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RESUMO

A descoberta do genoma humano e os avangos tecnoldgicos no sequenciamento
genomico foram o marco inicial para que se estabelecesse a pratica de “deep phenotyping
Na pratica clinica “deep phenotyping” ¢ avaliado a partir de dados descritos em
prontudrio, exames complementares, avaliagdes morfocelulares e quaisquer outras
andlises que possam auxiliar na definicdo de uma hipodtese diagnostica. Utilizando essa
metodologia de “deep phenotyping” foram abordados dois pacientes que nao tinham
diagnostico definido. Neste trabalho foi relatado o caso clinico de uma paciente do sexo
feminino com hiperpigmentacdo disseminada na pele, baixa estatura, dismorfia facial,
ulceragdes em boca e anus, voz rouca e atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, que
teve como diagnostico a deficiéncia congénita da vitamina B12. O sequenciamento do
exoma revelou uma variante ¢.515 516del (p.Thr172fs*10) em homozigose no gene
LMBRDI. A bidpsia de pele mostrou inimeros melanossomos em vacuolos autofagicos
em derme papilar. A hipdtese que explica a hiperpigmentacgdo cutanea ¢ a incontinéncia
pigmentar da melanina resultado do aumento do estresse oxidativo em virtude da
hiperproducao da homocisteina e o desbalango da glutationa. A deficiéncia da vitamina
B12 deve ser considerada para aqueles pacientes que apresentam hiperpigmentagao
cutdnea com ou sem baixa estatura e atraso no desenvolvimento neuropsicomotor. O
tratamento se da pela suplementagdo da vitamina B12. Este trabalho também descreveu
um paciente portador de uma variante patogénica no ENPP5 com comprometimento
esquelético e anomalias dentérias. O paciente do sexo masculino apresenta alteragcdes
morfoldgicas e cognitivas, crises convulsivas, macrocefalia, crescimento anormal do
complexo maxilomandibular, hiperplasia gengival e hipercementose em todos os dentes.
Nos exames radiograficos foi evidenciado hiperostose da calota craniana, osteopenia em
membros superiores e inferiores € em corpos vertebrais, cifoescoliose, alargamento da
regido metafisaria distal e afilamento da cortical 6ssea dos ossos longos, crescimento
aumentado da pré-maxila e hipercementose nos molares inferiores. O sequenciamento do
exoma concluiu tratar-se de uma variante patogénica missense (c.173G>T; p.Gly58Val)
em homozigose no gene ENPP5. Esse paciente ¢ o primeiro relato na literatura que
descreve essa variante como causa de uma displasia esquelética. Pouco se sabe sobre a
funcdo do ENPP5 e sua influéncia no processo de biomineralizacdo e nas anomalias
dentarias, necessitando de estudos futuros para melhor compreender a patogénese desta
nova displasia esquelética. Portanto, este trabalho ressalta a importancia da fenotipagem
aprofundada em dois pacientes. Com esta estratégia foi possivel orientar a andlise
molecular e concluir o diagnoéstico deles e, assim, permitir o tratamento e a conduta
terapéutica especifica para esses dois pacientes.

Palavras-chave: Cobalamina F; hiperpigmentacao cutanea, LMBRDI1; ENPP5; displasia
esquelética, anomalias dentarias
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ABSTRACT

The discovery of the human genome and technological advances in genomic sequencing
were the starting point for establishing the practice of “deep phenotyping”. In clinical
practice deep phenotyping is based on data described in medical records, complementary
exams, morphocellular assessments and any other analysis that may help to define a
diagnostic hypothesis.Using this strategy we studied two patients who had no defined
diagnosis. In this work we report the clinical case of a female patient with widespread
hyperpigmentation in the skin, short stature, facial dysmorphia, ulcerations in the mouth
and anus, hoarse voice and delay in neuropsychomotor development, whose diagnosis
was congenital vitamin B12 deficiency. Exome sequencing revealed a homozygous
c.515 516del variant (p.Thr172fs*10) in the LMBRDI gene. Skin biopsy showed
numerous melanosomes in autophagic vacuoles in papillary dermis. The hypothesis that
explains cutaneous hyperpigmentation is the pigmentary incontinence of melanin
resulting from the increase in oxidative stress due to the hyperproduction of homocysteine
and the imbalance of glutathione. Vitamin B12 deficiency should be considered for those
patients who present with cutaneous hyperpigmentation with or without short stature and
delayed neuropsychomotor development. Treatment 1is with vitamin Bl12
supplementation. This work also described a patient carrying a pathogenic variant in
ENPP5 with skeletal involvement and dental anomalies. The male patient presents
morphological and cognitive alterations, seizures, macrocephaly, abnormal growth of the
maxillomandibular complex, gingival hyperplasia and hypercementosis in all teeth. The
radiographic exams showed hyperostosis of the skullcap, osteopenia in the upper and
lower limbs and vertebral bodies, kyphoscoliosis, enlargement of the distal metaphyseal
region and thinning of the cortical bone of the long bones, increased growth of the
premaxilla and hypercementosis in the lower molars. The exome sequencing revealed a
missense pathogenic variant (c.173G>T; p.Gly58Val) in homozygosis in the ENPP5
gene. This patient is the first report in the literature that describes this variant as the cause
of skeletal dysplasia. Little is known about the role of ENPP5 and its influence on the
biomineralization process and on dental anomalies, requiring further studies to better
understand the pathogenesis of this new skeletal dysplasia. Therefore, this work
highlights the importance of in-depth phenotyping in two patients. With this strategy, it
was possible to guide the molecular analysis and conclude their diagnosis and, thus, allow
the treatment and specific therapeutic conduct for these two patients.

Keywords: Cobalamin F; skin hyperpigmentation, LMBRD1; ENPPS; skeletal dysplasia,
dental anomalies
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1. INTRODUCAO

A capacidade de elucidar os mecanismos relacionados a satde e doenga em
humanos foi consideravelmente aprimorada na tltima década. Cada vez mais ¢ aceita a
idéia de que a saude e a doenga sdo determinadas por um conjunto de diversos fatores.
Assim, as bases moleculares, os mecanismos metabolicos, os fatores ambientais e até o
estilo de vida estdo envolvidos como determinantes dos processos satde/doenca (Wright
& Herzberg, 2021). Acompanhando esse movimento, as estratégias de diagnostico
também evoluiram, em grande parte como resultado do aprofundamento do conhecimento
do codigo genético humano, etapa fundamental para a definicdo e delineamento da
etiologia de diversas doengas e compreensdo das relagdes entre gendtipo e fenotipo.
(Cathryn m. Delude 2015).

O projeto “Genoma Humano”, concluido em 2003, possibilitou desvendar mais
de 20 mil genes, a um custo altissimo, na casa dos bilhdes de dolares

(https://www.genome.gov/sequencingcostsdata/). Isso, por sua vez, gerou otimismo e

grande expectativa no meio cientifico, impulsionando o aprimoramento das tecnologias
envolvidas no processo de sequenciamento para tornd-lo mais acessivel e amplamente
utilizado. Os esforcos interdisciplinares empenhados pelo projeto “Genoma Humano”
abriram um novo campo de aplicacdo cientifica, o Big Science, a ser empregado na
personalizagdo de terapias, na elucidacdo da fisiopatologia das doengas complexas, no
entendimento do genoma do cancer e até mesmo na compreensao de determinados tragos
comportamentais (Gibbs, 2020).

O surgimento das técnicas de sequenciamento de nova geracdo (NGS - Next
Generation Sequencing) possibilitou a revolugdo tecnologica na medicina personalizada,
com a promessa de promover a um custo mais baixo o sequenciamento automatico em
larga escala de milhdes de sequéncias de DNA simultaneamente. Assim, passou a ser
factivel sequenciar um conjunto de genes ou até mesmo todo o genoma de um individuo
simultaneamente, em tempo relativamente curto € a um custo muito mais baixo do que o
custo inicial do sequenciamento do Genoma Humano (Weng, Shah, & Hripcsak, 2020).
Essa tecnologia despertou o interesse de empresas gerando concorréncia de mercado e
competi¢do de custos e, assim, o sequenciamento genético, ficou mais acessivel
(Robinson, 2012; Robinson, Mungall, & Haendel, 2015; Weng et al., 2020)

A ampla utilizagdo do NGS como ferramenta no diagnostico de doengas aumentou
a capacidade de desvendar causas genéticas de diversas doencas. Uma das bases de dados
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responsavel por reportar as interagdes de doengas humanas, OMIM- Online Mendelian
Inheritance in Man, registrava, em 2014, 7.894 fendtipos com bases moleculares
conhecidas (Amberger et al., 2015). Em dezembro de 2021, esse nimero subiu para 9.541

fenotipos com etiologia definida (www.omim.org), um acréscimo de 20,8% em um curto

periodo. Nesse contexto, o NGS assume o papel de uma ferramenta que permite
identificar as bases moleculares de doengas que até entdo ndo tinham sua etiologia
definida. Sem duvida, o NGS foi um grande avanco para a ciéncia.

Com a queda do custo do sequenciamento gendmico, a realizagdo de exames de
NGS foi facilitada. No entanto, apesar de muitos desses dados terem sido processados,
boa parte ainda ndo foi interpretada. Assim, em 2012, cerca de 95% do que foi
sequenciado, efetivamente foi interpretado. J4 em 2020, apenas 5% daquilo que foi
sequenciado foi efetivamente interpretado. Ou seja, atualmente hé disponivel um volume
enorme de dados gerados pelo sequenciamento, mas que, no entanto, nao sao
efetivamente utilizados (genome.gov/sequencingcosts). Em meio a tantos dados obtidos
pelo sequenciamento, hd necessidade de incluir estratégias de filtragem de informacgdes
de fenotipagem como pontos-chave para se estabelecer um diagndstico. Diante deste
cenario € necessario encontrar maneiras que busquem organizar de forma sistematica a
quantidade de informagdes produzidas pelo sequenciamento gendmico, a fim de
possibilitar a sua utilizagdo em favor da medicina diagnodstica (Magrinelli, Balint, &
Bhatia, 2021).

Portanto, nem sempre o uso do NGS permite que a condi¢cdo do paciente seja
facilmente diagnosticados. Para alcancar o diagnostico ¢ necessdrio conciliar a
informagdo gerada pelo NGS a pratica clinica. Assim, mesmo tendo disponivel a
informacao gerada pelo NGS, a interpretacao dessa analise ¢ limitada por diversos fatores
tais como a auséncia da descri¢do da causa genética de determinados quadros clinicos,
escassez de informacdes sobre a variabilidade clinica de algumas doencas; o
desconhecimento da fun¢do de inimeros genes; a falta de recursos humanos capacitados,
cujo principal reflexo ¢ a inacuracia da filtragem de dados; a incapacidade do clinico em
correlacionar a clinica do paciente (fendtipo) e a informagdo genética (genotipo) deste e,
sobretudo, a falta de comunicacdo ou comunica¢ao ruidosa entre os envolvidos no
diagnostico, o que leva a caréncia de informagdes e/ou informagdes imprecisas.

Nesse sentido, a pratica de resumir e organizar informagdes clinicas importantes
sobre o paciente, seu historico familiar e correlacionar essas informacgdes a seus dados

fenotipicos, tem auxiliado na construgdo da hipotese diagnoéstica e facilitado a filtragem
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das variantes descobertas pela andlise de NGS (Magrinelli et al., 2021). Assim, a
estratégia de filtragem na andlise de dados do sequenciamento se baseia em informagdes
fenotipicas do paciente. Sem esses dados, a probabilidade de se desvendar a causa
genética associada aquela patologia torna-se muito baixa. Além disso, ¢ importante
destacar que os dados de sequenciamento revelam muitas variantes discordantes do
genoma de referéncia e, em alguns casos, revelam genes ou variantes que nem sequer
foram descritas ou que possuem poucas informacdes disponiveis sobre a sua correlagao
com alguma condig¢ao clinica. Desse modo, para que a avaliagdo seja consistente, faz-se
necessario conhecer amplamente a condi¢ao clinica e informagdes uteis sobre o fenotipo
do paciente (Robinson, 2012; Robinson et al., 2015)

Quando consideramos o termo “fen6tipo” no contexto bioldgico, alguns autores o
definem como “conjunto de caracteristicas observareis de um organismo” (Robinson,
2012). Por outro lado, uma defini¢do de fendtipo mais abrangente descritas por outros
autores conceituaram fen6tipo como “um conjunto de caracteristicas de um individuo que
compreende sua morfologia e fisiologia, envolvendo o nivel celular, sistémico e até o
perfil de expressdo génica em resposta aos estimulos ambientais”. No contexto de saude,
o fendtipo dos pacientes ¢ definido a partir do histérico médico e por avaliagdo dos
exames fisico, bioquimicos, imaginoldgicos e psicologicos englobando quaisquer outros
fatores que possam ter o objetivo de tracar e definir uma hipotese diagnostica (Robinson,
2012; Robinson et al., 2015).

Visando melhorar a acuracia diagnostica, surgiu o termo ‘fenotipagem”
sintetizando em uma unica palavra “o ato de descrever sistematicamente e de modo
padronizado as caracteristicas de um fendtipo”. Em 2006, foi langado nos Estados Unidos
o programa Electronic Medical Records and Genomics (¢eMERGE) que envidou esforgos
significativos a fenotipagem usando registros eletronicos de saude para identificar e
compilar descritores fenotipicos a fim de criar uma base de dados padronizada cuja
finalidade ¢ melhorar o diagndstico genomico e a descoberta de genes de interesse
(Sremba, McCandless, & Baker, 2020).

Uma estratégia que potencializa os resultados da fenotipagem ¢ a associagdo de
ferramentas de inteligéncia artificial. Quando associadas a fenotipagem, essas
ferramentas, chamadas de NPL- Natural Language Processing, tém a capacidade de
compreender a linguagem humana e extrair de textos médicos e prontudrios as palavras e
expressoes importantes para a avaliacdo do paciente (Weng, Shah, e Hripcsak 2020).

Como exemplo, Liu et al. (Liu et al., 2019) utilizaram o NPL para averiguar prontudrios
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médicos e identificar terminologias e sintomas clinicos que contextualizassem doencgas
psiquiatricas e correlacionaram esses termos aos possiveis genes candidatos pela andlise
de NGS. Da coorte analisada, usando a ferramenta NPL, foi possivel determinar a causa
genética e diagnosticar esses pacientes mais facilmente do que apenas com as avaliagdes
tradicionais (Liu et al., 2019).

Contudo, a evolucdo da capacidade diagnostica foi além. Com os avangos das
descobertas gendmicas e com a riqueza de informagdes disponiveis, surgiu a pratica do
“Deep phenotyping” ou o “fenotipagem aprofunda” que pode ser entendida como a
analise precisa e¢ abrangente de caracteristicas observaveis de alteracdes fenotipicas
advindas da interacdo entre genética, epigenética e estilo de vida. Ainda, de acordo com
Wright and Herzber (2021), “deep phenotyping” é uma nova abordagem médica que
muda o foco da simples identificagdo da doenca para uma caracterizagao detalhada das
anormalidades apresentadas pelo paciente (Wright & Herzberg, 2021).

