagnóstico destas doenças não é fácil, pois o                

conhecimento sobre elas é, muitas vezes, limitado. O paciente acaba sendo submetido a diversos              

procedimentos diagnósticos, com grande impacto psicológico, social e financeiro, e que muitas            

vezes se mostram inconclusivos, impedindo um tratamento potencial e levando à falta de             

orientação antecipatória e prognóstica ​[5]​. 

Com a evolução tecnológica, o uso de sequenciamento de nova geração (SNG) tem             

possibilitado um incrível progresso no diagnóstico genético de vários distúrbios hereditários,           

incluindo as doenças raras. Porém, estas novas tecnologias proporcionaram grandes desafios           

relacionados à análise destes dados, como a sua interpretação e o gerenciamento de achados              

incidentais ​[6]​.  

Neste contexto, o presente estudo pretende descrever o processo para o diagnóstico            

genético de uma doença rara, em um paciente portador de nefrocalcinose, hiperparatireoidismo e             

amelogenesis imperfecta. 

Revisão 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 é definida               

como um depósito generalizado de oxalato de cálcio ou fosfato de cálcio no parênquima renal               

(placa de Randall's) ​[7,8]​. 

A nefrocalcinose pode ser classificada em 3 formas: a- molecular ou química, observada             

em pacientes com aumento do cálcio intracelular que não visualizados por via microscópica ou              

por exame de imagem; b- forma microscópica quando o depósito mineral é observado em tecido               

obtido por biópsia renal e visualizado através de um microscópio e c- forma macroscópica que               

pode ser visualizada em exames de imagem. Sua evolução acarreta dano renal progressivo,             

geralmente associado ao aumento dos níveis de cálcio, fósforo e oxalato na urina ​[9]​. 

A nefrocalcinose pode ser medular (em 97% dos casos) ou cortical (em 3% dos casos),               

sendo esta última a sua forma mais grave, como ocorre na necrose cortical renal, na pielonefrite                

ou glomerulonefrite crônica, na doença policística autossômica recessiva e na nefrocalcinose           

cortical nodular benigna ​[7]​. 

Em muitos casos, distúrbios metabólicos podem estar associados à nefrocalcinose e à            

nefrolitíase. Os principais fatores etiológicos da NC são o aumento das excreções urinária de              

cálcio, fosfato ou oxalato, que podem estar associados à hipercalcemia e hiperfosfatemia. A             

hipocitratúria pode também contribuir, uma vez que o citrato forma um complexo solúvel com o               

cálcio no filtrado glomerular, inibindo a formação dos cristais ​[7]​. 

Na grande maioria dos casos a nefrocalcinose é assintomática e lentamente progressiva,            

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

investigação etiológica é necessário a análise do perfil metabólico no sangue e urina. 

A nefrocalcinose na população pediátrica é rara quando comparada com adultos e pode             

aparecer nos primeiros anos de vida, principalmente quando relacionada a tubulopatias           

hereditárias ou erro inato do metabolismo ​[10]​. O primeiro relato de nefrocalcinose em crianças              

ocorreu em 1960, quando Daeschner et al. descreveram a presença de calcificação no             

parênquima renal em 3 crianças. Estes três casos tiveram como causa o excesso de vitamina D, a                 

hipercalciúria idiopática e a acidose tubular renal ​[11]​. Desde então, diversos autores têm             

publicado as principais etiologias de nefrocalcinose na infância. Um estudo na Alemanha que             

estudou 152 crianças e adolescentes com NC, encontrou as tubulopatias hereditárias e a             

hipercalciúria idiopática como principais fatores etiológicos. Retardo de crescimento estava          

presente em cerca de metade das crianças acometidas, enquanto função renal prejudicada foi raro              

e nenhuma criança desenvolveu insuficiência renal terminal ​[12]​. 

Em 2007, outro estudo em 40 crianças indianas com nefrocalcinose revelou como            

principais etiologias: acidose tubular renal distal em 50% dos pacientes, hipercalciúria idiopática            

em 7.5% e hiperoxalúria em 7.5%. A maioria dos pacientes apresentava retardo de crescimento e               

35% dos pacientes evoluíram com redução da taxa de filtração glomerular ​[13]​. 

Ammenti et al publicaram um estudo multicêntrico nos EUA em que avaliaram 41             

crianças com diagnóstico de NC bilateral pela ultrassonografia. Entre as etiologias mais            

frequentes estavam as tubulopatias hereditárias e a intoxicação por vitamina D. Nestas crianças,             

a função glomerular estava normal em 83%, 4 (9,7%) crianças apresentaram redução da taxa de               

filtração glomerular e 3 (7,3%) crianças já manifestavam uma insuficiência renal terminal ​[14]​.             

Neste trabalho, apenas as doenças de causas hereditárias são abordadas. 
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1.1.2​ ​Nefrocalcinose de causas hereditárias 

1.1.2.1​ ​Síndrome de Bartter:  

A síndrome de Bartter descrita pela primeira vez em 1962, sendo caracterizada por             

alcalose metabólica associada à hipocalemia, hipocloremia, hiperreninemia, com pressão arterial          

normal ​[15]​. Existem 5 variantes genéticas desta síndrome, sendo causada por mutações que             

estão direta ou indiretamente relacionadas com a perda de função de proteínas responsáveis pela              

reabsorção do cloro na porção ascendente espessa da alça de Henle ​[16]​. A nefrocalcinose tem               

sido descrita nos tipos I, II e V.  

A Síndrome de Bartter tipo 1 (Sd de Bartter antenatal ou Sd de hiperprostaglandina E2) é                

causada por uma mutação no co-transportador de sódio-potássio-cloro (NKCC2) da membrana           

celular apical, codificado pelo gene ​SCL12A1, localizado no cromossomo 15q15-21, sendo uma            

doença de herança autossômica recessiva, caracterizada pela redução na reabsorção de sódio,            

potássio e cloro, causando alcalose metabólica associada à hipocalemia, hipercalciúria,          

hiperaldosteronismo e nefrocalcinose. A Síndrome de Bartter tipo II é causada por uma mutação              

no canal de potássio intraluminal (ROMK1), codificada pelo gene ​KNJ11​, localizado no            

cromossomo 11q24, ocasionando a redução na reabsorção do sódio, cloro e potássio, acarretando             

hipocalemia, alcalose, hipercalciúria e em alguns casos nefrocalcinose. A Síndrome de Bartter            

tipo V ou hipoparatireoidismo autossômico dominante, é causada por uma mutação ativadora do             

receptor sensor de cálcio (CaSR), localizado no cromossomo 3q13.3-q21, acarretando inibição           

da reabsorção de cálcio, ocasionando hipercalciúria, hipocalcemia, hiperfosfatemia,        

hipofosfatúria, 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 presença de acidose metabólica            

proveniente de um defeito da reabsorção tubular renal de HCO​3​- e/ou excreção urinária 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 características híbridas dos tipos 1 e 2, e a ATR tipo 4 ou hipercalêmica ​[17]​. ​A                    

nefrocalcinose costuma estar presente nos casos de ATR distal, que podem ser subdivididas             

conforme a herança. A ATR distal autossômica recessiva ocorre por uma mutação no gene              

ATP6V1B1​, localizado no cromossomo 7q33-q34, que codifica a subunidade da bomba de H​+         β      

(H​+​ATPase), localizada na membrana apical das células intercaladas tipo do ducto coletor.         α    

Portadores desta doença apresentam acidose hiperclorêmica, hipocalemia, nefrocalcinose e         

nefrolitíase. ATR distal autossômica dominante ocorre por mutação no gene ​SCL4A1​, localizado            

no cromossomo 17q21-q22, que codifica o trocador iônico Cl​-​/HCO3​- (AE-1) da membrana            

basolateral das células intercaladas tipo ocasionando hipocalemia, acidose hiperclorêmica,     α     

nefrocalcinose e nefrolitíase ​[18,19]​. 