O conhecimento sobre o espectro de anormalidade do fenotipo do paciente
contribui para prevenir complicagdes ou pelo menos reconhecé-las em estagios
suficientemente precoces para que os tratamentos propostos sejam eficazes e acessiveis
(Robinson et al., 2015; Son et al., 2018). No entanto, combinar a descri¢ao fenotipica aos
dados gendmicos ainda ¢ uma pratica falha. As descri¢des fenotipicas de doencas sao
imprecisas, resumidas e muitas vezes inespecificas. Superar essa dificuldade requer um
exame fisico minucioso e multidisciplinar que vai além daquilo que normalmente ¢
registrado em um prontuario médico (Sremba et al., 2020; Weng et al., 2020).

Nao obstante, identificar genes causais que melhor expliquem um conjunto de
fenotipos clinicos ¢ uma tarefa desafiadora (Sremba et al., 2020; Weng et al., 2020). Por
essa razdo, ferramentas computacionais de priorizacdo de genes baseadas em fenotipo
tém tornado a correlacao fendtipo-genotipo mais facil. O objetivo dessas plataformas ¢ a
geracdo de uma lista priorizada de genes candidatos (o genotipo) em resposta a inser¢ao
de sinais e sintomas clinicos de um individuo (o fen6tipo). Esse processo tem auxiliado
nos algoritimos de analise do NGS e melhorado a interpretacao nos diagndsticos sobre as
analises de variantes (Wright & Herzberg, 2021). Dentre os bancos de dados disponiveis,
destaque deve ser dado ao HPO (Human Phenotype Ontology), uma plataforma que
agrupa descrigdes de varios bancos de dados relacionando a fenotipagem ao gene e as
suas variantes, comparando o perfil de entrada ao perfil de outros pacientes que possuem
condi¢gdes clinicas semelhantes (https://hpo.jax.org/app/). Existem também outras

plataformas disponiveis tais como: Phevor, Phen-Gen, eXtasy, PhenlX, Exomiser,
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Phenomizer e Phenolyzer. Dessa forma, o uso de plataformas digitais otimiza a analise
encurtando o tempo para o diagndstico e a tomada de decisdo quanto a conduta terapéutica
(Son et al., 2018; Sremba et al., 2020).

Son et al. (2018) validaram 4 tipos diferentes de plataforma de andlise e
padronizacdo de fendtipo usando a estratégia de fenotipagem aprofundada em 28
pacientes pediatricos. As ferramentas usadas nesses estudos foram: Expert; MedLEE;
MetaMAp e Phenomizer MetaMAP. Esses pacientes ja possuiam o diagnodstico
confirmado de doencas monogénicas, porém o objetivo do trabalho foi de validar a
utilizagdo em associag¢ao dessas ferramentas com a combina¢ao de dados de exames de
sequenciamento gendmico. Os resultados dos testes facilitaram a analise da descoberta
das variantes causativas das doengas, reduzindo substancialmente o nimero de genes
candidatos e assim, possibilitaram o diagnostico genomico dos 28 pacientes. Além desse
grupo de estudo, os pesquisadores aplicaram a mesma metodologia em outros pacientes
com diferentes doengas cronicas ¢ também obtiveram sucesso. Por fim, os autores
reiteraram que o uso de informacgdes de “deep phenotyping” ajudou na descoberta de
genes com variantes causais, enriquecendo a compreensao da patogénese das doengas e
aumentando a eficiéncia do diagnostico.

A pratica da utilizagdo da fenotipagem aprofundada ultrapassa a andlise das
anormalidades observaveis de um paciente e cria atalhos para a execug¢do de uma
medicina personalizada, com o poder de oferecer o melhor cuidado terapéutico disponivel
aquele individuo. Quando se aplica a fenotipagem aprofundada, a anélise do paciente vai
além das estratégias de pesquisa clinica tradicionais, voltando-se a avalia¢do aprofundada
na busca de respostas aquela condi¢do. Como exemplo, o estudo realizado por Divaris et
al. (2019) que tragaram o perfil metabolomico da microbiota oral de uma populagao,
associando este a padrdes clinicos de pacientes pediatricos com o intuito de inferir a pré-
disposi¢do a subtipos de cérie. Esse estudo translacional agregou informagdes sobre a
fisiopatologia da carie e permitiu associar a fenotipagem a prevencao da doenga, uma vez
que a familia e paciente possuiam dados para que se iniciassem procedimentos de forma
antecipada de modo a evitar o inicio da destruicao das estruturas dentérias (Divaris, 2019).

Contudo, em algumas condig¢des, ha necessidade de ainda mais informacgdes para
compreender a fisiopatologia da doenga. Nesses casos, associado as informagdes
fornecidas pelos modernos métodos de avaliagdo genOmica, faz-se necessaria a
caracterizacdo de células e tecidos como fator importante para desvendar o diagnostico

do paciente.
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A caracterizacdo celular tomou corpo nos anos 70 e 80, quando a biologia
molecular estava em seu estagio inicial. A ultraestrutura de células e as descobertas de
achados patognomoénicos abriram caminhos para a descrigdo de novas doengas. As
doencas de actimulo, a avaliagdo de tumores solidos e doengas dermatoldgicas sao
algumas das areas da medicina que gragas ao conhecimento da arquitetura celular e do
padrdo dos tecidos podem ser classificadas e caracterizadas a partir da analise celular
(Fassihi et al. 2016; Ferns and Halpern 2018; Papa et al. 2010). Por essa razao, o uso da
caracterizacdo celular tem sido um aliado adicional a compor o rol de ferramentas da
fenotipagem aprofundada.

Assim, o estudo desenvolvido por Lyudovyk et al. (2019) combinaram as
informagdes de laudos histopatologicos aos fenotipos de cada paciente para definir as vias
metabolicas envolvidas no processo patologico e, assim, classificar alguns tipos de
cancer. Nesse estudo, os autores comprovaram a importancia de unir os dados de
descrigdo patoldgica aos achados gendmicos para a melhor classificacdo da doenga e, por
conseguinte, permitir a melhor estratégia terapéutica individualizada para cada um dos
pacientes (Papa et al., 2010). Ainda, o trabalho de Calame et al. (2021) reforca a
importancia da utilizacao do “deep phenothyping” no diagndstico de Distrofia muscular,
uma vez que a interpretacao isolada dos dados de NGS nesse caso levou a um diagndstico
falso-negativo. Somente ap6s a utilizagao do “deep phenothyping” foi possivel identificar
uma variante intronica no sitio de splicing do gene da emerina, ou seja, somente apos a
conciliacao dos dados fenotipicos, andlises histopatoldgicas e analise funcional ¢ que
foram identificados pontos criticos (auséncia de proteina emerina no musculo e
caracteristicas clinicas) consistentes com o diagnostico de Distrofia Muscular do tipo
Emery-Dreifuss (Calame et al., 2021).

O “deep phenothyping ” também ¢ um aliado no que tange as doencas de acaimulo.
Doengas de acamulo lisossomal (LSDs), formam um grupo de doengas raras que compde
mais de 50 condi¢des ja descritas que apresentam como causa uma variante genética que,
por sua vez, leva a uma deficiéncia enzimatica e resulta em acimulo de macromoléculas
especificas, alterando a fung¢ao lisossomica (Ferns & Halpern, 2018; Komlosi, S6lyom,
& Beck, 2016).

Existem distintos fendtipos relatados para esse grupo de doengas. Nesses casos,
muitas s30 as caracteristicas celulares que se diferenciam em padrdo de estocagem,
conteudo de acimulo celular e aparéncia ultraestrutural. No entanto, alguns deles se

sobrepdem, o que dificulta o diagnostico clinico. Como estratégia tradicional para a
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classificagcdo e definicdo das LSDs, sao utilizados o perfil bioquimico ¢ a dosagem de
enzimas séricas. Por exemplo, teste de rastreio de glicosaminoglicanas e oligossacarideo
em pacientes suspeitos de mucopolissacaridoses. Em adicdo, a andlise de bidpsia e a
avaliacdo ultraestrutural do tecido de pacientes com suspeita clinica de doencas
metabolicas podem revelar alteracdes especificas ou sugerir um diagndstico diferencial a
partir da analise do tecido biopsiado. Para cada um dos mais de 50 tipos de doengas de
deposito ha caracteristicas ultraestruturais especificas com inclusdes celulares observadas
a microscopia eletronica e que um técnico bem treinado ¢ capaz de distinguir e classificar
subsidiando a pratica do “deep phenothyping” (Ferns & Halpern, 2018; Komlosi et al.,
2016; Papa et al., 2010).

Um exemplo de doenca de estocagem ¢ a doenga de Pompe. Um tipo de
glicogenose do tipo II com manifestacdes graves pelo acumulo de glicogénio em coragao,
figado, rim, glandulas endocrinas, musculos, cérebro e medula espinhal. O defeito
acontece pela auséncia de atuacdo da enzima alfa 1,4 glucosidase (maltase 4cida), uma
hidrolase responsavel pela degradagdo do glicogénio lisossomal (OMIM # 232300)
(Weng et al., 2020; Zhang et al., 2016). A analise ultraestrutural de fragmentos de biopsia
muscular tipicas da Doenga de Pompe sdo caracterizadas pela formagao de vactolos
autofagicos originados pela degradagdo de lisossomas contendo material heterogéneo,
membranoso e elétron-denso com aspecto mieloide em fibras musculares do tipo 1. Nas
fibras do tipo 2, os lisossomos estdo dispostos de forma aleatéria com a presenca de
grandes vacuolos autofagicos (Werneck, Lorenzoni, Kay, & Scola, 2013).

Lim et al. (2014) fizeram um apanhado de informacdes obtidas sobre a doenca de
Pompe: desde a caracterizacdo clinica do paciente, passando pela andlise genomica,
caracterizacao celular e do perfil bioquimico enzimatico, até o desenho experimental com
modelo animal para discutir a fisiopatologia da doenga e criar terapias genéticas alvo. Os
autores utilizaram-se do conceito de “deep phenothyping” para melhor compreender e
tratar pacientes portadores da Doenga de Pompe.

Quando se realiza o “deep phenothyping”, avaliagdes multissistémicas sao
necessarias. Nesse escopo, as alteragdes orais podem fazer parte de manifestagdes
especificas de determinadas sindromes. Como exemplo, a sindrome de Raine que esté
relacionada a variante no gene FAM20C responsével pela codificacdo de uma proteina
localizada em diversos tecidos que participam no processo do controle de
biomineralizagdao, homeostase lipidica, cicatrizacdo de feridas e adesao celular (Acevedo,

Poulter, Alves, Lima, et al., 2015; Raine, Winter, Davey, & Tucker, 1989). O estudo
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desenvolvido por Acevedo et al. (2015) avaliou duas familias brasileiras ndo relacionadas
entre si, com histdrico de casamento consanguineo e que se caracterizavam pela presenca
de alteracdes orais dos individuos afetados. Além dessas alteragdes, também
apresentaram manifestagoes sistémicas no trato respiratorio, surdez neurossensorial,
calcificagdes intracranianas, hiploplasia de face e micrognatia. A analise pelo NGS
confirmou a presenga da variante no gene FAM20C, sendo que uma das familias teve
resultado de uma variante missense em homozigose (c.1487C>T, p.Pro496Leu) e a outra
familia apresentou a variante em homozigose em sitio de splicing no gene FAM20C
(c.784+5 G>C, p.Trp202Cys*37) (Acevedo et al. 2015).

Esse estudo relacionado a Sindrome de Raine pode comprovar que a avaliagdo
multiprofissional associada a estratégias diagndsticas ndo tradicionais forma um conjunto
de fatores, um arcabouco de informagdes importantes, concatenando elementos
aparentemente isolados entre si com o objetivo de se estabelecer o diagnostico e
compreender a patogénese da doenca executando o “deep phenothyping”, para cada vez
mais, desenvolver uma medicina personalizada e de alta eficiéncia.

Portanto ¢ incontestavel que as descobertas sobre o genoma humano e sua
aplicacdo na area médica t€ém mudado e evoluido para facilitar o diagnostico e tragar
condutas terapéuticas. Hoje, o paciente ¢ avaliado como um ser tnico que manifesta um
fenotipo que, por sua vez, estd intimamente relacionado ao gendtipo transcrito em suas
células. A cadeia de triagem para se chegar a um diagndstico preciso, confiavel e cada
vez mais rapido, utiliza ferramentas computacionais, programas e plataformas de NPL,
inteligénceia artificial e varias outras estratégias e ferramentas de fenotipagem
aprofundada, associadas a metodologia tradicional, que, uma vez somadas, proporcionam
o acimulo de um grande volume de informacgdes que, analisadas em conjunto, conseguem
aplicar uma medicina personalizada.

Sem duvida, a técnica que alavancou essas mudangas na medicina tem origem no
sequenciamento humano e sua posterior evolugdo para as ferramentas de sequenciamento
genomico. Com a unido desse grande volume de informagdes gendmicas as colegdes de
caracteristicas fenotipicas da pratica da fenotipagem aprofundada ¢ possivel fornecer
dados precisos para estabelecer o diagnostico e escolher a conduta terapéutica e o melhor
manejo clinico (Simpson et al., 2020; Weng et al., 2020; Werneck et al., 2013) .

Por compreender que a fenotipagem aprofundada ¢ uma estratégia para promover

o diagnostico e a caracterizagdo de patologias e que permite atuar na medicina de
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precisao, este trabalho teve como objetivo utilizar o conceito de fenotipagem aprofundada

na caracterizac¢ao de dois pacientes com doencas genéticas sem diagnostico definido.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Caracterizar o fenotipo e identificar a etiologia genética de dois pacientes
portadores de sindrome genética, sem diagnostico definido, que estdo em

acompanhamento no Hospital Universitario de Brasilia — HUB.

2.2. Objetivos Especificos

a. Descrever as manifestagdes sistémicas dos dois pacientes a partir de dados
registrados em prontudrio e obtidos nos exames complementares.

b. Analisar as alteragdes morfologicas e celulares desses pacientes para auxilio
na caracterizacao e ao diagnostico dos dois pacientes

c. Identificar variantes causativas das sindromes pelo método de sequenciamento

de nova geragao (Exoma).

Para apresentacdo dos resultados esta tese sera dividida em dois capitulos em
forma de artigos. O Capitulo I refere-se ao primeiro trabalho denominado “Deficiéncia
de cobalamina F em uma paciente com hiperpigmentagdo cutanea acentuada e portadora
de uma variante em homozigose no LMBRD1”, o qual foi publicado na revista Clinical
and Experimental Dermatology, em Dezembro de 2021. O segundo capitulo tem por
titulo “Variante patogénica no gene ENPP5 em paciente com displasia esquelética e
anomalias dentarias” e sera submetido a avaliacdo por pares com vistas a publicacdo em

revista especializada indexada.
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3. ASPECTOS ETICOS

3.1. Autorizagdo CEP

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (CEP/FM — UnB). Os
participantes foram devidamente informados e esclarecidos sobre os objetivos, riscos €
beneficios da pesquisa e demais aspectos éticos envolvidos. A autorizagdo para
participag@o e uso de material bioldgico foi concedida mediante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos participantes maiores de 18 anos e

pelos seus responsaveis legais no caso dos menores de 18 anos.