1.1.2.3​ ​Raquitismo hipofosfatêmico: 

O raquitismo hipofosfatêmico hereditário é um grupo de doenças caracterizadas por           

perda de fosfato urinário, com a 1,25(OH)2D sérica inapropriada, raquitismo, retardo de            

crescimento, osteomalácia, sendo que a nefrocalcinose está presente em 80% dos casos. A sua              

forma mais frequente é o raquitismo hipofosfatêmico ligado ao cromossoma X (XLH). Ocorre             

devido mutação no gene ​PHEX (Phosphate regulating gene with homologies to Endopeptidases            

on the X-chromosome), localizado no cromossomo Xp22.1-22.2, que provoca redução da           

degradação ou aumento da síntese do fator de crescimento fibroblástico 23 (FGF-23), levando ao              

aumento da fosfatúria. Além disso, o aumento do FGF-23 atua na inibição da enzima              
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1α-hidroxilase, responsável pela conversão do calcidiol em sua forma ativa, o calcitriol. O             

raquitismo hipofosfatêmico autossômico dominante (ADHR), apresenta mutação no próprio gene          

do FGF23, prolongando a sua atividade sobre o efeito fosfatúrico. O raquitismo hipofosfatêmico             

autossômico recessivo (ARHR), ocorre devido a uma mutação inativadora do gene ​DMP1            

(Proteína de matriz da dentina 1). Esta proteína, expressa nos osteoblastos e osteócitos, regula              

negativamente a transcrição do ​FGF23 ​[20,21]​. A mutação inativadora do gene ​SLC34A3, que             

codifica o cotransportador de sódio fósforo dependente (NPT2c), é responsável pelo raquitismo            

hipofosfatêmico com hipercalciúria caracterizado por hiperfosfatúria, baixa estatura,        

arqueamento de membros inferiores, hipercalciúria, elevação dos níveis de calcitriol, nefrolitíase           

e nefrocalcinose ​[22,23]​. 

1.1.2.4 Hipomagnesemia familiar com hipercalciúria e nefrocalcinose (FHNNC):  

Doença tubular renal de herança autossômica recessiva, caracterizada pela perda urinária           

de magnésio e cálcio, nefrocalcinose bilateral e insuficiência renal crônica progressiva ​[24,25]​. É             

causada por uma mutação nos genes ​CLDN16 ou ​CLDN19​, que codificam as proteínas claudina              

16 e claudina 19, respectivamente. Pacientes com mutação na ​CLDN19 apresentam também            

alterações oculares, como nistagmo, miopia ou coloboma macular ​[26]​. As proteínas claudina 16             

e claudina 19 são expressas na porção ascendente espessa da alça de Henle e interagem entre                

elas, regulando a reabsorção paracelular de cálcio e magnésio ​[27]​. Maiores detalhes sobre esta              

síndrome serão apresentados a frente.  

1.1.2.5​ ​Doença de Dent:  

Tubulopatia proximal, ligada ao X, proveniente de mutação inativadora do gene ​CLCN5​,            

localizado no cromossomo Xp11.22, que codifica o canal de cloro (CIC-5), gerando alterações             

como hipercalciúria, proteinúria de baixo peso molecular, aminoacidúria, glicosúria e fosfatúria.           
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Pode estar associado à síndrome de Fanconi. Alguns pacientes desenvolvem nefrolitíase,           

nefrocalcinose, insuficiência renal progressiva e raquitismo hipofosfatêmico ​[28,29]​. 

1.1.2.6​ ​Síndrome de Lowe:  

Também conhecida como síndrome de Dent 2, a Síndrome oculocerebrorrenal de Lowe é             

composta pela tríade diagnóstica que inclui anomalias oculares, como hidroftalmia, déficits           

neurológicos como retardo mental e disfunção tubular renal semelhante à síndrome de Fanconi,             

podendo apresentar nefrolitíase e nefrocalcinose, evoluindo para insuficiência renal progressiva.          

É causada pela mutação no gene ​OCRL1​, no cromossomo Xq26.1 que codifica a proteína              

fosfatidilinositol polifosfato 5-fosfatase, localizada no complexo de Golgi ​[28,30]​. 

1.1.2.7​ ​Hiperoxalúria primária:  

As hiperoxalúrias primárias têm sido associadas à nefrocalcinose, nefrolitíase e          

insuficiência renal progressiva. As hiperoxalúrias primárias são doenças de herança autossômica           

recessiva causada por um defeito no ciclo do glioxilato que resulta em aumento da produção               

endógena de oxalato, com deposição de oxalato de cálcio nos rins e em outros órgãos ​[31]​.São                

descritos 3 tipos de hiperoxalúria que envolvem enzimas diferentes dentro da via metabólica do              

glioxilato. Hiperoxalúria primária do tipo 1 ocorre por mutação do gene ​AGTX​, localizado no              

cromossomo 2q36-37, que codifica a enzima glioxilato aminotransferase (AGT), provocando          

nefrocalcinose. Evolui para insuficiência renal terminal em 50% dos pacientes na idade adulta,             

além de manifestações extra renais, como defeito de condução cardíaca, dor óssea, aumento do              

risco de fraturas e redução da acuidade visual. Na hiperoxalúria primária do tipo 2 a mutação do                 

gene ​GRHPR, localizado no cromossomo 9p11, provoca redução ou ausência na atividade da             

enzima glioxilato redutase/hidroxipiruvato redutase, levando à nefrolitíase recorrente, porém         

nefrocalcinose e insuficiência renal são raras. A hiperoxalúria primária do tipo 3 é causada, por               
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uma mutação do gene ​HOGA1​, que codifica a enzima 4-OH-2-oxoglutarato aldolase, gerando            

urolitíase na infância ​[32,33]​. 

1.1.2.8 Síndrome de William-Beuren​:  

É causada por microdeleção do gene da elastina (​ELN​) localizado no cromossomo 7.             

Caracteriza-se por fácies típica (elfo), hipertensão, estenose aórtica supravalvar, cognição          

prejudicada, anomalias endócrinas, genitourinárias, dentais, oftalmológicas e dermatológicas.        

Hipercalcemia, hipercalciúria e nefrocalcinose podem estar presentes em 5 a 10% dos pacientes             

[34]​. 

1.2 Hiperparatireoidismo na infância 

As paratireoides se apresentam sob a forma de quatro nódulos originários do terceiro e              

quarto arcos branquiais e localizam-se na topografia da tireoide. Cada glândula tem crescimento             

progressivo até a terceira década de vida ​[35]​. Em sua microscopia, apresenta células principais              

produtoras de paratormônio (PTH), uma proteína constituída por cadeia simples de polipeptídios            

com 84 aminoácidos, que tem como função primordial a manutenção da concentração de cálcio              

iônico, fundamental para diversos processos intra e extracelulares. Em 1993, foi identificado pela             

primeira a vez o gene do receptor/sensor de cálcio (​CASR​), ​expresso em todos os tecidos               

relacionados com o controle da homeostase do cálcio (paratireóide, células C tireoideanas,            

intestino, osso e rins). Este receptor/sensor é responsável pelo reconhecimento de pequenas            

mudanças da concentração do cálcio iônico, possibilitando, assim, o ajuste de sua concentração             

através da secreção de PTH e da reabsorção de cálcio pelos túbulos renais ​[36,37]​. 

O hiperparatireoidismo primário (HPP) é caracterizado pela secreção elevada de PTH por            

um defeito de uma ou mais paratireóides, causando elevação da calcemia. No            

23 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://paperpile.com/c/7LcsNj/S7BGc+FcHec
https://paperpile.com/c/7LcsNj/o5Wjl
https://paperpile.com/c/7LcsNj/7Tp5G
https://paperpile.com/c/7LcsNj/cqnWG+4Q2qi


 

hiperparatireoidismo secundário, a elevação do PTH é uma resposta adaptativa à homeostase do             

cálcio e da Vitamina D. 

1.2.1 Hiperparatireoidismo primário: 

O HPP é bastante raro na infância, com uma incidência estimada de apenas 3 a 5 casos                 

para cada 100.000 nascidos vivos por ano, sem predileção de sexo ​[38,39]​. Geralmente, nos              

pacientes jovens, o HPP é sintomático, com hipercalcemia, nefrolitíase e comprometimento           

ósseo. 

Entre os fatores etiológicos do HPP na população pediátrica, as síndromes genéticas            

associadas a mutações de linha germinativa de genes como ​MEN1, CASR e HRPT2/CDC73​,             

representam as principais causas e diferem sua incidência conforme a faixa etária ao diagnóstico              

[40]​. 

1.2.1.1 Mutação inativadora do CASR  

Mutações com perda de função do ​CASR estão associadas à hipercalcemia hipocalciúrica            

familiar e ao hiperparatireoidismo neonatal grave. Estas condições costumam estar presentes           

desde o nascimento, devendo entrar no diagnóstico diferencial de hiperparatireoidismo na           

infância. 

A hipercalcemia hipocalciúrica familiar (FHH) é uma alteração de origem autossômica           

dominante, provocada por uma mutação em heterozigose do ​CASR​, caracterizada por           

hipercalcemia moderada associada à excreção urinária de cálcio reduzida e concentrações de            

PTH discretamente elevadas ou inapropriadamente normais ​[41]​. Geralmente são assintomáticos          

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

condiçã​o ​benigna, não sendo indicado tratamento cirúrgico na maior parte dos casos. O principal              
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recurso diagnóstico diferencial com o hiperparatireoidismo primário é a baixa fração de excreção             

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

Quando a mesma mutação no ​CASR ocorre em homozigose, entretanto, o quadro é bem              

mais grave, sendo chamado de hiperparatireoidismo neonatal grave (HPTNG), com          

concentrações plasmáticas de cálcio e PTH bastante elevadas. O quadro clínico geralmente está             

associado à hiperplasia das glândulas paratireoides, com sintomas decorrentes de hipercalcemia e            

importante comprometimento da mineralização óssea ​[43]​. 

 1.2.1.2 ​Neoplasia Endócrina Múltipla 

A neoplasia endócrina múltipla do tipo 1 (MEN1) é a principal causa de             

hiperparatireoidismo primário hereditário, sendo originada na grande maioria das vezes por uma            

mutação germinativa do gene ​MEN1​, que codifica a proteína 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 é acompanhado com doença         

multiglandular, apresentando como definição diagnóstica a presença de hiperfunção em dois dos            

três tecidos: hipófise anterior, paratireóide e tecido endocrino gastro-entero-pancreático ​[44]​.  

A neoplasia endócrina múltipla do tipo 2A (MEN2A), ocasionada pela mutação no            

proto-oncogene RET, localizado no cromossomo 10, ​é caracterizada pela presença de carcinoma            

medular de tireóide, feocromocitoma e hiperparatireoidismo. HPP ocorre em 20 a 30% dos             

casos, com quadro clínico mais brando quando comparado à HPP do MEN1. O             

hiperparatireoidismo é geralmente diagnosticado na terceira década de vida e embora possa            

ocorrer em crianças, é um achado muito raro ​[45]​. Magalhães PKR et al, descreveram um caso                
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de HPP como primeira manifestação clínica de MEN2A em uma criança de 5 anos portadora da                

mutação p.C634R RET em Ribeirão Preto ​[46]​.  

1.2.1.3 Síndrome hiperparatireoidismo associado a tumor de mandíbula -         

HPT-JT 

A HPT-JT, é uma doença rara de origem autossômica dominante, causada pela mutação             

germinativa do gene ​HRPT2/CDC73​. É caracterizada por HPP causado por adenoma ou            

carcinoma de paratireóide associado a lesões fibro-ósseas na maxila ou mandíbula. Geralmente a             

síndrome se desenvolve no final da adolescência ou no início da idade adulta ​[47]​. 

1.1.2 Hiperparatireoidismo secundário  

O hiperparatireoidismo secundário é caracterizado pela hiperplasia das glândulas         

paratireóides e elevação do nível sérico PTH em resposta a um estímulo fisiológico, como a               

redução da calcemia. ​Entre os fatores implicados na patogênese destaca-se a hipocalcemia,            

hiperfosfatemia, déficit de vitamina D, anormalidades no receptor sensor de cálcio (CASR) e no              

receptor de vitamina D (VDR) das paratireóides, resistência óssea à ação do PTH e as               

fosfatoninas ​[48]​. A hipocalcemia geralmente está associada a ingestão reduzida de cálcio, a sua              

má-absorção intestinal ou a um aumento da sua excreção renal. A deficiência de vitamina D               

assim como a redução na produção de sua forma ativa [1,25(OH)2 ​vitamina D ou calcitriol] pelos                

túbulos renais diminui a absorção intestinal do cálcio, reduz a mobilização óssea de cálcio,              

menor expressão do VDR e possui efeito direto sobre as paratireóides, suprimindo a transcrição              

do gene do PTH ​[49]​. A elevação da fosfatemia e do calcitriol estimulam a produção do fator de                  

crescimento fibroblástico 23 (FGF-23), que é um hormônio produzido nos osteócitos e            

osteoblastos. O FGF-23 se liga e ativa o receptor de fator de crescimento 1 (FGFR1) que deve                 

estar acoplado a uma proteína transmembrana Klotho, formando um complexo receptor de            
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Klotho-FGF. O FGF-23 apresenta ação fosfatúrica, reduzindo a reabsorção de fósforo no túbulo             

proximal estimulando o aumento de síntese e secreção de PTH ​[50]​. 