3.2. Participantes do estudo

Capitulo I

A participante do relato de caso deste estudo ¢ do sexo feminino, com hipdtese
diagnostica inicial de hiperpigmentacdo cutanea, baixa estatura e alteragdes de face com
etiologia a esclarecer. Esta paciente foi encaminhada pela equipe da dermatologia do
Hospital Universitario de Brasilia-HUB para a avaliagdo e investigagdo pela equipe de

Genética Clinica do Hospital Universitario de Brasilia-HUB.

Capitulo II

O caso indice avaliado neste estudo € um paciente de sexo masculino com hipotese
diagnostica inicial de displasia craniometafisaria ou displasia metafisaria. O paciente foi
encaminhado em 2013 pelo Servigo de Genética do Hospital Sarah Kubitschek para a
Clinica de Atendimento a Pacientes Portadores de Anomalias Dentarias, na Unidade de

Satde Bucal, para avaliacao das malformagdes craniofaciais.
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Capitulo 1



Deficiéncia de cobalamina I em uma paciente
com hiperpigmentacdo cutinea acentuada e

portadora de uma variante em homozigose no

LMBRDI



1. INTRODUCAO

A cobalamina (Cbl) ou vitamina B12 faz parte de um grupo de moléculas que
possuem como caracteristica quimica comum a presenca de um nucleo corina, com um
atomo central de cobalto (Banerjee, Gherasim, & Padovani, 2009). Esse grupo de
moléculas atua como coenzima em diferentes processos fisioldgicos, a exemplo da sintese
de DNA, divisdo celular, desenvolvimento embrionario, forma¢do da hemoglobina e do
sistema nervoso € no metabolismo energético de insulina (Buers et al., 2016). As
cobalaminas sao moléculas hidrossoluveis encontradas em praticamente todos os tecidos
animais, porém, com maior concentracdo no figado. Nao sdo produzidas de forma
fisiologica pelo organismo, sendo necessaria a suplementagdo ou consumo de alimentos
de origem animal para suprir as exigéncias nutricionais dessa vitamina.

No plasma, a vitamina B12 ¢ transportada por uma proteina chamada de
transcobalamina. A cobalamina, quando reconhecida por proteinas de membrana ¢
endocitada, ¢ levada at¢ a membrana do lisossoma para que ocorra o fluxo de entrada e
saida pelas proteinas da membrana lisossomal (Sloan, Carrillo, Adams, & Venditti, 1993).
No interior do lisossoma, enzimas lisossdmicas desassociam a transcobalamina, que entdo
¢ exportada para a mitocondria e citosol, onde ocorrera a via de biossintese de coenzimas.
A maior parte da cobalamina celular ¢ encontrada nas mitocondrias na forma de
5’desoxiadenosilcobalamina. Na mitocOndria, a cobalamina é metabolizada ¢ forma a
adenosilcobalamina (AdoCbl) que, por sua vez, participa do ciclo de respiracao celular,
enquanto, no citoplasma, a cobalamina ¢ metabolizada e forma a metilcobalamina
(MeCbl) um importante cofator para a conversdo de homocisteina em metionina
(Fettelschoss et al., 2017; Rutsch et al., 2009) (Figura 1).

Ao se abordar o transporte da cobalamina intracelular, necessario se faz relatar a
acao de duas importantes proteinas, quais sejam, a cobalamina J (cblJ) expressa pelo gene
ABCD4 ¢ a cobalamina F (cblF), expressa pelo gene LMBRDI (Banerjee et al., 2009;
Buers et al.,, 2016; Fettelschoss et al., 2017). Ambas atuam como proteinas
transmembrana em diferentes organelas como: peroxissomo, reticulo endoplasmatico e
lisossoma (Coelho et al., 2012; Deme et al., 2014; Kawaguchi, Okamoto, Morita, &
Imanaka, 2016) com fung¢do de transporte dependente de ATP de uma ampla variedade

de substratos.
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Figura 1. Representacdo do metabolismo e transporte intracelular da cobalamina. A
cobalamina ¢ ligada a proteina transcobalamina e, entdo, ¢ endocitada pelo receptor de
membrana e enviada ao lisossoma. No interior do lisossoma, a cobalamina ¢é liberada da
transcobalamina e, em seguida, ¢ transportada para o citoplasma onde ocorre sua reducao
de cbllIlI para cblll mediada por enzimas. A partir dai, a cobalamina pode seguir por duas
vias: receber a adi¢gdo de um grupo adenosil por acdo mitocondrial e assim participar
como coenzima no ciclo de Krebs ou ser metilada no citoplasma onde ird participar do

ciclo do folato. Referéncia: (Sloan et al., 1993).

O complexo formado pelas proteinas cbl] e cblF atua de forma critica no
transporte da membrana lisossomal. Estudos realizados por Coelho et al. (2012)
provaram o envolvimento da cblJ e cblF no transporte lisossomal, utilizando marcagao
fluorescente das duas proteinas. O resultado do experimento atestou que o complexo €
essencial a exportagdo cbllll lisossomal em direcdo ao citoplasma, provando a forte

relacdo entre cblJ e cblF nas etapas da metabolizagao da cobalamina.
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O entendimento do metabolismo das cobalaminas e das proteinas envolvidas nesse
processo € importante para se compreender a fisiopatologia da deficiéncia da vitamina
B12 no ser humano. A deficiéncia de vitamina B12 pode ocorrer em fungao de falhas em
qualquer das epatas de metabolizacao desse nutriente: do aporte nutricional adequado a
digestdo e absor¢ao ou o transporte intracelular, parametros esses que devem ser avaliados
para se determinar a causa especifica da deficiéncia dessa vitamina. Por exemplo,
ingestdo de quantidades aquém das exigéncias nutricionais ou a caréncia de alimentos de
origem animal, ou ainda mé absor¢ao intestinal, acarretam alteragdes na via metabdlica e
nas dosagens séricas de vitamina B12 levando a deficiéncia desse nutriente. Outro fator
associado a deficiéncia de vitamina B12 sdo os erros inatos do metabolismo (Chiang,
Hung, Wang, Lee, & Yang, 2013; Huemer & Baumgartner, 2019).

Os erros inatos do metabolismo sdo disturbios genéticos que geralmente estdo
associados a alteragdes enzimaticas capazes de interromper vias metabolicas,
ocasionando falha de sintese, degradacdo, armazenamento ou transporte de moléculas no
organismo. As doencas metabolicas hereditarias resultam na falta ou alteracdo da
producao de uma enzima, que por sua vez, compromete a via metabolica ocasionando
acumulos de substrato da etapa anterior a interrup¢ao ou ao surgimento de uma rota
metabolica alternativa (Husny & Fernandes-Caldato, 2006; Takeichi et al., 2015).

Um exemplo de erro inatos de metabolismo ¢ o defeito em alguma das proteinas
ou em algum produto na via metabolica das cobalaminas, levando a deficiéncia de
vitamina B12 secunddria ou seja, sem relagdo com caréncia nutricional ou probelmas
absortivos (Huemer & Baumgartner, 2019). Na literatura, foram relatados mais de 10
defeitos distintos associados a proteinas que afetam as vias do metabolismo intracelular
de cobalaminas: cblA, cblB, cblC, cblD, cblE, cblF, cbllJ, cblG, cblX e mut (Banerjee et
al., 2009). Os diversos defeitos podem causar hiper-homocisteinemia isolada, aciduria
metilmalonica isolada ou ambas (Coelho et al., 2012). Algumas manifesta¢des clinicas ja
foram associadas a erros na via metabdlica, como hiperhomocisteinemia isolada com a
presenca de variante na cblD; homocisteiniria com defeitos nas cblE e cblG; aciduaria
metilmaldnica com cbl A, B, C, D e F (Rutsch et al., 2009).

Os erros inatos do metabolismo das cobalaminas podem se manifestar através de
uma variedade de sinais e sintomas clinicos, a depender da alteracdo da via metabolica
que esta alterada. Dentre as manifestagdes clinicas relatadas estdo incluidos dismorfias,
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, encefalopatia e anemia megaloblastica

(Constantinou et al., 2015). Variantes patogénicas bialélicas nos genes ABCD4 e
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LMBRD1 podem gerar comprometimento sistémico logo apds o nascimento como: déficit
de crescimento pds-natal, dificuldades em se alimentar, malformagdes cardiacas
congénitas, letargia, hipotonia e anemia megaloblastica. Do ponto de vista bioquimico,
podem ser identificados aumento nas concentragdes sé€ricas de homocisteina e acido
metilmalénico (Constantinou et al., 2015; Fettelschoss et al., 2017; Rutsch, Gailus,
Suormala, & Fowler, 2011; Vasiliou, Vasiliou, & Nebert, 2009; Vassiliadis, Rosenblatt,
Cooper, & Bergeron, 1991).

Variantes patogénicas no gene LMBRDI podem estar associadas a sintomatologia
diversa e frequentemente mais grave no paciente como: retardo do crescimento
intrauterino, atraso no desenvolvimento, deficiéncia intelectual, convulsdes, glossite,
estomatite e infecgdes recorrentes. Outra caracteristica que ja foi relatada em pacientes
com variante nos genes ABCD4 ¢ LMBRDI foi a presenga de depositos elétron-densos
em lisossomos e mitocondrias quando avaliada a bidpsia de pele em microscopia
eletronica de transmissao (Vassiliadis et al., 1991).

Apesar das cobalaminas serem bem estudadas, poucos sdo os relatos na literatura
que abordam as manifestagdes e o desfecho clinico referentes a variante patogénica no
gene LMBRD1, sendo descritos apenas 18 casos. Até o momento, suspeita-se haver uma
correlacdo da gravidade dos sinais e sintomas com o tipo de variante ocorrida no gene.
Alguns estudos apontam que pacientes que tiveram altera¢do do tipo frameshift no gene
LMBRDI apresentaram fenotipo mais grave em comparagdo aos pacientes com variante
do tipo missense (Sremba et al., 2020). Por essa razao existe a necessidade de estudar
mais pacientes com a deficiéncia de vitamina B12 secundaria a defeitos no metabolismo
da cobalamina e identificar sua etiologia especifica.

Este estudo teve por objetivo descrever uma paciente com diagndstico tardio de
deficiéncia da vitamina B12, que apresentou manchas hipercromicas na pele, atraso no

desenvolvimento intelectual, baixa estatura e dismorfismo facial.
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2. METODOS

2.1. Participante do estudo

O caso avaliado neste estudo ¢ uma paciente do sexo feminino com
consanguinidade parental, apresentando baixa estatura e manchas difusas hipercromicas
desde o nascimento com agravamento do quadro clinico com o avanco da idade. A
paciente foi inicialmente avaliada pelo servigo de Dermatologia do HUB e encaminhada
para a equipe de geneticistas do Hospital Universitario de Brasilia-HUB. Apos a avaliacdo
clinica da paciente e com o intuito de investigar e definir o diagndstico, foram coletados
fragmentos de pele para avaliacdao ultraestrutural e extragdo de DNA para avaliagdao

genética.
2.2. Processamento ultraestrutural da bidpsia de pele

Com o objetivo de melhor caracterizar e avaliar as manchas hipercromicas, foi
feita bidpsia axilar de pele para andlise ultraestrutural. A avaliagdo pela microscopia
eletronica de transmissdo permite identificar estruturas celulares com maior poder de
resolucdo que a microscopia oOtica. Dessa forma, essa avaliagdo identificou os
componentes do tecido epitelial e conjuntivo, observando seus componentes celulares e
permitiu avaliar possiveis depoOsitos em organelas.

Apdés a coleta, os fragmentos foram imediatamente seccionados em
aproximadamente 1 mm?® e colocados em tubos de 1,5 ml do tipo “eppendorf” contendo
aproximadamente 1 mL de solugdo fixadora de Karnovky (2% de glutaraldeido, 2% de
paraformaldeido, 3% de sacarose, 0,5mM de cloreto de calcio e 0,IM de tampao
cacodilato de sodio, pH 7,2), mantidos por doze horas a 4 °C. Posteriormente, foram
realizadas lavagens com 0,1M de tampao cacodilato de sodio (pH 7,2). A etapa de pos-
fixacao foi realizada com a adicdo de tetroxido de 6smio 1% 1:1 (v/v) a solucdo de
ferricianeto de potéssio 0,08% e cloreto de calcio SmM, diluidos em tampdo cacodilato
de sodio 0,1M (pH 7,2) por uma hora. As amostras foram mantidas protegidas da luz
durante esse processo.

Posteriormente, as amostras foram lavadas em tampao cacodilato de s6dio 0,1M
(pH 7,2) por 10 min e submetidas a p6s fixagdo “in block” com solugao aquosa de acetato

de uranila 0,5% durante duas horas. Em seguida, o material foi lavado com 4gua destilada.
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O processo de desidratagao foi iniciado em série crescente de acetona (30%, 50%, 70%,
90% quinze minutos em cada concentragdo e trés banhos de acetona 100%, 10 min cada).

Apos a desidratacdo, as amostras foram infiltradas com mistura crescente de resina
Spurr® e decrescente de acetona, iniciando a mistura na propor¢do (acetona:resina) em
2:1, 1:1, 1:2 (v/v) e resina pura. Cada infiltragdo durou de doze a vinte horas, sendo a
Glltima infiltragdo feita com a resina Spurr® pura, durante seis horas. Em seguida, as
amostras foram incluidas em formas apropriadas de silicone contendo resina Spurt® pura.
O material foi mantido em estufa a 57 °C, por aproximadamente setenta e duas horas para
polimerizacao da resina.

O material foi seccionado em ultra-microtomo Leica EM UC7®, utilizando-se
navalhas de vidro para obten¢do de cortes semi-finos (2-5 um de espessura) e navalha de
diamante para cortes ultrafinos (80-100 nm). Os cortes ultrafinos foram coletados em
telas de cobre de 300 mesh e contrastados com acetato de uranila 3% diluido em agua
destilada durante 30 min e em solug@o de citrato de chumbo saturado por 10 min, em
seguida lavados em agua destilada. O material foi analisado em Microscopio Eletronico
de Transmissdo modelo Jeol® 1011C e a captura de imagens feita pela cAmera Gatan

Digital Micrograph ™ 3.11.0 Copyright®.
2.3. Sequenciamento de nova geracao (analise do exoma)

Como estratégia de busca da variante causativa correspondente as manifestagdes
patologicas da paciente, foi feita a analise do exoma. Esta metodologia, também
conhecida como sequenciamento de nova geragao (NGS), permite sequenciar toda a
por¢do codificante (éxons) do genoma de um individuo. Dessa forma € possivel comparar
as sequéncias do individuo afetado com bancos de dados e com o genoma de referéncia.
Esse método ¢ constituido de trés etapas: 1) preparo da biblioteca onde sdo selecionadas
e amplificadas as regides codificantes, 2) sequenciamento em alta escala e 3) analise de

bioinformatica.
2.4. Extragdo do DNA

O DNA da paciente foi extraido a partir do sangue periférico pelo método
Puregene “Salting out” (Miller et al., 1988). O DNA obtido foi quantificado no
espectrofotometro Nanodrop (Thermo Scientific) e verificada a pureza através da razao

das absorbancias dos comprimentos de ondas. As bibliotecas de sequenciamento foram
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preparadas utilizando-se o kit SureSelect Human All Exon V6 (Agilent Technologies) e
sequenciadas pela Macrogen Inc. na plataforma lllumina HiSeq 4000 com cobertura

média de 50 vezes e comprimento de leitura de 2 x 100 pb.
2.5. Analise do exoma

A técnica de sequenciamento de nova geragdo ¢ aplicada para a detecg¢dao de
altera¢des em variantes, permitindo a aplicacdo de filtros de analise que auxiliam na busca
por variantes correlacionadas a alteragao patologicas ja descritas anteriormente. A analise
das variantes foi realizada utilizando a plataforma Franklin (www.genoox.com). Durante
a analise foi possivel importar os dados de sequenciamento para configurar nosso proprio
pipeline. Uma série de filtros foi aplicada para obter um conjunto de variantes candidatas
causadoras de doengas: (1) variantes removidas por erro de leitura ou baixa cobertura; (2)
filtragem baseada em efeito deixando restrito o modo: frameshift, missense, nonsense e
splicing. (3) filtro para zigosidade, deixando homozigoto e heterozigoto (4) filtros de
caracteristicas fenotipicas da paciente foram utilizados. Apds a aplicagao dos filtros, uma
analise das variantes restantes foi realizada individualmente de acordo com o quadro

clinico apresentado e a classificagdo do ACMG.
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3. RESULTADOS

3.1. Relato de caso

Paciente do sexo feminino, 13 anos de idade, segunda filha de pais consanguineos
(primos de 3° grau) com dois outros irmaos (18 anos e 5 anos) assintomaticos. A paciente
foi encaminhada pelo servigo de Dermatologia do HUB por apresentar baixa estatura e
manchas difusas hipercrdmicas. A mae refere abortamento de repeti¢do e relata que, na
gestacdo da filha, apresentou multiplos sangramentos, sendo necessario o uso de
progesterona. A crianga nasceu a termo, de via cesariano, dentro dos parametros de
normalidade (2.900 g e 49 cm). Desde o nascimento a paciente apresenta manchas
hipercromicas no pescogo, base das unhas, maos, pés e pescoco com acentuagdo das
manchas a exposic¢ao solar e agravamento do quadro com a idade.

Aos 5 anos apresentou ulceragdes na boca e anus atribuidos a intolerancia a lactose
e ao gluten, com necessidade de tratamento ambulatorial com antibidticos. A crianga
frequentou a escola de acordo com a idade e série, ndo relata atraso no aprendizado ou
reprovagdo escolar. No entanto, aos 9 anos foi diagnosticada com Transtorno do Déficit
de Atencao (TDAH). A paciente nega episddios de convulsdo ou cirurgia. Menarca

aconteceu aos 13 anos, com ciclo menstrual regular.

3.2. Exame fisico

Paciente com baixa estatura (149 cm; < 3 percentil), 47 kg (entre os percentis 25
e 50), circunferéncia frontal-occipital de 54,5 cm (entre os percentis 50 e 98), assimetria
facial, orelhas de implantagdo baixa, prognatismo, filtro longo, labios grossos, voz
anasalada e rouca. Manchas hipercromicas difusas, com predominio em regido cervical,
lateral e posterior, regido inguinal, axilas, virilhas, dorso das maos, dedos (com
predominio em regides interfalangeanas e falanges distais), leitos ungueais e pés (Figura
2). Nao apresentava hiperpigmentacdo das mucosas, nem anormalidades na lingua

sugestivas de glossite ou outras alteracdes hematologicas.
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Figura 2. Fotos da paciente mostrando a dismorfia facial (A), orelhas com baixa
implantacdo (B); presenca de manchas hipercromicas: axilas (C); dorso (D); Pescogo (E);
Maos (F) e P¢ (G).

Os seguintes exames complementares revelaram: ultrassonografia de pelve e
abdomen: normais; Cariotipo: 46,XX [20] (normal para sexo feminino); radiografias de
maos e punhos: idade dssea de 11 anos, conforme o esperado para a idade cronoldgica a
época do exame (12 anos); exames laboratoriais (hemograma completo, anti-
transglutaminase; acido organico urindario e cortisol) todos dentro dos parametros de
referéncia. Dosagem de vitamina B12, homocisteina e 4cido folico estavam com valores
reduzidos em relacdo aos valores de referéncia (Tabela 1).

Apos a avaliagcdo minuciosa por parte das equipes de Genética e Dermatologia, foi
aventada a hipotese de que se tratava de uma deficiéncia congénita da vitamina B12,
secunddria a um erro inato do metabolismo. Para comprovar essa hipotese, foi necessaria
a avaliacao de fragmento de pele da paciente por andlise ulltraestrutural em microscopio
eletronico de transmissdo e o sequenciamento do exoma para descobrir a variante
causativa da condicao patoldgica da paciente.

Paralelamente, foi iniciada suplementagdo de vitamina B12 com esquema
terapéutico via intramuscular com dose de ataque de 1 mg ao dia por 7 dias, seguido de 1
mg 3 vezes/semana por 3 semanas e, logo apds, 1 mg uma vez por més por 3 meses
consecutivos e manteve, por regime oral, dose didria de 1 mg. Apoés a terapéutica de
suplementagdo da vitamina B12 foram repetidos os exames, sendo observadas as

dosagens discriminadas na Tabela 1 abaixo.
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Tabela 1. Exames bioquimicos realizados pré e pos o tratamento com a suplementacgdo da
vitamina B12.

Exame Pré Tratamento P6s Tratamento R;]fi(é);g;*
Vitamina B12 (pg/mL) 175 256 180 - 900
Homocisteina (nmol/L) 45.4 14.3 5-15

Acido folico (ng/mL) 7.59 NR >3.10

Legenda: NR — Nao realizado.
3.3. Resultados da analise ultraestrutural

A andlise ao microscopio eletronico de transmissdo de fragmento de pele axilar,
representada por porgdes da epiderme e derme profunda, revelou conservacdo de
estruturas celulares e da 1amina basal na por¢do da epiderme. Com frequéncia, notou-se
aumento do pigmento de melanina em queratinocitos basais e numerosos melanofagos na
derme papilar. Em fibroblastos da por¢do dérmica foram observados numerosos
melanossomos, com formagdes vacuolares contendo fagocitos fortemente elétron-densos
(Figura 3). Nao foram observadas alteragdes ultraestruturais em outras organelas

celulares, vasos sanguineos e em fibrilas colagenas.

Figura 3. Anélise de biopsia de pele por microscopia eletronica de transmissao. Observa-
se o citoplasma de fibroblastos contendo melanossoma com depdsitos irregulares elétron-

densos. Abreviaturas: (N) ntcleo; (Me) melanossoma; (Cr) cromatina.
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3.4. Resultados da analise do sequenciamento de nova geragao (exoma)

A andlise de variantes foi realizada a partir dos dados brutos de sequenciamento
dos arquivos FastQ obtidos pela Macrogen. O resultado do exoma foi analisado pela
plataforma Franklin (www.genoox.com) seguindo as diretrizes da ACMG (American
College Medical Genetics) e estabelecidas estratégias para a filtragem para a identificagao
da variante conforme a Tabela 2 abaixo.

Apos a andlise do sequenciamento do exoma, foi identificada uma variante em
homozigose, (c. 515-516 del 9p.Thr172) no gene LMBRD1 (NM_018368.4) localizada
no éxon 4, do tipo frameshift. A variante foi classificada como provavelmente patogénica
pela plataforma Franklin de acordo com os critérios do ACMG. A Figura 4 mostra as

variantes patogénicas descritas no gene LMBRDI.

Tabela 2: Estratégias utilizadas para filtragem das variantes encontradas na analise do
exoma da paciente. A analise foi realizada pela plataforma Franklin (Genoox).

Fenotipo Regido génica Efeito Zigosidade  Frequéncia Confianca
Baixa estatura Exonic Missense ~ Homozigoto Rara Baixa
Manchas Splice Donor . . . (1
. . . p Frameshift Heterozigoto Muito rara  Média
hipercrémicas (+2)
Splice Acceptor Non
. Alta
(-2) frameshift
Regido de Splice .
Start Gain
(+-3->10)
Start Loss
Stop Loss
] & & s
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Figura 4. Esquema grafico exemplificando as variantes patogénicas descritas no gene
LMBRDI1 que ja foram relacionadas com a deficiéncia da cblF. A variante em negrito foi

identificada na paciente deste estudo.
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4. DISCUSSAO

Apoés a andlise integral e multissistémica da paciente, que englobou desde a
avaliagdo dos dados clinicos, exames laboratoriais, biopsia de pele e o resultado do
exoma, foi possivel estabelecer a etiologia da doenca e iniciar o tratamento da paciente.
Apesar do diagnostico tardio trata-se de doenga congénita de causa genética que faz parte
do grupo de doengas conhecidas como erros inatos do metabolismo da cobalamina.
Poucos sdo os relatos que descrevemvariantes no gene LMBRD1, tendo até o momento,
menos de 20 casos relatados.

A apresentagdo clinica desses casos ¢ altamente heterogénea, com registro de
pacientes oligossintomaticos e outros com inicio precoce de manifestagdes graves,
levando a limitacdes substanciais e até morte prematura (Tabela 3) (Genin et al., 2011;
Mori, Ando, & Kukita, 2001).

Pacientes com deficiéncia na cblF tém a maioria das manifestacdes fenotipicas
geralmente se apresentando apos o nascimento: retardo de crescimento poés-natal,
dificuldades de alimentagdo, atraso no desenvolvimento, convulsdes, letargia e hipotonia,
além de malformagdes cardiacas congénitas. Esses pacientes com erros inatos do
metabolismo da cobalamina também podem apresentar manifestagdes semelhantes
aquelas observadas na deficiéncia nutricional de vitamina B12, como anemia
megaloblastica, glossite e hiperpigmentacdo da pele. O quadro clinico heterogéneo e
inespecifico pode dificultar o diagnostico precoce (Constantinou et al., 2015; Dassa &
Bouige, 2001; Fettelschoss et al., 2017; Genin et al., 2011; Mori et al., 2001; Van
Roermund, Ijlst, Wagemans, Wanders, & Waterham, 2014), como pode ser visto na
Tabela 3.

O diagnostico tardio dessa paciente se deve provavelmente ao grau de
apresentacao de sintomas, que foram relativamente leves (transtorno de déficit de
aten¢do, baixa estatura, caracteristicas dismorficas leves e hiperpigmentacdo na pele) e
que s6 foram melhor investigados devido a hiperpigmentacdo cutinea (queixa principal
da paciente e motivo que a fez buscar assisténcia médica). No entanto, dentre os casos
descritos de alteracao no LMBRD1 ha apenas um relato de alteragdes da coloragdo da pele
(Altawil et al., 2020). Por sua vez, Rutsch et al. (2009) descreveram um paciente portador
de variante patogénica em homozigose com efeito frameshift ¢.515 516 del (a mesma

variante da paciente descrita neste trabalho) que, porém, manifestou fenotipo grave com

43



multiplas malformagdes como fistula traqueoesofagica, sem, contudo, a presenga de
manchas hipercromicas.

Takeichi et al. (2015) também correlacionaram a presenca das manchas difusas
em um relato de caso de uma paciente portadora de variante em homozigose no gene
ABCD4 (c.423C>G;p.Asn 14Lys), que apresentou como sinais clinicos a presenca de
hiperpigmentacdo cutanea progressiva difusa, alteragdes hematologicas e leve
clareamento no cabelo. A paciente ndo relatou alteragdes de pigmentagdo em mucosas,
ou qualquer alteracao neurologica. A avaliagdo de exames bioquimicos detectou aumento
da homocisteina plasmatica, baixo indice de cobalamina em sangue periférico e elevada
dosagem de 4cido metilmaldnico na urina (Takeichi et al., 2015).

O achado de hiperpigmentacdo cutanea ¢ mais correlacionado a variantes
patogénicas no gene ABCD4 que estdo associadas ao disturbio de cblJ. Até o momento, a
maior parte dos 6 casos descritos envolvendo de variante no gene ABCD4, apresentaram
alteracdes na pigmentacdo cutanea (Altawil et al. 2020; Fettelschoss et al. 2017a; Rutsch
et al. 2009; Takeichi et al. 2015; Vasiliou, Vasiliou, and Nebert 2009; Vassiliadis et al.
1991).

A duas cobalaminas (F e J) tém papel critico no transporte intracelular dos
lisossomos e por essa razdo pode haver a sobreposicdo de sinais clinicos nos defeitos
associados a essas duas cobalaminas (Coelho et al., 2012). Um dos mecanismos que
poderia explicar a hiperpigmenta¢ao difusa da pele afetando preferencialmente pescogo,
axilas, palmas das maos e dedos, seria a incontinéncia pigmentar.

A incontinéncia na transferéncia de melanina entre melandcitos e queratinocitos,
pode ter como resultado alteragdo pigmentar (hipercromia cutanea). Esse processo
acontece quando o pigmento da melanina fica no citoplasma de fibroblastos no extrato
dérmico, ndao ocorrendo o trafego migratéorio da melanina para melandcitos e
queratindcitos na por¢do epidérmica da pele. Acredita-se que essa incontinéncia de
trafego migratdrio ¢ resultado do aumento do estresse oxidativo por hiperproducido da
homocisteina, que por sua vez altera a oxidacao da glutationa, a qual leva a supressao da
inibicdo normal da tirosinase com subsequente estimulo aumentado da melanogénese
(Nagapan, Lim, & Basri, 2019).

Essa hipotese ¢ corroborada pela presenga das manchas hipercrdmicas difusas e
poderia explicar também os achados de escurecimento da pele quando exposta ao sol, ja
que a agao ultravioleta da luz solar levaria a deplegao adicional de glutationa (Altawil et

al., 2020; Sremba et al., 2020).
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Tabela 3: Comparacao de dados clinicos de relatos de casos descritos na literatura com deficiéncia de cblF e variantes de LMBRDI com as
manifestacdes clinicas da paciente.