 

1.3​ Amelogenesis Imperfecta ​(AI)  

A amelogenesis ocorre através da síntese e secreção de proteínas pelo ameloblasto, célula             

responsável pela formação do esmalte dentário, que é um tecido formado por células epiteliais              

originadas do ectoderma, altamente mineralizado, com mais de 95% de seu volume ocupado por              

cristais de hidroxiapatita ​[51]​. Este difere de outros tecidos mineralizados, como o osso, à              

medida que não é colágeno e não sofre remodelação ​[52]​.O esmalte dentário apresenta superfície              

lisa e aparência translúcida e pode ser alterado de modo qualitativo, afetando a forma ou               

espessura do esmalte, ou quantitativo quando afeta seu conteúdo mineral, gerando opacidade            

restrita, opacidade difusa e/ou descoloração. Defeitos no desenvolvimento do esmalte podem           

ocorrer por fatores sistêmicos, traumáticos, ambientais ou genéticos ​[53]​. Entre os fatores não             

genéticos estão ingestão de flúor em excesso ​[54]​, traumatismo no germe dentário, uso de              

antibióticos como a tetraciclina ​[55]​, hipocalcemia grave prolongada na infância ​[56] ou na             

insuficiência renal crônica ​[57]​. Quando o defeito tem origem genética recebe o nome de              

Amelogenesis Imperfecta​ ​[51]​. 

AI é uma doença, que provoca uma alteração variável no desenvolvimento, quantidade            

e/ou qualidade do esmalte dentário dos dentes decíduos e permanentes. Em suas formas mais              

leves pode ocorrer apenas uma alteração da coloração. Nas mais graves, os dentes são propensos               

à desintegração pré e/ou pós eruptiva ​[58]​. Pode se apresentar como de herança autossômica              

dominante, recessiva ou ligada ao X. Seu fenótipo é bastante variado e depende do gene               

envolvido. Cerca de 5 a 10% de todos os casos de AI, apresentam herança ligada ao X, sendo                  

ocasionado principalmente por mutação no gene ​AMELX ​[59]​. Entre os casos de herança             
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autossômica dominante, mutações nos genes ​ENAM e ​FAM83H são as mais frequentes ​[60]​. A              

maioria dos casos de AI apresentam herança autossômica recessiva com mutações           

principalmente nos genes ​KLK4 e ​MMP20 ​[61]​. Outros genes como ​AMBN​, ​WDR72 e ​DLX3              

também têm sido relacionados com a gênese da AI ​[62]​. 

Em 1972, MacGibbon descreveu pela primeira vez o caso de dois irmãos com ausência              

de esmalte dentário associado à nefrocalcinose, posteriormente denominada de         

“​enamel-renal-syndrome​” (ERS) ​[63]​. Mais de uma década depois, Lubinsky et al publicaram os             

casos de dois irmãos que apresentavam enurese noturna, poliúria e infecção urinária de repetição.              

Em investigação foi detectado calcinose medular renal em ambos irmãos. Ao exame físico, 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 irmãs com hipomagnesemia familiar, hipercalciúria e nefrocalcinose, em            

que apresentavam alterações de dentição, incluindo hipoplasia do esmalte dentário ​[65]​. Em            

2014 Ashkenazi et al descreveram associação de ERS com perda óssea periodontal ​[66]​.             

Mutação no gene ​FAM20A​, de herança autossômica recessiva, localizado no cromossomo 17q24,            

foi descrita inicialmente relacionada com alterações dentárias como amelogenesis imperfecta,          

hiperplasia gengival e erupção dentária prejudicada ​[67]​,​[68]​. Em 2012, Jaureguiberry et al,            

identificaram 20 diferentes mutações do gene ​FAM20A relacionado à ERS através do uso de              

sequenciamento de nova geração ​[69]​. Novos casos de ERS também foram relacionados a             

mutação do gene ​FAM20A ​[70,71]​. Bardet et al. recentemente relataram anormalidades do            

esmalte em pacientes com FHHNC com mutações no gene ​CLDN16​, estabelecendo o papel do              

CLDN16 em ameloblastos, que quando deficiente pode levar à formação anormal de esmalte             

[72,73]​. Além disso, Yamaguti et al. relataram a associação de FHHNC com amelogênese             

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

Antes da biologia molecular, para realizar o diagnóstico de doenças mendelianas raras, era             

necessário a utilização de métodos tradicionais rotineiramente empregados pelo médico como o            

reconhecimento de características fenotípicas, de exames de análises clínicas e imagens. São            

processos caros e demorados, com uma taxa de sucesso relatada de apenas 46%​[75]​. O avanço               

da bioinformática e da biologia molecular mudou o cenário diagnóstico para estas doenças.  

Os éxons são as regiões codificadoras de proteínas, constituem apenas 1% do genoma humano e               

abrigam cerca de 85% das mutações relacionadas aos distúrbios monogênicos​[76]​. As           

plataformas utilizadas para o sequenciamento completo do exoma conseguem gerar sequência de            

centenas de megabases em uma única corrida permitindo ampla cobertura de vastas regiões o que               

torna o método eficiente na identificação de variantes genéticas ​[77]​[78]​. É importante estar             

ciente que o sequenciamento do exoma tem como alvo aproximadamente 97% dos éxons,             

entretanto cerca de 10% deles podem não ter cobertura suficiente para as variantes heterozigotas.              

Compreender as limitações e potenciais armadilhas desta tecnologia são essenciais para a sua             

utilização​[79]​.  

Entre as principais limitações e armadilhas estão as restrições técnicas, uma vez que, o              

sequenciamento completo do exoma não pode identificar grandes inserções ou deleções,           

repetição de trinucleotídeos, modificações epigenéticas como padrão de metilação ou mutação de            

região intrônica. Além disso, não dá cobertura para sequências específicas, como a do DNA              

mitocondrial​[80] . Restrições teóricas também estão presentes e ocorrem principalmente devido à            

grande carga analítica de variantes de significância incerta (VUS) e a identificação de achados              

secundários não relacionados a doença​[81] 
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OBJETIVO 

 

O objetivo principal deste estudo foi  

- identificar o diagnóstico etiológico em uma criança com nefrocalcinose,         

hiperparatireoidismo e amelogenesis imperfecta utilizando a técnica de WES, além de           

estabelecer relações entre os achados moleculares e suas características clínicas.  

- descrever e discutir os cuidados na análise e interpretação do exoma e reconhecer as suas               

limitações durante investigação diagnóstica em uma criança com nefrocalcinose,         

hiperparatireoidismo e ​amelogenesis imperfecta e aborda como prosseguir na         

investigação. 
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CASO CLÍNICO 

PHC, sexo masculino, 7 anos de idade, filho de pais não consanguíneos, encaminhado ao              

ambulatório de fragilidades ósseas pela equipe de cirurgia de cabeça e pescoço para investigação              

de hiperparatireoidismo secundário. O mesmo havia sido encaminhado ao ambulatório de           

cirurgia de cabeça e pescoço para tratamento cirúrgico hiperparatireoidismo primário. 

Menor nasceu com 38 semanas de idade gestacional, parto cesariana sem intercorrências.            

Peso de nascimento de 2740 g (P10-50) e comprimento de 47cm (P10-50). Durante o primeiro               

ano de vida apresentou refluxo gastroesofágico, internação por meningite viral e três episódios             

de infecção do trato urinário.  

Entre os sinais e sintomas apresentava episódios de vômitos, poliúria e polidipsia com             

desenvolvimento neuropsicomotor adequado. Exame físico revelou a presença de manchas          

esbranquiçadas no esmalte dentário, sem outros achados relevantes.  

 

 
 

 Iniciado investigação etiológica das infecções do trato urinário de repetição, sendo           

evidenciado a presença de nefrocalcinose na ultrassonografia do trato urinário.  
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Em avaliação laboratorial encontrado a presença de hipercalciúria, hipomagnesemia,         

hiperparatiroidismo, deficiência de vitamina D e alcalose metabólica intermitente. Apresentava          

função renal adequada. 

 

 

Exames de análises clínicas: 

 

 

Material: Sangue 

Exame 2011 2012 2013 2014 Referência 

Cálcio total 9,5 9,9 9,9 9,8 8,8 a 10,8mg/dL 

Cálcio iônico 1,2 1,27 1,14 1,3 1,11 a 1,40 mmol/L 

Fósforo 4,8 4,9 4,4 4,6 4,5 a 5,5 ng/dL 

Fosfatase 
Alcalina  

229 218 248 256 142 a 335U/L 

PTH 216 104,3 115 90,1 10 a 65 pg/mL 
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Sódio 137 142 139 139 136 a 145 mEq/L 

Potássio 3,9 3,8 4,3 4,2 3,5 a 4,5 mEq/L 

Magnésio  1,4 1,3 1,5 1,6 1,7 a 2,1 mg/L 

Cloro 101 99 107 99 98 a 107 mEq/L 

pH/HCO3 7,34/ 
26,2 

7,34/24  7,32/12,1 7,33 a 7,43/23 a 27mmol/L 

TSH 4 3,1 5 3,1 0,60 a 5,4mUI/L 

25(OH)D 14,4 32,9 36,4 22,3 >30ng/mL 

Creatinina 0,66 0,65 0,87 0,76 0,5 a 1,0mg/dL 

 

 

 

 

Material: Urina de 24horas 

 

  Valor de referência 

Volume  2360ml  

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

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

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

Fósforo 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 de paratireoide que excluiu causa primária para o          

hiperparatiroidismo sendo considerado secundário à hipercalciúria.  

Densitometria óssea de coluna lombar e corpo inteiro normal (Anexo 1) 

Avaliação de acuidade visual e fundoscopia descartou qualquer comprometimento. 

Iniciado tratamento com reposição de magnésio, colecalciferol, e diurético tiazídico com           

o objetivo de reduzir a calciúria. 

Durante a investigação, exames foram realizados nos pais e irmã, todos sem            

anormalidades 
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Table of Contents Summary 
Case report of a boy with nephrocalcinosis and amelogenesis imperfecta with a large ​CLDN16              
deletion not detected by whole-exome sequencing analysis. 
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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, ​CLDN16 and           

CLDN19​. 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 ​CLDN16 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. ​CLDN16 and ​CLDN19 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. ​CLDN16 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                

CLDN16 gene (formerly ​PCLN1​) which harbored the first known pathogenic mutation of            

FHHNC [3]​. Patients with FHHNC may have, alternatively, a mutation in the ​CLDN19 gene              

with a similar renal phenotype to that of patients with FHHNC bearing the ​CLDN16 mutation,               

but with occasional severe ocular abnormalities. The ​CLDN16 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 ​CLDN16 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​2 (normal range [NR] > 80 mL/min/1.73 m​2​). Blood tests revealed no signs of               

metabolic acidosis or alkalosis; normal calcium, phosphate, and potassium levels; decreased           

25-hydroxyvitamin D (25OHD) 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               

25OHD 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              

Illumina TruSeq DNA Sample Preparation Kit (Illumina®, Inc., San Diego, CA, USA) and the              

43 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://paperpile.com/c/tn96OQ/XpRV5


 

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 ​CLDN16 and           

CLDN19 ​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 ​SLC12A1 (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 ​CLDN16 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 ​CLDN16 ​exons were         
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appropriately mapped by studying the paralogous ​CLDN1 gene immediately downstream from           

CLDN16​. 

Therefore, the variant calling performed by EdgeBio missed an exonic homozygous           

deletion in ​CLDN16​, 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 ​CLDN16 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               

CLDN16 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​,              

SLC24A4​, ​WDR72​, ​ACPT​, ​KLK4, and ​AI1E2​, 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 ​CLDN19 mutation [45]​. These reports support the finding of a                

large ​CLDN16 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 25OHD Potassium Magnesium 24 hr Urinary Calcium 

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

NR: 15-65 NR: 8.8 –   

10.8 

NR: 4.5 – 5.5 NR: > 30 NR: 3.5 –   

6.3 

NR: 1.7-2.3 NR:<4mg/Kg/day 

 

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                  
CLDN16 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 ​CLDN16 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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CONSIDERAÇÕES FINAIS: 

 

O objetivo principal deste estudo foi determinar o diagnóstico genético em paciente            

portador de nefrocalcinose, hiperparatireoidismo e amelogenesis imperfecta, através da análise          

do sequenciamento completo do exoma (WES), acompanhado no ambulatório de Fragilidades           

Ósseas do Hospital São Paulo da UNIFESP. Originalmente este paciente havia sido            

encaminhado ao ambulatório de cirurgia de cabeça e pescoço para tratamento cirúrgico com o              

diagnóstico de hiperparatireoidismo primário, que foi descartado e o paciente encaminhado para            

o ambulatório de fragilidades ósseas do Hospital São Paulo para esclarecimento diagnóstico.  

Outro grande aprendizado obtido nesta investigação utilizando as atuais técnicas de           

pesquisa de variantes alélicas foi a dificuldade de identificar grandes deleções com o uso do               

WES. O uso de SNG para a decodificação do genoma humano trouxe um grande avanço no                

diagnóstico molecular de inúmeras doenças, por sua capacidade de sequenciar um grande            

número de genomas individuais, de forma rápida, precisa e com baixo custo, quando comparada              

aos métodos tradicionais de sequenciamento ​[82]​. Desta forma, é possível almejar uma medicina             

de maior precisão, possibilitando o desenvolvimento de estratégias preventivas, diagnósticas e           

terapêuticas individualizadas. 

Embora os éxons constituam apenas 1% de todo genoma, neles contém as principais             

informações para a síntese das proteínas, substâncias imprescindíveis para o normal           

funcionamento do organismo, sendo que mutações exônicas são responsáveis por 85% das            

doenças genéticas ​[78,83]​. O WES tem-se revelado de grande utilidade na identificação de             

mutações novas e recorrentes, principalmente em doenças raras e de herança Mendeliana, sendo             

este o método escolhido por nós para alcançar o diagnóstico etiológico do nosso paciente. 
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Os principais genes candidatos eram aqueles relacionados ao diagnóstico diferencial de           

nefrocalcinose e hipomagnesemia, entre eles ​CLDN16​, CLDN19​, SCL3A3​, CLCN5​, OCRL1​,          

SCL12A1​, ​KCNJ1​, CLCNKB​, BSND​, FAM20A​, ATP6N1B ​e ATP6B1 ​[84]​, sendo a ​CLDN16 a             

mais provável. Entretanto, em uma primeira análise 105.390 variantes ou polimorfismo de            

nucleotídeo único (SNP) foram descritas na lista de mutações, na qual não constava a ​CLDN16​.  