Autor Rosenblatt =~ Shih Wong  Alfhadel MacDonald = MacDonald Waggoner Oladipo et Rutsch Rutsch ~ Rutsch Rutsch =~ Rutsch Rutsch Gailus Miousse Armour et Constantinou = Tong et AlTawil et
Ano et al., et al., et al., et al., et al., et al., et al., al., et al., et al., et al., et al., et al., et al., et al., et al., al., et al., al., al.,
\ 1986 1989 1992 2011 1998 1998 1998 2011 2009 2009 2009 2009 2009 2009 2009 2011 2013 2015 2019 2020
Variavel/Sintoma
Sexo F F F F M M F F M F F M M M M F F M F F
Idade 12d 18d 6m 6m 11a RN m m 3 sem 2m 4 sem 3 sem 10m m - 6d RN Tm RN 4m
Estomatite + - - - + - + + - - - - - - - - - - NA NA
Glosite + + - - - - - - - - - + - - - - - - NA NA
Infecgdes R R . . R R R R R B R R R R _ R B R R NA
recorrentes
Rasch - + + + + - - - - - - - - - - - + + NA -
Atraso no - - + + + + - + + + + - + - - + - +
desenwolvimento
DD/ID + + + + + + - - - + + - + + + + - + - +
Convulsdo + - + + - NA - - - - - - - - + - - - - NA
Hipotonia + + + + - + - - - - - - - - + + - + - NA
Anemia - + + + + - - - - + - - - - + - - - + -
megaloblastica
Neutropenia - - - - + + - - - + - - - - - - - + NA +
Trompocitopenia - - - - + + - - - - - - - - - - - + NA +
Alteragao no _ B R R _ . R R R R R . R R _ B _ . R R
figado
Alteragdo no rim NA NA NA NA NA NA - - NA NA NA NA NA - - - - Agenesia - -
Dismorfias NA NA NA NA NA NA - - NA NA NA NA NA NA - + - + -
Cardiopatia . R R R ~ R . + . R . R R R ~ + R . . NA
congénita

. NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA - - - - - NA +
Heterocromia
Baixa estatura NA NA - - NA NA + + + NA NA + NA NA - - - + NA +
OFC NA NA Macro Macro NA NA Normal Normal NA NA NA NA NA NA Micro Normal ~ Normal + NA Micro
Alteragdo dentaria + NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA + + NA - - - +

Legenda- LDD/ID: Deficiéncia intelectual; OFC: Perimetro encefalico; F: feminino; M: masculino; d: dia; m: més; RN: recém-nascido; sem:

semana; NA: ndo avaliado; +: presente; -: ausente.
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Até o momento ndo se sabe ao certo a influéncia das proteinas de transporte
lisossomal cblF e cbl] na melanogénese. Por isso sdo necessarios mais estudos para
compreender a atuacdo da proteina LMBRDI no transporte das cobalaminas e o
desbalang¢o na formac¢ao de melanossomos em fibroblastos no extrato dérmico.

O diagnostico de deficiéncias de cobalaminas pode ser feito a partir do exame de
triagem neonatal ampliado o que permite um diagnostico precoce para pacientes com
deficiéncia de cblf. No entanto, o diagndstico de pacientes nascidos antes da
implementa¢do do exame de triagem neonatal ampliado ¢ desafiador, em parte devido as
apresentacoes clinicas altamente heterogéneas e também porque os pacientes levemente
afetados podem demorar mais para iniciar a investigacao adequada.

Por fim, a deficiéncia de cblF deve ser considerada em pacientes que apresentam
hiperpigmentacdo cutdnea com ou sem baixa estatura e atraso no desenvolvimento.
Embora a confirmagao possa exigir um painel de sequenciamento de nova geracao ou até
mesmo sequenciamento de todo o exoma, pacientes com suspeita de erro inato no
metabolismo das cobalaminas podem lancar mao de testes mais amplamente disponiveis,
como dosagem de vitamina B12, de homocisteina e de 4cido metilmalonico séricos, que
sd30 uma primeira estratégia de avaliacao desses pacientes.

A raridade desse distirbio é contrabalanceada por um tratamento prontamente
disponivel, que poderia prevenir muitas das complica¢des deletérias da deficiéncia de

vitamina B12 se instalado no inicio do curso da doenca.
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Capitulo II



Variante patogénica no gene ENPP5 em
paciente com displasia esquelética e anomalias

dentarias



1. INTRODUCAO

As desordens esqueléticas sdo um grupo heterogéneo de doengas genéticas que
afetam o desenvolvimento e a homeostasia do esqueleto, podendo acometer entre 2 a 4
individuos a cada 10.000 nascimentos. Até pouco tempo, o diagnostico dessas sindromes
era feito exclusivamente pela avaliacdo clinica associada a andlise de imagem e,
esporadicamente, pela analise histopatoldgica (Barkova et al., 2015b). Nos ultimos anos,
as bases moleculares de numerosas desordens tém sido esclarecidas e um numero
crescente de genes vem sendo identificados. Atualmente, 436 desordens esqueléticas sao
classificadas em 42 grupos com envolvimento de mais de 300 genes na patogé€nese
(Bonafe et al. 2015; Mortier et al. 2019).

De acordo com a nosologia de 2015 (Bonafe et al., 2015) as doengas esqueléticas
foram subdivididas em: I) Doencas do metabolismo 6sseo, aquelas que comprometem a
homeostasia da matriz mineralizada do osso; II) Malformagdes esqueléticas e/ou
sindromes reducionais, sindromes que comprometem o segmento corporal ou a auséncia
de algum membro; III) Disostoses, grupo de doencas que afetam um osso ou um grupo
limitado de ossos, mas que ndo comprometem a proporcionalidade corporal,
mineralizacdo e densidade 6ssea; IV) Displasias esqueléticas, ou osteocondrodisplasias,
constituem um grupo heterogéneo de desordens que afetam o crescimento e
desenvolvimento do esqueleto, normalmente relacionadas a baixa estatura (Rimoin et al.
2007; Warman, Cormier-daire, et al. 2011; Mortier et al. 2019)

As displasias esqueléticas apresentam alta morbimortalidade e baixa prevaléncia
na populacdo (Barbosa-Buck et al., 2012). As manifesta¢des clinicas dentro desse grupo
variam desde osteoartropatia precoce (#259100 OMIM) em individuos com estatura
normal, até as formas mais graves e letais com Obito perinatal como na displasia
tanatoforica (#187600 OMIM) (Abarca, Rodriguez, Casas, & Espindola, 2014). Os sinais
mais frequentes nas displasias esqueléticas sdo baixa estatura, seguida de deformidades
Osseas, presenca de fraturas, luxagdes, contraturas articulares, despropor¢ao de membros,
alteragcdes craniofaciais, além de comprometimento sistémico, como a restricdo do
crescimento dos 0ssos da caixa toracica e com isso, problemas pulmonares (Krakow et

al., 2008; Krakow & Rimoin, 2010).
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Multiplas displasias esqueléticas apresentam manifestagdes craniofaciais e
alteracdes 0sseas, podendo ser citadas dentre elas a displasia craniometafisaria (CMD) e
a displasia metafisaria (Warman, Cormier-Daire, et al., 2011). A displasia
craniometafisaria, apresenta heranga autossdmica dominante (CMDD; #123000 OMIM)
ou autossomica recessiva (CMDR; #218400 OMIM), caracterizada principalmente por
macrocefalia, hiperostose e esclerose progressiva dos ossos do cranio, alargamento da
ponte do nariz, hipertelorismo, palato ogival, assimetria da mandibula, paralisia facial
resultante da compressao de nervos cranianos, perda auditiva e alteracdes oftalmologicas.
Outras manifestacdes incluem alargamento da regido metafisaria, esclerose de falange,
metacarpo e genu valgum (Kornak et al., 2010; Reichenberger et al., 2001). Em relacao
as manifestacdes bucais existem poucos relatos detalhados na literatura. Em 2014, estudo
de série de casos avaliou as manifestacoes orodentais em 7 pacientes portadores de
CMDD e todos os pacientes avaliados apresentaram atraso na erupgao dentaria dos dentes
permanentes, aumento das dimensdes buco palatina da maxila e dimensdes buco lingual
da mandibula, sendo a mandibula mais afetada. No entanto, a densidade Ossea da
mandibula e maxila foram inalteradas (Lin, Chen, Cheng, Hu, & Hsueh, 2014; Ramseyer,
Leonard, & Stacy, 1993). Até o presente, somente variantes no gene Progressive
ankylosis protein homolog humano ANKH tém sido associadas com a CMDD. A proteina
ANKH ¢ uma proteina transmembrana, altamente conservada, que participa
principalmente no transporte de pirofosfato e atua como um potente inibidor da
mineralizacdo (Reichenberger et al., 2001; Singh, Qin, Medarametla, & Hegde, 2016).

O termo “displasia metafisaria” reagrupa 10 tipos de desordens que possuem
modo de heranca autossoOmica dominante e recessiva, assim como heterogeneidade
genética, ou seja, diferentes alteracdes genéticas causando a mesma doenga (Bonafe et
al., 2015). A displasia metafisaria autossomica recessiva também chamada doenca de
Pyle (#265900 OMIM) ¢ associada a variantes no gene SFRP4 e pode ser diagndstico
diferencial de CMD (Simsek Kiper et al., 2016). Esse grupo de displasias esqueléticas
apresenta como principais sinais clinicos o alargamento na regido das metafises, osso
cortical fino, genu valgum, e por vezes, fraturas. Em alguns tipos de displasia metafisaria
sdo descritas alteragdes orodentais tais como paralisia facial devido a compressao do
nervo facial, rarefacdo generalizada dos ossos do complexo maxilomandibular,
afinamento cortical da maxila, mandibula e ossos alveolares, alargamento do condilo e

atraso na erupg¢ao dentaria (Narayananan, Ashok, Mamatha, Rajeshwari, & Prasad, 2006).
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A grande heterogeneidade fenotipica das displasias esqueléticas representa um
desafio para a defini¢do do diagnostico. O avancgo das técnicas moleculares tem permitido
uma continua revisao da classificacdo das displasias esqueléticas e a descricdo de novas
condig¢des sindromicas (Bonafe et al., 2015). O sequenciamento de nova geracao tem sido
uma ferramenta essencial no entendimento das bases moleculares dessas desordens e
somada a outros critérios diagnosticos, permite correlacionar o fendtipo-genotipo de
displasias esqueléticas pouco estudadas ou ainda ndo descritas.

A maioria das displasias esqueléticas sao desordens monogénicas € seguem um
padrao de heranga autossomico dominante, autossémico recessivo ou ligado ao
cromossomo X. Nos casos em que o mesmo fendtipo pode ser causado por variantes em
varios genes ou quando a etiologia genética ¢ desconhecida, o sequenciamento de exoma
ou de nova geragdo ¢ o método de escolha para o diagnostico molecular. Como o
sequenciamento de exoma ou de genoma fornece muitas variantes raras, a correlagdo com
uma caracterizagdo fenotipica detalhada ¢ essencial na interpretacdo dos resultados
(Mortier et al., 2019).

As desordens esqueléticas sdo frequentemente acompanhadas de malformagdes
craniofaciais e a descrigdo detalhada das manifestagcdes bucais pode contribuir no
diagnéstico (Gorlin, 2001). Apesar da avaliagdo odontoldgica dos pacientes ainda ser
negligenciada, nos ultimos anos, estudos de caracterizacdo de manifestacdes bucais tém
contribuido no diagnéstico de diversas sindromes inclusive de displasias esqueléticas
(Acevedo, Poulter, Alves, de Lima, et al., 2015). Nos ultimos dezesseis anos, a Clinica
de Atendimento de Pacientes Portadores de Anomalias Dentarias ¢ s Servigo de Genética
do Hospital Universitario de Brasilia — HUB tém realizado um esfor¢o conjunto para
caracterizar de maneira detalhada e sistematica as manifestagdes fenotipicas de pacientes
sindromicos. Contudo, apesar desse esfor¢o, ainda ha pacientes sem diagnostico definido.
Dentre os diversos casos acompanhados nesses servigos, destaca-se uma familia
consanguinea na qual o caso indice apresenta alteracdes esqueléticas, crescimento
proeminente da maxila e alteragdes metabdlicas.

Portanto, o presente estudo tem por finalidade a caracterizagdo fenotipica e
genotipica, pela realizacdo de sequenciamento de nova geragao, de um paciente portador

de displasia esquelética com comprometimento craniofacial e metabdlico.
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2. METODOS

2.1. Participante do estudo

O caso indice avaliado neste estudo ¢ um paciente do sexo masculino com
consanguinidade parental, apresentando crescimento progressivo do complexo maxilo-
mandibular, hiperplasia gengival, alteragdes esqueléticas e metabolicas. Teve por
hipotese diagnodstica inicial displasia craniometafisaria ou displasia metafisaria. As
hipoteses diagnosticas iniciais se basearam principalmente nas alteragdes esqueléticas e
craniofaciais, porém, devido ao comprometimento cognitivo e outras alteracdes
sist€émicas, nao foi possivel determinar o diagnostico. A descricdo clinica e a
caracterizacdo fenotipica do paciente foram realizadas pela equipe de geneticistas do
Hospital Sarah Kubitschek e do Hospital Universitario de Brasilia-HUB. A caracterizagdo
das alteracdes orais foi realizada pela avaliacdo de dados e exames do prontuario da
Clinica de Atendimento de Pacientes Portadores de Anomalias Dentarias, na Unidade de
Saude Bucal, HUB.

Ap0s a avaliacdo clinica do paciente e de acordo com a necessidade terapéutica
odontoldgica, foram coletados fragmentos de gengiva para avaliacdo histopatologica,

ultraestrutural, cultura de fibroblastos e extracao de DNA.
2.2. Processamento para avaliacdo morfoldgica de células e tecidos

Amostras de gengiva foram coletadas durante cirurgias realizadas com finalidade
terapéutica e foram cedidos pelo responsavel, por meio da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido com o objetivo de estabelecer o cultivo celular
primario e realizar andlise histopatoldgica e ultraestrutural. Os fragmentos de tecido
gengival do paciente foram divididos em 3 por¢des menores e armazenados distintamente
de acordo com o protocolo de processamento de cada uma das trés técnicas: I) cultura de
células, I1) avaliagdo histopatologica e III) avaliagdo da ultraestrutura. Amostras de
gengiva de individuos controle, pareados por idade e sexo, também foram coletadas e
analisadas de forma idéntica, sob os mesmos protocolos. Esses individuos controle ndo
sindromicos, possuiam tecido gengival integro e eram oriundos do ambulatério da
odontologia, pois estavam em planejamento eletivo para a retirada do terceiro molar

(unicamente).
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2.3. Processamento para avaliagdo celular
2.3.1. Estabelecimento de cultura primaria

Imediatamente apos retirada do tecido gengival dos pacientes (trés individuos
controle ¢ do paciente sindromico) as amostras foram transferidas para tubos conicos
contendo 5 mL de meio de cultura (DMEM) gelado suplementado com 20% de soro fetal
bovino, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 1% de anfotericina B,
para o estabelecimento de culturas por meio da técnica explante. O fragmento da gengiva
foi seccionado em pequenos fragmentos e transferidos para placas de cultura de 6 pocos
padronizando 1 fragmento por pogo. Em seguida, foram adicionados 2 mL de meio
DMEM suplementado em cada poco. As placas foram mantidas em incubadora a 37 °C,
com 5% de CO; e em ambiente umidificado para o crescimento celular, sendo o meio de
cultura renovado a cada 3 dias. Atingida a confluéncia de cerca de 80%, as células foram
removidas das placas por meio da adi¢do de solugdo de tripsina a 0,5 % e subcultivadas
(5x10° células/placa) em placas de 100 mm contendo meio de cultura (DMEM
suplementado). Ap6s completa expansdo, as células foram novamente tripsinizadas e
parte delas foi subcultivada para realizacao dos experimentos com as linhagens celulares
enquanto a outra parte foi criopreservada para posterior utilizagdo. Cada processo de
tripsinizac¢do e subcultura foi considerado como sendo uma passagem celular, de modo

que a “passagem 0 foi definida como o estabelecimento da cultura.
2.3.2. Morfometria dos nucleos (imunofluorescéncia com DAPI)

Com o estabelecimento das culturas primarias de individuos controle e do paciente
sindromico, as amostras foram analisadas em contraste de fase (Zeiss Primo Vert) para
avaliar a morfologia e a confluéncia das células na placa de cultivo. A investigagdo
morfologica do grupo de células controle e das células do paciente sindromico foram
analisadas por ensaio de imunofluorescéncia com DAPI.