Dentre as variantes descritas, possíveis associações com a doença do paciente poderiam            

estar relacionadas com as variantes encontradas nos genes ​SLC12A1 (p.Val958Ala; rs1552311;           

MAF 0.9) e ​CLCNKB (p.Ala287Val; rs7367494; MAF 0.3), entretanto, que nunca haviam sido             

descritas como patogênicas.  

Ambos genes são responsáveis pelo transporte de Na/Cl no túbulo distal, associados à             

Síndrome de Bartter. O gene ​SLC12A1 ​codifica o co-transportador Na​+​-K​+​-2Cl (NKCC2) na            

membrana apical da porção ascendente espessa da alça de Henle, que transporta o sódio de               

maneira ativa para fora da célula e o potássio para o intracelular. Sua mutação é responsável pela                 

Síndrome de Bartter tipo I, doença de origem autossômica recessiva, que cursa com alcalose              

metabólica, hipocalemia, hipercalciúria e nefrocalcinose ​[85]​. O gene ​CLCNKB que codifica o            

canal de cloro CLC-Kb, um dos responsáveis pelo transporte de cloro na membrana basal.              

Mutação no gene ​CLCNKB causa a Síndrome de Bartter tipo III, de origem autossômica              

recessiva, caracterizada por hipocalemia, alcalose metabólica, hiperaldosteronismo secundário        

com pressão arterial normal ou baixa ​80​. A ausência de alcalose metabólica e de hipocalemia no                

nosso paciente, tornava improvável que uma dessas variantes fosse determinante para o            

diagnóstico.  

O quadro clínico do nosso paciente era bastante compatível com a Hipomagnesemia            

familiar com hipercalciúria e nefrocalcinose (FHHNC), que é uma doença hereditária rara, de             

herança autossômica recessiva e que pode estar ligada a mutação das proteínas claudina-16 e/ou              
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claudina-19 ​81​. O gene ​CLDN16​, está 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 alterações oculares não observadas em nosso paciente. As duas proteínas são             

expressas nos rins, na porção ascendente espessa da alça de Henle, e sofrem heterodimerização,              

funcionando como barreira entre as células em regiões de grande interação entre elas conhecidas              

como ​tight junction ou junções celulares estreitas ​82​. Nesta região, as claudinas regulam a              

permeabilidade paracelular guiada pela diferença de voltagem transepitelial, tornando-se         

responsável pela reabsorção de cátions divalentes como a Ca​2+​ e Mg​2+  83,84​.  

A mutação com perda de função do gene ​CLDN16 ​tem como característica, uma redução              

da reabsorção de magnésio e cálcio do lúmen tubular, ocasionando hipercalciúria,           

hipomagnesemia e nefrocalcinose com progressão para insuficiência renal crônica ​[25]​. Ao           

diagnóstico, os principais sintomas incluem infecção urinária recorrente, poliúria, polidipsia,          

déficit no crescimento, vômitos e nefrolitíase ​25​. 

Desde o início, mesmo com função renal preservada, os pacientes apresentam dosagens            

elevadas de PTH. Em 2001, Weber et al, descreveu uma série com 25 casos de FHHNC em que                  

88% deles apresentavam hiperparatireoidismo ​85​. Konrad em 2008, considerou que a           

etiopatogenia do hiperparatireoidismo, está relacionada a hipomagnesemia ​82​. Evidências         

sugerem que o CASR pode servir não apenas como sensor de cálcio, mas também como sensor                

de magnésio, uma vez que mutações inativadoras deste gene estão associadas a elevação mesmo              

que discreta de magnésio sérico, enquanto mutações ativadoras podem cursar com           

hipomagnesemia ​86​. A correlação entre o PTH e o magnésio é semelhante ao que ocorre com o                 

cálcio, porém com uma menor afinidade. Assim, baixo nível sérico de magnésio estimula a              

secreção de PTH pela ativação do CASR presente nas células principais para paratireóide ​87​. De               

forma paradoxal, como ocorre na mutação do TRPM6, níveis muito baixos de magnésio são              
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responsáveis pela redução na secreção de PTH, uma vez que o magnésio tem um importante               

papel na atividade da enzima Adenil-ciclase, responsável pela transformação da          

adenosina-trifosfato (ATP) em adenosina-monofosfato cíclico (AMPc), envolvido na secreção do          

PTH ​88, 89​.  

A deficiência de vitamina D também estimula a secreção de PTH, uma vez que a               

hidroxilação da 25(OH)D em 1,25(OH)2D no rim é uma das ações do PTH ​90​. O nosso paciente,                 

apresentou dosagem inicial de PTH de 216 pg/mL concomitante a uma deficiência de 25(OH)D              

de 14,4 ng/mL e após a normalização do nível de 25(OH)D para 32,9 ng/mL o PTH apresentou                 

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

Em 2013, Sikora et al, descreveram um caso de um menor de 15 anos com diagnóstico de                 

FHHNC e insuficiência renal crônica que apresentou hiperparatireoidismo extremo e epifisiólise           

bilateral após a descontinuação do tratamento de suporte da homeostase eletrolítica. Apesar de             

rara, a epifisiólise costuma ocorrer em adolescentes púberes durante o estirão de crescimento. Na              

grande maioria dos casos é classificada como idiopática, mas pode ser secundária a trauma,              

radiação ou distúrbios endócrinos como hipogonadismo e hiperparatireoidismo ​91​.  

Recentemente foi sugerido que mutações com perda de função dos genes ​CLDN16 e             

CLDN19 estão envolvidas na ​amelogenesis imperfecta. Desde o início da amelogênese até a             

erupção do dente, a produção do esmalte passa por diversas fases. Na fase secretora, os               

ameloblastos, que são responsáveis pela formação e mineralização do esmalte, se ligam entre si              

por junções intercelulares dependente das proteínas claudinas, promovendo acesso paracelular          

restrito ao compartimento do esmalte ​72-74​.  

O tratamento de suporte inclui a administração de magnésio e diurético tiazídico com o              

objetivo de reduzir a excreção urinária de cálcio e o avanço da nefrocalcinose. A progressão para                

doença renal crônica é frequente, e ocorre em cerca de 30% dos casos até a adolescência ​92​. O                  
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transplante renal é o tratamento definitivo uma vez que o enxerto renal se mantém estável, sem                

recidiva de distúrbios metabólicos ou nefrocalcinose ​25,93-95​.  

A ausência de repercussão ocular indicava o gene ​CLDN16 como favorito, excluído em             

uma primeira avaliação do WES. Resolvemos, então, buscar o arquivo BAM (​Binary            

Alignment/Map​) que é o formato de armazenamento dos dados de alinhamento, utilizado para             

verificar a cobertura de leitura, com o objetivo de certificar da cobertura deste gene ​95​.(Anexo 2 e                 

3) O arquivo mostrou uma cobertura incompleta desse gene e para conferir esta informação, foi               

realizado uma reação de polimerase em cadeia (PCR), que apresentou amplificação apenas do             

primeiro éxon, indicando ausência dos éxons 2 a 5. Para confirmar esta grande deleção              

realizamos a técnica de MLPA, que é um método de PCR multiplex semi-quantitativo que              

detecta variação no número de cópias. Deleções ou duplicações do gene ou de parte dele são                

responsáveis por 10 a 30% das doenças ​96,97​. O WES é cada vez mais utilizada para o diagnóstico                  

de doenças raras, porém, possui como limitação a detecção de variação no número de cópias               

(CNV - ​copy-number variation​), representadas pelas deleções e duplicações ​98​. Atualmente,           

novos algoritmos estão sendo desenvolvidos com o objetivo de aprimorar esta técnica​ 99​. 
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CONCLUSÕES  

 

Ao final deste trabalho podemos concluir que:  

Nosso paciente é portador de Hipomagnesemia Hipercalciúrica Familiar com         

Nefrocalcinose ocasionada por grande deleção do gene ​CLDN16.  

Amelogenesis imperfecta detectado no nosso paciente, foi recentemente reconhecida         

como parte da patologia. 

A aplicação do WES à prática clínica e sua interpretação das variantes raras tem sido               

revolucionária, especialmente para o diagnóstico de doenças raras. 

A técnica do WES ainda apresenta como limitação a detecção de CNV. Novos algoritmos              

estão sendo desenvolvidos para corrigir esta limitação. 

Novas tecnologias não substituem o amplo conhecimento da fisiopatologia das doenças a            

serem estudadas, devendo estas complementarem a investigação clínica para alcançar o           

diagnóstico. 
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ANEXO 2 
 
Informações complementares - Metodologia  
 
 
Sequenciamento genômico 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             

Illumina HiSeq 2000 (Illumina®, Inc., San Diego, CA, EUA). A biblioteca de DNA foi              

construída usando o Kit de Preparação 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). Após sequenciamento, a leitura das sequências foi            

realizada pela plataforma HiSeq2000 (Illumina, Inc, San Diego, CA, USA) e realizado            

alinhamento e detecção de variantes com base de SNP do National Center for Biotechnology              

Information (NCBI), INDEL e OMIM para identificar variações no exoma que eventualmente            

poderiam estar relacionado com a patologia do paciente. As variantes foram interpretadas            

considerando-se o quadro clínico do paciente e excluídos aquelas com uma frequência alélica             

menor de 0,05 (MAF < 0,1) e aquelas variantes de significado clínico desconhecido (VUS). 

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

características clínicas do paciente em anexo. 

 

Extração de DNA, PCR (reação em cadeia de polimerase) convencional e           

sequenciamento do gene ​CLDN16: 
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Foi realizado extração de DNA, pelo método in house, das amostras do paciente, de seus               

familiares (pai, mãe e irmã) e de uma pessoa saudável como controle positivo. Para o controle                

negativo foi realizado água. O primer para o gene ​CLDN16 utilizado encontra-se em anexo. Os               

protocolos de PCR foram realizados com preparações de DNA de amostras do paciente, de seus               

pais, de sua irmã, de um controle positivo e um controle negativo. Para as reações, um                

termociclador foi utilizado. Cada reação de PCR foi composta de (PCR buffer 10X, MgCl2,              

DNTPS mix, Taq platinum, Água, Primer F, Primer R e DNA em um volume total de 25µl. As                  

reações de PCR foram realizadas com 38 ciclos de 5 min à 95​0 e 30" à 94​0 para o processo de                     

desnaturação, 30" à 61​0 para o processo de anelamento, seguido por um passo de extensão de 45"                 

à 72​0 e 10min à 72​0​. Os produtos de DNA foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a                   

1,8%, corados com corante azul (6xDNA Loading Dye). Após a aplicação das amostras,             

realizado o encaixe dos cabos de conexão com a fonte de corrente contínua 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 realização do PCR: 
 

2307-CLDN16-EX1-F GTTTCACCAGTGGCCTGTCT 20 60.18 55.00  
699 pb 

2308-CLDN16-EX1-R GGCTGGCCTGGATCATGAAA 20 60.40 55.55 

2309-CLDN16-EX2-F AGGCTTCAATTGTCAGTGCTT 21 58.41 42.86  
436 pb 

2310-CLDN16-EX2-R CGAGATGAGCTCAATTTCTAACCA 24 58.89 41.67 

2311-CLDN16-EX3-F ATGCTCTCTGCTAGCATACCAA 22 59.30 45.45  
487 pb 

2312-CLDN16-EX3-R CTCTCCTTCACCTCAAGCCC 20 59.75 60.00 
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2313-CLDN16-EX4-F AGAGACAGAAGAAGTGTCCGAAG 23 59.19 47.83  
398 pb 

2314-CLDN16-EX4-R ACGATAGTGGAGGCAAGGAA 20 59.69 50.00 

2315-CLDN16-EX5-F CTAAGGGAATACCTCTCCTGATGAA 25 59.16 44.00  
751 pb 

2316-CLDN16-EX5-R TAGGGTCCCTGGCCTCTTTG 20 60.91 60.00 

 

Análise molecular e amplificação por sonda dependente de ligação múltipla          

(MLPA) 

Para análise molecular, o sangue venoso foi coletado e o DNA genômico foi isolado dos               

leucócitos usando Kit de Purificação de DNA Genômico Wizard (Promega; Madison, WI, EUA).             

Os fragmentos de DNA das regiões codificadoras do gene ​CLDN16 e os limites exon-intron              

foram amplificados usando conjuntos de primers específicos para genes (conjuntos de primers            

CLDN16 foram gentilmente fornecidos pelo Dr. Francisco de Assis Rocha Neves / Universidade             

de Brasília). As sondas sintéticas foram projetadas para o exon 3 e 5 para confirmar a suspeita de                  

uma deleção parcial do gene ​CLDN16​. As reações de MLPA foram realizadas seguindo o              

protocolo padrão (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 áreas 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 normalização para               

a altura média dos picos das amostras controle, obtidas de pacientes saudáveis ​​e não              

relacionados, incluídos na corrida.  
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ANEXO 3 

 

Figura 1: ​Visualização do arquivo BAM (​Binary​ of ​Sequence Alignment and Mapping). 
Estudo do arquivo BAM pelo programa ​UCSC Genome Browser​ obtido do sequenciamento de 
última geração (​Next Generation Sequencing​) do probando relativo ao ​locus​ 3q27-29 onde está 
localizado os genes ​CLDN16​ e ​CLDN1​. 
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
Voluntário/responsável 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 ENDÓCRINAS: ESTUDO DE GENES RELACIONADOS A  
HIPERCALCIÚRIA E NEFROCALCINOSE QUE CURSAM COM      
HIPERPARATIROIDISMO SECUNDÁRIO EM UM PACIENTE. 
 

Estas informações estão sendo fornecidas de maneira clara e simples para sua            
participação voluntária neste estudo. Portanto, leia este termo com atenção e pergunte aos             
pesquisadores responsáveis sobre quaisquer dúvidas, sempre que considerar necessário.         
Após 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 hipercalciúria – grande quantidade de cálcio na urina - em pacientes e familiares               
possivelmente  afetados,  além  de  correlacionar  tais  dados  com  as características clínicas.  

O diagnóstico geralmente só é possível por meio de testes laboratoriais, que são as              
dosagens de eletrólitos e hormônios no sangue: cálcio, fósforo, cloro, magnésio,           
paratormônio, e na urina: cálcio, magnésio, potássio, cloro e também a análise de             
material genético DNA/RNA, uma vez que manifestações clínicas de hipercalciúria –           
cálcio elevado na urina - são facilmente confundidas com outras doenças.  