As células foram semeadas sobre laminulas de vidro em placas de cultivo de 60
mm, na densidade de 10* células. Apds aproximadamente 3 semanas de cultivo com meio
DMEM completo, a quantidade e distribuicao celular estavam adequadas para analise da
morfologia por meio da imunofluorescéncia. O meio de cultivo foi removido, as células
foram lavadas em PBS e fixadas com paraformaldeido 4% por 10 min e, em seguida,

lavadas novamente com PBS. As laminas foram montadas com a solu¢do de montagem
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contendo DAPI e analisadas ao microscopio de fluorescéncia (Zeiss Axio Imager 2). Foi
feito o registro dos campos das ldminas de modo a obedecer ao critério estabelecido de
50 imagens para cada paciente fotografadas com o aumento e 20x. As imagens foram

analisadas e medidas pelo sistema ImagelJ (Schneider, Rasband, Eliceiri, 2012).
2.3.3. Avaliagao da atividade mitocondrial (MTT)

Para avaliar a proliferacdo celular em meio de cultivo foi utilizado um ensaio de
mensuragdo de atividade mitocondrial. O ensaio de MTT (brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio]) consiste em uma avaliacdo colorimétrica
baseada na capacidade da mitocondria em metabolizar o composto MTT, um sal de
coloragdo amarelada que quando reduzido a cristal de formazan, apresenta coloracdo azul
purpura. Dessa forma, a quantidade de formazan ¢ aferida por espectrometria, podendo
assim, correlacionar a capacidade metabolica da mitocondria com a viabilidade celular.
Quanto maior a quantidade de formazan, maior a viabilidade celular.

Neste ensaio foram utilizadas células de 3 individuos controle e do paciente
sindrdmico em triplicata. As células de cada paciente foram distribuidas em triplicata em
4 placas de 46 pocos referindo os periodos de 1, 3, 7 e 10 dias de cultivo, com densidade
de aproximadamente 10° células por poco. Cada linhagem foi plaqueada em 9 pogos
contendo 10 pL. de meio DMEM e incubadas de acordo com o periodo pré-determinado.
A solugdo de MTT foi preparada a 5 mg/mL em PBS e ap6s os periodos de 1, 3, 7 ¢ 10
dias de cultivo, foi adicionado 10 uL da solu¢do de MTT em cada pogo com posterior
incubagdo protegida da luz por 4h a 37 °C. Apos esse periodo, o conteudo do pogo foi
aspirado e adicionou-se 100 pL. de DMSO para solubilizar os cristais de formazan. As
placas foram homogeneizadas levemente por 5 min e apds essa etapa aferiu-se a
absorbancia em leitor de microplaca a 570 nm. A partir dos dados obtidos dos tempos e
dos pacientes, foi confeccionada uma curva de absorbancia vs tempo a fim de comparar

a proliferacdo celular das células do paciente sindromico e dos controles.
2.4. Andlise estatistica

Os dados oriundos do ensaio de proliferacao celular e da analise morfoldgica dos
nucleos apresentaram distribui¢do nao-normal no teste de Shapiro-Wilk e foram

submetidos a andlise ndo paramétrica usando o teste de Mann-Whitney em 5% de nivel
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de significancia. Todos os dados foram analisados utilizando o programa SAS® (v. 9.3,

Cary, North Carolina).
2.5. Processamento para avaliagdo histopatologica

As amostras de gengiva destinadas ao processamento histopatologico foram
fixadas em paraformaldeido (4%) por 24 horas, desidratadas em série alcdolica crescente,
mergulhadas em etanol absoluto e diafanizadas com solugdo alcool:xilol na proporgao 1:1
(v/v), seguido de trés banhos de xilol 100%, para posterior etapa de inclusdo com
Paraplast® a 59 °C. O material foi incluido em blocos de Paraplast® e apés a solidificacio,
foram seccionados com 5 pm de espessura ultilizando microtomo Leica RM2125RT. As
seccOes seriadas foram colhidas em laminas de vidro e mantidas na estufa a 37 °C por
pelo menos 4 horas, para aderéncia dos cortes a lamina. Apds esse procedimento, as
primeiras laminas de cada série de cortes (lamina 1, 6 e 11) foram coradas com
hematoxilina e eosina (H&E), permanecendo mergulhadas durante trés minutos em
solucdo de hematoxilina basica, recebendo, em seguida, banho em agua corrente por trinta
segundos e entdo submersas em solugdo de eosina por dois minutos, montadas com
Entellan® e posteriormente observadas em microscopio de luz Axio®, Zeiss (Itaim Bibi,

Brasil).
2.6. Coloragdes especiais

Para melhor caracterizar o tecido conjuntivo gengival foram realizadas a
coloragdo de Tricromico de Masson, visando identificar a composi¢ao da fibrose do
tecido (fibras coldgenas) enquanto a coloragao Verhoeff teve por objetivo identificar as

fibras elasticas no tecido.
2.6.1. Tricromico de Masson

Foi realizada coloracao tricromico de Masson de acordo com Santos, 2014. Apds
a desparafinizacdo e hidratagdo dos tecidos, as laminas foram imersas na solugdo de
hematoxilina férrica de Weigart durante 10 minutos e em seguida lavadas em agua
corrente e passadas na dgua amoniacal até que os cortes ficassem azuis. Apos lavagem,
as amostras foram colocadas em agua destilada, depois imersas por 10 min na solucao de
fucsina Ponceau, seguido de lavagem em dgua destilada. As laminas foram mergulhadas em

acido fosfomolibidico por 3min antes de serem coradas com a solugao verde luz, durante 1
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min. Ao final desse procedimento, o excesso de corante foi eliminado na agua acetificada

e as laminas desidratadas com 4lcool e tolueno para a montagem em Entellan®.
2.6.2. Coloragdo de Verhoeff

A coloragao de Verhoeff seguiu o protocolo de acordo com (Santos, 2014). Os
cortes foram previamente desparafinizados, hidratados e lavados em 4gua destilada. As
laminas ficaram mergulhadas em solu¢do de hematoxilina por 1 hora e apos trasncorrido
o tempo, lavadas em dgua corrente para remover o excesso de corante. Para diferenciar a
presenca de fibra eldstica foi necessario colocar gotas da solugdo de cloreto férrico em
concentragao de 2% sobre os cortes e avaliar a contracoloragdo pela anélise microscopica
(as fibras elasticas sdo coradas em preto). Apds a contracoloragao, os cortes foram lavados
em agua corrente por cinco minutos, passaram pelo banho em éalcool 95% e novamente
foram lavados em agua corrente por 5 minutos. Feito este processo, os cortes foram
corados com a solu¢ao de Van Gieson por cinco minutos, lavados em agua destilada a
fim de retirar o excesso de corante, desidratados, clarificados com concentracao de Xilol

¢ a 1amina finalizada com Entellan®.
2.7. Processamento para imunohistoquimica

Os tecidos seccionados com 5 um de espessura foram reidratados em gradiente
alcodlico e imersos em banho-maria a 95 °C com tampao citrato 0.002M pH 6,0 por 20
minutos. Os cortes permaneceram imersos por 15 min em perdxido de hidrogénio 3% (10
volumes). Para o bloqueio de sitios inespecificos, foi usada solu¢ao com soro de cavalo
2,5%, incubando por 20 minutos a temperatura ambiente (Vectastain Kit, Cat. PK-7200,
Vector Laboratorios, CA, USA).

As laminas foram incubadas com o 1° anticorpo: anticorpo Ki-67 (SP6 mAb, Cat.
M3064, Spring Bioscience, CA, USA) a concentracao de 1:50 (diluido em tampao
albumina 1%) por 12 horas (overnight) em temperatura de 4 ‘C. Apds o término de
incubacao do anticorpo, as ldminas foram lavadas com tampao salina fosfato (PBS), pH
7,4 e incubadas com o kit de revelagao (Vectastain Kit, Cat. PK-7200, Vector
Laboratorios, CA, USA) em temperatura ambiente por 20 min e coradas com solucao
cromogena (DAB, Peroxidase Substrate Kit, Cat. SK-4100, Vector Laboratorios, CA,
USA) por 5 min em temperatura ambiente. Apos a incubagdo, foram lavadas com agua

destilada e contracoradas com Hematoxilina de Harris por 1 minuto.
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2.8. Processamento para avaliagdo ultraestrutural

Para a visualiza¢do de detalhes ultraestruturais da gengiva, fragmentos de tecido
do paciente foram submetidos ao processamento para microscopia eletronica de
transmissdo (MET). Para tanto, as amostras colhidas durante a bidpsia foram
imediatamente seccionadas em aproximadamente 1 mm? e colocadas em tubos de 1,5 ml
do tipo “eppendorf” contendo aproximadamente 1 mL de solu¢do fixadora de Karnovsky
(2% de glutaraldeido, 2% de paraformaldeido, 3% de sacarose, 0,5mM de cloreto de
calcio e 0,1M de tampao cacodilato de sodio, pH 7,2), mantidas por doze horas a 4 °C.
Posteriormente, foram realizadas lavagens com 0,1M de tampao cacodilato de sédio (pH
7,2). A etapa de pos-fixacdo foi realizada com a adi¢do de tetroxido de désmio 1% 1:1
(v/v) a solugdo de ferricianeto de potéassio 0,08% e cloreto de célcio 5 mM, diluidos em
tampao cacodilato de sodio 0,IM (pH 7,2) por uma hora e mantendo as amostras
protegidas da luz. Posteriormente, as amostras foram lavadas em tampao cacodilato de
sodio 0,1M (pH 7,2) por dez minutos e submetidas a contrastacao “in block” com solugdo
aquosa de acetato de uranila 0,5% durante duas horas. Em seguida, o material foi lavado
com agua destilada. O processo de desidratagdo foi iniciado em série crescente de acetona
(30%, 50%, 70%, 90% quinze minutos cada e trés banhos de acetona 100%, dez minutos
cada).

Apos a desidratacdo, as amostras foram infiltradas com mistura crescente de resina
Spurr® e decrescente de acetona iniciando a mistura na propor¢io (acetona:resina) em
2:1, 1:1, 1:2 e resina pura. Cada infiltracdo durou de doze a vinte horas sendo a ultima
infiltracdo feita com a resina Spurr® pura, durante seis horas. Em seguida, as amostras
foram incluidas em formas apropriadas de silicone, contendo resina Spurt® pura. O
material foi mantido em estufa a 57 °C, por aproximadamente setenta e duas horas para
polimerizacao da resina.

O material foi seccionado em ultra-microtomo Leica EM UC7®, utilizando-se
navalhas de vidro para obten¢ao de cortes semi-finos (2-5 um de espessura) e navalha de
diamante para cortes ultrafinos (80-100 nm). Os cortes ultrafinos foram coletados em
telas de cobre de 300 mesh e contrastados com acetato de uranila 3% diluido em agua
destilada durante trinta minutos e em solucao de citrato de chumbo saturado por dez
minutos e em seguida lavados em dagua destilada. O material foi analisado em
Microscépio Eletronico de Transmissio modelo Jeol® 1011C e a captura de imagens feita

pela camera Gatan Digital Micrograph ™ 3.11.0 Copyright®.
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2.9. Processamento para analise molecular
2.9.1. Extracdo do DNA

Para melhor compreender as bases moleculares dessa sindrome, foi utilizada como
estratégia de andlise a avaliagdo citogenética molecular e o sequenciamento genético. O
DNA do paciente foi extraido a partir do sangue periférico pelo método Puregene
“Salting out” (Miller et al., 1988). O DNA obtido foi quantificado no espectrofotometro
Nanodrop (Thermo Scientific) e verificada a pureza através da razdo das absorbancias

dos comprimentos de ondas de 280/260 nm que ficou entre 1,7 a 2,0.
2.9.2.Sequenciamento de nova gera¢do — exoma

Como estratégia de busca da variante causativa das manifesta¢des patologicas do
paciente, foi feita a analise do exoma. Dessa forma € possivel comparar as sequéncias do
individuo afetado com bancos de dados e as sequéncias de seus genitores em buscando
variantes patogénicas. O DNA do paciente e de seus genitores foram enviados para a
empresa Macrogen Inc. a fim de realizar o exoma. As bibliotecas de sequenciamento
foram preparadas utilizando-se o kit SureSelect Human All Exon V6 (Agilent
Technologies) e sequenciadas pela plataforma ///lumina HiSeq 4000 com cobertura média

de 50 vezes e comprimento de leitura de 2 x 100 pb.
2.9.3. Anadlise do exoma

As analises de variantes foram realizadas a partir dos arquivos (4nnotated Variant
List) em formato (* SNP indel ANNO) obtido através do pipeline utilizado pela a
Macrogen. Para a analise das variantes foram estabelecidas estratégias de filtragem e
priorizagdo para os 3 modelos de heranga mendeliana: autossomica dominante, recessiva
e ligada ao cromossomo X. O segundo filtro sobre o efeito da mutagdo deixando restrito
apenas para o modo: missense, nonsensse, frameshif e splicing. O terceiro filtro, exclusao
de erro de leitura ou alinhamento ou sequencias com baixa cobertura e variantes em genes
altamente polimorficos como exemplo receptores olfativos O quarto filtro foi a definigdo
de mutagdes patogénicas em programas de predicao in silico restringindo apenas aquelas
variantes que foram classificadas como possivelmente patogénicas. O quinto filtro foi

inserido com as caracteristicas fenotipicas do paciente.
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2.10. Confirmag¢ao da mutagdo avaliada pelo sequenciamento Sanger
2.10.1. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) Sanger confirmatorio

O DNA genomico extraido das amostras de sangue periférico dos genitores e do
paciente foi utilizado para amplificacdo do gene candidato - ENPP5 (6p21.1) usando
primers iniciadores com a sequéncia de referéncia do gene da base de dados ENSEMBL

(HGNC:13717), transcrito ENST00000371383.2, disponivel no sitio:

<http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000
112796:1=6:46159187-46170971;t=ENST00000371383>

Os primers foram desenhados utilizando o programa Exoprimer do Centro

Helmholz disponivel no sitio: http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/ihg/ExonPrimer.html.