O diagnóstico da doença estudada – hipercalciúria com nefrocalcinose é importante           
pois promove um tratamento adequado além do aconselhamento genético. Assim, é importante o             
exame de sangue, no qual o material genético (DNA/RNA) será examinado pelos pesquisadores             
e investigadores do Laboratório de Endocrinologia Molecular e Translacional (Universidade          
Federal de São Paulo – Escola Paulista de Medicina), para identificação de alteração genética              
quando possível gene associado a hipercalciúria e nefrocalcinose. Para o exame da pesquisa de              
possíveis mutações, serão coletados cerca de 5 mL de sangue através de punção de veia no                
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braço. A coleta de sangue é um procedimento de rotina e não apresenta riscos à saúde. Algumas                 
vezes pode ocorrer o aparecimento de um pequeno hematoma no local da punção o que se                
resolve espontaneamente em alguns dias. 

Dado que os casos de hipercalciúria e nefrocalcinose podem ser transmitidos de forma             
hereditária, no caso do material genético (DNA/RNA) apresentar variação, poderá ser informado            
aos familiares o risco deles também apresentarem a mesma. Em quaisquer situações,            
respeitaremos o interesse ou o não-interesse do voluntário ou responsável legal de conhecer             
esse resultado. 

É garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de              
participar do estudo, sem qualquer prejuízo à continuidade de seu tratamento na Instituição.  

Todas as informações obtidas sobre cada voluntário (e/ou seus familiares) para este            
estudo serão analisadas em conjunto e consideradas confidenciais, não sendo reveladas para            
outros que não sejam os pesquisadores e médicos envolvidos. Dados que possam identificar o              
voluntário (e/ou seus familiares), como nome, serão mantidos em um arquivo separado das             
demais informações do estudo. O material biológico (sangue) e todas as demais informações             
sobre o voluntário (e/ou seus familiares) serão identificados somente por números.  

Não há despesas pessoais para o voluntário em qualquer fase do estudo, incluindo exames              
e consultas. Também não há compensação financeira relacionada à sua participação. Se existir             
qualquer despesa adicional, ela será absorvida pelo orçamento da pesquisa. Em caso de dano              
pessoal, diretamente causado pelo procedimento de punção da veia do antebraço neste estudo             
(nexo causal comprovado), o voluntário tem direito a tratamento médico na Instituição, bem             
como às indenizações legalmente estabelecidas. 

Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos pesquisadores responsáveis pelo            
estudo para esclarecimento de eventuais dúvidas. A investigadora principal é a: Dra. Vanessa             
Radonsky, telefone para contato 11-996238166. Todos os pesquisadores responsáveis pelo          
estudo podem ser encontrados nos endereços: Laboratório de Endocrinologia Molecular e           
Translacional (Rua Pedro de Toledo, 669 – 11°andar) e no do Ambulatório de Doenças              
Osteometabólicas- (Rua Borges Lagoa, 800). Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre             
a ética da pesquisa, entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP (CEP) –                  
Rua Botucatu, 572 – 1ºandar  
–  cj.  14 –São  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 biológico (DNA e/ou RNA do sangue). O paciente e/ou responsável deverá ser              
contatado para obtenção de TCLE para o uso do material em novo projeto e o pedido de                 
permissão para seu uso futuro deverá ser submetido e aprovado pelo CEP–UNIFESP. Em             
caso de não-localização do paciente e/ou responsável (doador falecido, tentativas anteriores           
de contato sem sucesso ou outros), as justificativas devem ser apresentadas como parte do              
protocolo para apreciação do CEP–UNIFESP. 

Eu declaro que fui suficientemente informado a respeito das informações que li,            
descrevendo o estudo: Canalopatia Endócrina: Estudo de Genes Relacionados a Hipercalciúria           
e  Nefrocalcinose  que  Cursam  com Hiperparatiroidismo Secundário em um paciente.  

Eu discuti com um dos pesquisadores responsáveis sobre a minha decisão em participar             
neste estudo. Ficaram claros para mim quais são os objetivos, os procedimentos a serem              
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de armazenamento de             
dados e material biológico (DNA/RNA), e de esclarecimentos permanentes sobre estudos           
futuros. Ficou claro também que minha participação é isenta de despesas e que tenho garantia de                
tratamento hospitalar quando necessário. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e           
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou prejuízo ou perda              
de qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Serviço. 
_________________________________________  RG____________________ 
Assinatura do voluntário 
_________________________________________  RG____________________ 
Assinatura representante legal 
Data ____/____/_____ 
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Resumo para o público leigo 

 

Este trabalho descreve os desafios do diagnóstico genético de um menino de 6 anos de idade,                

encaminhado para o ambulatório de endocrinologia por quadro de elevação do hormônio            

paratormônio (PTH) no sangue associado a presença de depósito de cristais no tecido renal              

(nefrocalcinose). Ele apresentava história de infecções urinária de repetição e os exames            

laboratoriais séricos demonstraram concentrações de cálcio e fósforo normais, PTH elevado e            

magnésio discretamente reduzido, além de um aumento do cálcio urinário. A tomografia de             

abdome evidenciou a presença de Nefrocalcinose.A associação do PTH elevado com a            

nefrocalcinose, nos faz pensar em uma lista de doenças para o diagnóstico diferencial. Na              

medicina tradicional, para afastar ou confirmar cada uma destas doenças, o paciente seria             

submetido à diversos exames de sangue, urina e de imagem, o que torna todo o processo mais                 

longo, trabalhoso e dispendioso para a família. Sabendo que cada uma destas doenças é causada               

por alterações em genes específicos, optamos pela utilização de técnicas de biologia molecular.             

Com o objetivo de otimizar o diagnóstico etiológico considerando vários genes candidatos,            

optou-se pelo uso da técnica de sequenciamento completo de exoma (WES), que identificou             

diversas alterações. A principal hipótese diagnóstica seria uma mutação no gene ​CLDN16​,            

responsável pela doença Hipomagnesemia Familiar com Hipercalciúria e Nefrocalcinose         

(FHNNC), uma doença em que o paciente perde cálcio e magnésio na urina ocasionando todo               

depósito de cristais de cálcio no rim e que costuma evoluir com comprometimento da função               

renal. Esta doença inicialmente não foi identificada pelo WES. Optamos por investigar esta             

doença através de outros métodos biologia molecular (PCR e MLPA) e foi detectado a perda de                

grande parte do gene CLDN16. Neste trabalho será apresentada uma revisão de literatura sobre o               

tema, além de descrever com mais detalhes a FHHNC. A FHHNC é provocada pela mutação dos                

genes que codificam as proteínas Claudina 16 ou Claudina 19. A ausência destas moléculas              
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desencadeia a perda de cálcio e magnésio na urina. O depósito dos cristais de cálcio na urina                 

prejudicam o funcionamento renal, que progride para insuficiência renal crônica. Recentemente,           

foi descrita a presença de ​Amelogenesis imperfecta​, que é um comprometimento do esmalte do              

dente, associada a síndrome, e que também observada neste paciente. A técnica WES ofereceu              

grandes avanços no diagnóstico de doenças genéticas, mas ainda apresenta limitações e            

armadilhas. Este trabalho propiciou um grande aprendizado e acúmulo de conhecimento sobre a             

interpretação das metodologias de biologia molecular no diagnóstico de doenças endócrinas.  
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