Para a reagdo de amplificagdo, foi utilizado o par de iniciadores descrito na (Tabela 4)
nas reacdes de PCR em um volume final de 50 pL contendo: 100 ng do DNA molde,
0,4mM de cada desoxinucleotideo (ANTP), 0,2uM de cada oligonucleotideo iniciador,
tampao de reacdo e sulfato de magnésio, dimetilsuféxido (DMSO) a 10%, 2 unidades (U)
de Taq Platinum DNA Polimerase; Tampao fosfato 1x e H2O Milli-Q gsp, resultando em
um volume final de 50 pl.

As amplifica¢des foram realizadas no termociclador Veriti ™ (Thermo Fisher),
no laboratorio de Genética Clinica da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia,
baseado no processo de PCR touchdown, que ¢ constituido dos seguintes passos:
desnaturagdo a 95 °C por 5 min; seguido por 20 ciclos de 30 segundos de desnaturacao a
95 °C, anelamento a 60 °C por 30 segundos com queda de 0,5 °C a cada ciclo e extensao
a 72 °C por 30 segundos; em seguida 16 ciclos de 30 segundos de desnaturacdo a 95 °C,
anelamento a 56 °C por 30 segundos e extensao a 72 °C por 30 segundos; e por fim, 10
min de extensao final a 72 °C.

Para confirmagdo da amplificacdo dos fragmentos de interesse, os produtos de
PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de

etideo (0,5 pg/ml) e fotografados.
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Tabela 4. Sequéncia dos iniciadores para o gene ENPPS5, para a amplificagdo do DNA
pela técnica de PCR.

Gene Sequéncia 5’------ 3 Tamanho do amplicon

Direto GCTGCACTGAGTCTTTCAACC
ENPP5 225 pb
Reverso ATTCTCTGCAAAGAGGCCAG

2.11. Confirmacao da variante avaliada pelo sequenciamento Sanger

O produto obtido da amplificagao descrita no item 2.10.1 foi purificado por meio
do sistema enzimatico “EXOSAP-IT” (Thermo Fisher) para retirada do excesso de
dNTPs e iniciadores presentes no produto final da PCR. Num volume de 7 pl do produto
de PCR, foram acrescentados 2 pL do mix do kit de purificagdo, incubado a 37 °C por 30
min e, apos transcorrido esse tempo, a enzima foi inativada a 80 °C por 15 min. A
purificagcdo dos produtos foi confirmada no espectrofotdmetro Nanodrop (Thermo
Scientific), cuja concentracao dos produtos das amplificagdes variaram entre 440 ng/uL
e 455 ng/uL com pureza de 1,9. A reacdo de sequenciamento utilizou o kit BigDye
Terminator (BDT) v 3.1 (Thermo Fisher) com volume final de reagdo de 10 pL em
singleplex para cada iniciador contendo: 2 pL do produto de amplificacdo diluido de
acordo com as orientacoes do fabricante; 4 uL do primer (Direto ou Reverso) a 3,2
pmol/uL; 1uL do BDT 3.1; 1,75 puL de tampao de sequenciamento 5x ¢ H2O livre de
nucleases qsp. Para o gene ENPPS, a reagdo de sequenciamento consistiu no seguinte
ciclo: desnaturacao inicial a 96 °C por 1 min seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 96
°C por 15s, anelamento a 56 °C por 15s, e extensdo a 60 °C por 4 min ¢ manutengao em
4 °C até a retirada do produto de reagdo. Em seguida, o produto foi precipitado pelo
método de Etanol-EDTA de acordo com as orientacdes do fabricante, seguida da

aplicacdo do produto final em placa para leitura no sequenciador ABI3130.
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3. RESULTADOS

3.1. Relato de Caso

Paciente do sexo masculino com historia de consanguinidade na familia (Figura
5), nascido a termo com 3.900 g e 50 cm. Ao nascimento foi notada criptorquidia bilateral
sem outras alteragdes morfologicas. A mae relatou que por volta de 1 ano de idade iniciou
quadro de crises convulsivas com multiplos episoddios durante o dia. Aos 4 anos iniciou a
vida escolar, periodo no qual foi detectada a deficiéncia intelectual. Atualmente o
paciente tem 20 anos, ndo foi alfabetizado e ndo frequenta a escola, mantém sob controle
as crises convulsivas desde 2012. Aos 13 anos de idade, foi encaminhado para a Clinica
de Atendimento de Pacientes Portadores de Anomalias Dentarias, na Unidade de Saude
Bucal no Hospital Universitario de Brasilia-HUB, devido ao crescimento anormal do
complexo maxilomandibular e hiperplasia gengival que se iniciou por ocasido da troca da

denticao decidua para a permanente.
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Figura 5. Heredograma mostrando a consanguinidade familiar. A seta indica o caso

indice.
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O paciente refere dificuldade para se alimentar e realizar higiene bucal. O exame
fisico mostrou macrocefalia, testa reta e alta, sobrancelhas arqueadas, hipertelorismo,
fendas palpebrais obliquas para cima, nariz relativamente pequeno e narinas antevertidas
além das alteracdes bucais (Figuras 6 e 7).

As alteragdes craniofaciais mais marcantes estdo presentes na arcada dentaria
superior, com protrusdo da pré-maxila e incisivos superiores com diastema, ma oclusio
dentaria, palato ogival e hiperplasia gengival (Figuras 6 e 7). O paciente também
apresenta cifoescoliose, multiplos nevus em axilas, membros superiores alongados,
adiposidade abdominal, hipoplasia da bolsa escrotal, presenca de culote na regido do
quadril, rotacdo das articulagdes dos membros inferiores, genu valgum e halux valgum.
Relatada queixa de dor cronica em membros e infecgdes respiratorias de repeticdo. Faz
uso continuo de 4cido valproico - Depakene® e carbamazepina - Trileptal®. As alteragdes

clinicas do paciente indice estdo resumidas na Tabela 6 abaixo.

Figura 6. Caracterizagao fenotipica do caso indice mostrando as manifestagdes clinicas e

evolugdo no periodo de 2013 ¢ 2019.
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3.2. Exame clinico odontoldgico

O paciente foi submetido a anamnese, exame fisico intra e extrabucal e exame
radiografico (panoramica, periapicais e interproximais), tomografia computadorizada
com feixe conico e fotografias extra e intrabucais.

Ao exame fisico intrabucal foram observados pré-maxila proeminente e protrusao
dos incisivos centrais superiores com hiperplasia gengival generalizada. A analise
radiografica e tomografica foi possivel identificar a retencdo de segundo pré-molar
inferior esquerdo, dos segundos e terceiros molares superiores e inferiores (18, 28, 38,
37, 35, 47 e 48) sendo os dentes 37 e 47 com insercao 6ssea profunda, em posigdes
verticalizadas e com os apices radiculares proximos a base da mandibula. Os terceiros
molares estdo mesioangulados (Figura 7A-D). O exame tomografico da face permitiu
observar a presenca de hipercementose em todos os dentes, de forma mais acentuada nos
dentes anteriores superiores, além de destruicdo coronaria extensa nos dentes 45 e 46.
Nota-se também permanéncia prolongada do primeiro e segundo molar deciduo (74, 75).
No incisivo central inferior direito (41), observa-se o alargamento da camara pulpar e
canal radicular, assim como alargamento de todo o rebordo alveolar na maxila, com

aumento significativo na espessura buco-palatina (Figuras 7 ¢ 8).

Figura 7. Fotografias intrabucais do caso clinico. Nota-se pré-maxila proeminente,

hiperplasia gengival, protrusao dos incisivos centrais, diastema e palato ogival (A-C). (D)

Radiografia panoramica. Nota-se atraso na erupc¢do dentdria de dentes permanentes,
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retencao de dentes deciduos (D) e hipercementose. (E) Imagem tomografica evidenciando

a hipercementose (*).

Figura 8. (A) Radiografia de cranio demostrando o espessamento difuso da diploe e

protusdo da pré-maxila. (B) Imagem tomografica do complexo maxilomandibular
evidenciando a hipercementose. (C) Reconstrucao tridimensional do complexo

maxilomandibular. Nota-se a protrusao da pré-maxila.

3.3. Exame clinico radiografico

Apos a avaliagdo clinica e a caracterizacdo fenotipica do paciente, foi necessaria
a investigacdao de alteragdes esqueléticas, realizada através de estudo radiografico. O
exame radiolégico revelou: calvaria com espessamento difuso da diploe e do osso frontal
(Figura 5).

Umero com aspecto tubular, alargamento das metafises proximais e afilamento da
cortical Ossea. Falanges apresentando afilamento da cortical Ossea, alargamento dos
metacarpos com epifises distais em formato de cone. Coluna com aumento de
radioluscéncia Ossea, esclerose das superficies superiores e inferiores dos corpos
vertebrais. Fémures apresentando regido metafisaria distal alargada e afilamento da
cortical 6ssea. Aumento difuso da radioluscéncia 6ssea em todos os ossos do esqueleto
apendicular (Figuras 6 ¢ 7). A avaliagio da ultrassonografia abdominal observou-se

hepatomegalia moderada e esteatose hepatica (moderado grau II) (dado ndo apresentado).
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Figura 9. Tomografia computadorizada de cranio mostrando o espessamento difuso da

diploe da calota craniana e da base do cranio (A-D). Observa-se o alargamento de todo o

rebordo alveolar na maxila com aumento significativo na espessura buco-palatina (D e

F).

Figura 10. Avaliagdo radiografica. (A) Cranio com espessamento dos ossos. (B) Regido
da cintura escapular evidenciando a diminui¢do da densidade mineral 6ssea no imero e

clavicula. (C) Umero com alargamento da metafise proximal. (D) Perfil da coluna lombar
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e do ter¢o distal da coluna toracica apresentando redugdo difusa da densidade mineral
Ossea e esclerose das superficies superiores e inferiores dos corpos vertebrais
visualizados. (E) Regido da cintura pélvica com pelve e fémures apresentando reducao da

densidade mineral 6ssea. Fémures apresentando alargamento na regido metafisaria.

Figura 11. Exame radiografico mostrando (A) alargamento da regido metadiafisaria

proximal do radio e ulna com diminuic¢ao da densidade 6ssea. (B) Afilamento da cortical
Ossea do metacarpo e falanges. (C-D) Alargamento das regides metadiafisaria distal dos

fémures e proximal das tibias e fibulas. (F) P com o primeiro metatarso alargado. As
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imagens radiograficas dos membros superiores e inferiores relevam redugdo importante

da densidade mineral Ossea.

3.4. Exames clinicos laboratoriais

Os primeiros exames laboratoriais foram realizados apds consulta ambulatorial
com a equipe da genética do Hospital Sarah Kubitschek, com fins de investigacao da
hipotese diagnostica. O segundo e terceiro exames foram realizados no ambulatorio do
HUB para avaliagdo pré-anestésica, em virtude de programacdo de procedimento
cirtirgico na gengiva (Tabela 5). Alguns exames bioquimicos ndo foram repetidos ao
longo da investigacdo diagnostica por serem considerados como dados de exclusao
diagnostica concluida, como por exemplo, a mensuragdo de cloro no suor, a fim de
descartar a hipdtese de fibrose cistica. O pardmetro para erro de triagem do metabolismo
também nao foi repetido por se tratar de dado de exclusdao diagnostica para sindromes
genéticas metabolicas. Portanto, apenas os parametros que apresentaram alteragdes em

relag@o aos valores de referéncia sao exibidos na (Tabela 5).

Tabela 5. Resultados de exames bioquimicos laboratoriais avaliados a partir da coleta de
sangue periférico do paciente em trés diferentes datas.

Exame 11/07/2017  12/04/2019 10/12/2019 Referéncia*
Glicose (mg/100mL) 82 101 95 70 - 99
Célcio (mg/100mL) 10,6 10,3 10,5 8,5-10,4
Fosforo (mg/100mL) 4.2 4.2 5,3 2,3-4,5
Magnésio (mg/100mL) 1,9 NR 2,2 2,04 - 2,64
Osteocalcina (ng/mL) 99,5 NR NR 24 -70
PTH sérico (pg/mL) 90,2 70,29 36,88 10 - 69
ALT (U/L) NR 8 8 10 - 49
FSH (mUI/mL) NR NR 0,113 1,5-124
LH (mUI/mL) NR NR <0,1 1,7-8,6
Prolactina (ng/mL) NR 30,86 10,58 4,04 -152
Testosterona (ng/100mL) NR 993,7 57,15 > 245

*De acordo com Mdller et al. (2002). Legenda: NR — Nao realizado.
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Tabela 6. Resumo da caracterizagdo clinica do paciente indice.
Regiao Caracteristicas clinicas

Macrocefalia, hiperostose da calota craniana, testa reta, sobrancelhas
Cabeca escavadas, hipertelorismo, fendas palpebrais obliquas para cima, nariz

pequeno e narinas antevertidas.

Prognatismo, palato estreito, hiperplasia gengival, protrusao de pré-
Boca maxila, incisivos frontais superiores protrusos e com diastema, ma

oclusdo dentaria, atraso na erup¢ao dos dentes, hipercementose.

Osteopenia em membros superiores, inferiores e corpos vertebrais,
Esqueleto  cifoescoliose, genus valgum, halux valgum. Em ossos longos,

alargamento da regido metafisaria distal e afilamento da cortical dssea.

Aumento do fésforo, osteocalcina, PTH sérico, glicose e prolactina.
Avaliacdo  Reducdo da dosagem de testosterona, LH, FSH, ALT e Magnésio. Calcio
bioquimica sérico esteve proximo ou dentro do valor de referéncia em todas as

mensuragoes.

Deficiéncia intelectual, convulsao, adiposidade abdominal, hipoplasia da

o bolsa escrotal, criptorquidia bilateral, presenca de culote na regido do
utros

quadril, hipogonadismo normogonadotrdfico, hipotiroidismo e infec¢des

respiratorias de repeticao.

3.5. Resultados da avaliagdo celular
3.5.1. Caracterizagao das culturas primarias gengivais

As células utilizadas nesta pesquisa foram obtidas a partir de fragmentos de
gengiva do paciente e de individuos saudéaveis representando o grupo controle. Foram
utilizadas linhagens de células recém congeladas de 3 individuos do sexo masculino com
idade proxima a do paciente com o intuito de manter a padronizag@o e os critérios de
analise. Sob as mesmas condi¢des de cultivo, as linhagens de células dos controles

demoraram em média 2 semanas para ter a confluéncia necessaria para a avaliagao dos
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ensaios de viabilidade celular enquanto, a linhagem celular do paciente necessitou de mais
de 3 semanas para atingir a confluéncia ideal para a realizacdo dos experimentos apds o
descongelamento.

No inicio do crescimento celular de ambas as linhagens (controles e paciente), as
c€lulas apresentaram morfologia arredondada e, com o avango da proliferagao, foram

assumindo caracteristicas fusiformes em arranjos paralelos compativeis com a morfologia

de fibroblastos, ocasido em que atingiram a confluéncia na placa de cultivo (Figura 12).

Figura 12. Crescimento dos fibroblastos do paciente e indivaduo controle a partir de
fragmento de gengiva (técnica explante). (A) Células do individuo controle apds 2

semanas de cultivo. (B) Células do paciente apds 5 semana de crescimento em cultivo.

A analise da morfologia foi detalhada por meio da técnica de imunofluorescéncia,
a qual permite identificar o nucleo das células corado em azul pelo o DAPI. A avaliagio
pela microscopia de fluorescéncia foi possivel observar diferencas entre as células do
grupo controle e do paciente para os seguintes parametros: tamanho, perimetro e area
nucleos (Tabela 7).

Todas as linhagens das populacdes celulares dos individuos controlem e do
paciente apresentaram morfologia tipica de fibroblastos: células fusiformes, longos
processos citoplasmaticos e nucleo ovalado. As células do paciente aparentaram ser

maiores que as dos controles (Figura 13).
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Tabela 7: Parametros avaliados pelas imagens de microscopia de imunofluorescéncia dos
individuos do grupo controle e do paciente.

Grupo controle Paciente
Parametros Valor de p

Média DP Média DP
Area do Nucleo (UA) 51.753,8  22.779,9 31.442,7 10.135,7 <0,0001
Tamanho Médio (UA) 1.256,8 359,8 2.294,5 579,2 <0,0001
Perimetro (UA) 151,1 21,85 229,9 30,02 <0,0001
Quantidade (un./campo) 43,58 21,26 14,04 4,25 <0,0001

Legenda: UA — Unidades arbitrarias. DP — Desvio padrao.
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Figura 13. Representagdo grafica da comparagao morfoldgica apds a medida dos ntcleos
das células de fibroblastos de individuos controle (preto) e do paciente (cinza). As
imagens A e B representam avaliacdo morfologica pela técnica de imunofluorescéncia.
Em (A) cultura de fibroblastos de individuos controle e em (B) cultura de fibroblasto do
paciente. Os dados foram analisados pelo programa estatistico SAS® (v9.3, Cary, North

Carolina) usando o teste T.
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3.6. Resultados da avaliagao da viabilidade celular

No ensaio de MTT, foi observado que os valores de absorbancia das células do
grupo controle e do paciente ndo apresentaram diferengas significativas, indicando que a
viabilidade celular foi semelhante em todos os 4 periodos de crescimento. A Figura 14

abaixo exibe a curva de viabilidade obtida neste ensaio.

Atividade Mitocondrial

1.50+
—_ - C1
£ 1.25- -e- Paciente
o
S 1.00- -+
~ - C3
©
S 0.75-
£
2 0.50-
]
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<

0-00 1 | I I

1 3 7 10
Tempo (dias)

Figura 14. Curva de viabilidade celular dos pacientes controle (verde, preto e azul)
representando linhagem de células de 3 individuos sem sindrome e das células do paciente
em vermelho. O gréafico foi construido a partir dos valores de absorbancia nos tempos de
1, 3, 7 e 10 dias de crescimento. Nao houve diferenca significativa para a viabilidade

celular entre o grupo dos individuos controle e o paciente (p > 0.05).

3.7. Resultado da analise histopatologica

Os fragmentos de gengivas coletados do paciente apresentaram caracteristicas
macroscopicas dentro do padrdo da normalidade, com superficie simétrica, limites
precisos e coloragdo usual. A consisténcia do tecido era firme e elastica. Cortes
histologicos da gengiva, corados com Hematoxilina e Eosina (H&E), apresentaram
epitélio pavimentoso estratificado com acantose irregular e alongamento das cristas
(Figura 15 A-C). A porg¢ao superficial da lamina propria mostrou fibras de colageno em

arranjos perpendiculares ao epitélio de revestimento. Na por¢do reticular, as fibras
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estavam paralelamente dispostas, formando longos e grossos feixes. Algumas fibras
encontravam-se hialinizadas e associadas a presenca de fibras elasticas (Figura 15 B). Em
meio as fibras coldgenas, notou-se fibroblastos, com aspecto fusiforme e por vezes
estrelados. A lamina propria profunda, ainda, mostrou areas mixoides e infiltrado
inflamatério perivascular e, em dareas intersticiais, houve predominio de plasmocitos
(Figura 15 C). Os vasos sanguineos apresentaram-se, por vezes, extasiados.

Os tecidos gengivais, quando corados pela técnica de Tricromore de Masson e
Verhoeff, permitiram facilmente observar o maior predominio de fibras elasticas na
porc¢ao reticular. Essas fibras, por sua vez, formavam prolongamentos longos, densos e
paralelos, entremeadas por fibras coldgenas. Quando analisada a por¢do submucosa,
predominaram feixes finos, paralelos e dispersos de fibras coldgenas em meio as

estruturas de vasos sanguineos e focos de infiltrado inflamatorio (Figura 15 D-I).

3.8.Resultado da avaliagdo imunohistoquimica

A marcagdo com o anticorpo Ki-67, tem por objetivo mostrar o quanto as células
estdo proliferando, ou seja, em divisdo celular. A andlise da gengiva apresentou resultado
compativel a fisiologia do tecido gengival. A por¢do epitelial apresentou marcagao
fortemente positiva em virtude de possuir células epiteliais que passam por intenso
processo de renovagao tecidual, e com isso, a proliferagdo nessa regido ¢ normalmente
maior. Nas por¢des reticular e submucosa, o indice de proliferacdo foi de 5%,
apresentando discreta marcacao pelo anticorpo em virtude de ter poucas células em

divisdo (Figura 15 J-L).
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Figura 15. Analise histopatologica de tecido gengival. (A-C) tecido corado com H&E

mostra epitélio escamoso estratificado com cristas proeminentes e alongadas. Tecido
conjuntivo denso formado por longos feixes paralelos de fibras. (D-F) Cortes corados
com Tricomore de Masson corando as fibras coldgenas. (G-I) Coloragao de Verhoff
evidenciou a presenca das densas fibras elasticas, dispostas paralelamente entre si. (J-L)
Imunomarcag¢do com anticorpo para Ki-67, revelando a porgao epitelial com proliferagdo
de células e a regido reticular da gengiva com fibroblastos e células endoteliais marcadas

positivamente pelo anticorpo. Barra 100 pm.

3.9. Resultado da analise ultraestrutural

A andlise ultraestrutural da gengiva pela microscopia eletronica de transmissao
revelou, na porgdo epitelial, queratindcitos com ultraestrutura compativel com a

normalidade, representada por cé€lulas com morfologia regular, arredondadas, ntcleo
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ocupando grande area da célula e nucléolo visivel. O citoplasma continha organelas
tipicas e a membrana apresentou abundantes juncdes celulares. O tecido conjuntivo estava
representado por fibroblastos com longos prolongamentos citoplasmaticos, uma matriz
fibrosa com 4reas de material amorfo e eventuais areas de infiltrado inflamatdrio. Os
fibroblastos em sua maioria estavam com morfologia alongada, processos citoplasmaticos
longos e finos, areas de dilatagdo de reticulo endoplasmatico e formagao de vesiculas,
sugerindo atividade de sintese celular. O nticleo foi visivel com cromatina homogénea e
nucléolo pouco evidente. Em meio aos fibroblastos foi observada matriz formada por
densos feixes paralelos, por vezes associados a conteudo amorfo (Figura 16 A e B). Os
feixes eram formados por fibrilas colagenas e elasticas (Figura 16 C). Em areas com
secgoes longitudinais e transversais, foi observado que as fibrilas coldgenas nao

apresentaram alteragdes ultraestruturais.
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Figura 16. Micrografia ultraestrutural da gengiva. (A) Fibroblasto mostrando nticleo e

longos prolongamentos citoplasmaticos em meio a uma matriz coldgena. (B-C) Avaliagao
transversal de fibrilas coldgenas associadas as fibras elasticas. (D) Avaliag¢ao longitudinal
dos feixes densos e paralelos de elastina. Abreviaturas: (N) nucleo; (Col) fibrila colagena;

(ME) microfibrila elastica; (E) elastina.
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3.10. Resultados da avaliagao molecular
3.10.1. Analise dos dados de exoma

As analises das variantes génicas foram realizadas a partir dos arquivos Annotated
Variant List em formato * SNP indel ANNO obtido através de andlise bioinformatica
realizada na Macrogen, Coreia. O resultado do exoma do paciente apresentou 103.567
variantes diferentes em comparacdo ao DNA de referéncia (hgl9 de UCSC original
GRCh37 de NCBI, Feb.2009). Para a analise das variantes foram estabelecidas estratégias
de filtragem e priorizagdo para os 3 modelos de heranga mendeliana: autossémica
dominante, recessiva e ligada ao cromossomo X. Apesar da histéria do paciente favorecer
o modelo de heranga recessiva, optou-se por realizar as trés analises por se tratar de uma
condigdo rara, isolada e sem relatos prévios na literatura.

A filtragem dos dados teve por etapa inicial a escolha da zigosidade, definindo o
modo de heranca. Homozigose para modelo de heranca recessiva, hemizigose para a
heranga ligada ao cromossomo X e heterozigose para o modelo de heranca dominante.
Em seguida, foi excluido o cromossomo X para o modo de heran¢a autossdmica
(dominante e recessivo). Ja para o modelo de herancga ligada ao X, todos os autossomos
foram excluidos e a analise s6 aconteceu no cromossomo X.

O proximo passo foi a defini¢do do tipo da variante, deixando restrito aos modelos
missense, nonsensse, frameshif e splicing. Feito isso, foi selecionado o modo de cobertura
adotando apenas variantes que tiveram leituras maior ou igual a 50. Outro critério adotado
foi a definicdo do filtro de variantes patogénicas em programa de predigdo in silico,
permanecendo apenas aquelas classificadas como possivelmente patogénicas (Sift,
Polyphen 2 e Mutation Taster).

Ao final, foram excluidas variantes em genes altamente polimorficos como
receptores olfativos, por exemplo, e multiplas variantes descritas em um pequeno trecho
de DNA caracterizando possivel erro de leitura ou alinhamento (Tabela 8). A filtragem
resultou em variantes em 8 genes candidatos para o modo de heranca autossdmica
recessiva (Tabela 9); 25 genes candidatos para o modo de heranga autossdmica dominante
(Tabela 10) e 12 genes candidatos para o modo de heranca ligado ao cromossomo X
(Tabela 11). A partir desse resultado, estudo individual de cada um dos genes candidatos
foi realizado em bases e banco de dados (Pubmed, Genecards, GeneBrowser ¢ OMIM) a

fim de priorizar os genes mais provaveis na causa do quadro clinico.
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ApOs essa analise, destacou-se a variante no gene ENPP5 como a mais provavel
causadora de doenga. A hipotese de que esse gene seja o responsavel pela patogénese
dessa nova displasia esquelética deve-se ao fato de que, no modelo de heranga recessiva,
foi a tUnica variante com predicdo patogénica e pelo seu papel ja conhecido no
metabolismo 6sseo. O ENPP5 faz parte de uma familia de enzimas, endonucleases
pirofosfatases/fosfodiesterases (ENPPs), que participam no metabolismo 6sseo. Todas as

ENPPs tém participacdo no controle da hidrolise de pirofosfato inorganico extracelular.

Tabela 8. Esquema de filtragem dos dados de variantes nas trés formas de heranca.

Tipo de Predicao Impacto Critérios
P Zigozidade Efeito Cobertura ., 0¥ pas Extras de
Heranca in silico  Putativo ~
Exclusio
Missense .
Sift,  Moderado
Autossdmico . Nonsense >50 Polyphen Erro de
. Homozigose . . .
Recessivo Frameshift leituras e Impacto leitura
Splice putativo Alto
Missense Sif Erro de
M, Moderado  |gjyra,
Autossdmico . Nonsense >50 Polyphen ’
i Heterozigose ) . genes
Dominante Frameshift leituras e Impacto I
tativo Alto altamente
Splice pu polimorficos
Missense .
N Sift,  Moderado
onsense
Ligadoao X  Hemizigose . = >0 Polyphen qu de
Frameshift leituras e Impacto leitura
Splice putativo Alto

O gene ENPP5 estd localizado no cromossomo 6 na regido 6pll1.2-21.1,
constituido por 5 ¢éxons e codifica a proteina ENPP5, uma endonuclease
pirofostatase/fosfodiesterase putativa. Essa ¢ uma glicoproteina transmembrana expressa
em diferentes tecidos humanos como, na aorta, colon, coragdo, paratireoide, prostata e
testiculo (Bollen et al., 2000). A ENPPS5 atua principalmente na quebra de fosfato
inorganico e na hidrolise de ligacdes fosfodiésteres. No entanto, pouco se sabe sobre as
outras fungdes cataliticas e biologicas dessa proteina (Goding et al., 2003).

Em nossa andlise, outra variante em heterozigose, no gene TMEMS53, foi
identificada. Esse gene ja ¢ amplamente conhecido como uma das multiplas causas de
deficiéncia intelectual, podendo ser o responsavel pelo comprometimento cognitivo no
paciente indice. Contudo, como nao ha outros relatos de variantes no gene ENPP5, ndo

podemos excluir que a propria variante de ENPPS5 cause também a deficiéncia intelectual
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observada. Sabe-se que a proteina ENPPS5 atua na comunicacao neuronal (Goding et al.,
2003) e, por essa razdo, ndo foi excluida neste momento, a acao do gene ENPP5 como o
responsavel por todas as manifestagdes clinicas do paciente, incluindo a deficiéncia

intelectual.

Tabela 9. Genes resultantes da filtragem das variantes em homozigose segundo padrao de
heranga autossdmica recessiva com o resumo das suas respectivas funcoes.
Gene Funcao

Endonuclease pirofostatase/fosfodiesterase que atua na fosforilagdo de
ENPPS5 fosfato inorganico, na hidrolise da molécula de NAD e pode
desempenhar papel na comunicagdo celular neuronal.

Gene da mucina codificada em glicoproteinas epiteliais. Associada a

MUC34 doenga inflamatoria intestinal.

Atua no transporte de glicose e outros agucares, sais biliares, acidos
NIPAL2 organicos, ions metalicos e amina.
KLHL38 Atua na ubiquitinag@o de proteinas.

Gene que codifica proteina presente no citoplasma das células ciliadas,
RPGRIP]L  relacionada com a causa de duas sindromes: S. Joubert tipo 7 e S. de
Meckel tipo 5.

Expresso em nucleo. Codifica proteinas que atuam no reparo e

CCDC79 construcao dos telomeros.

Pertence a superfamilia das quinases e atua induzindo aumento do
MLKL influxo de calcio intracitoplasmatico, causando necrose celular.

Gene mitocondrial, associado a degeneracdo valeriana, regulagdo
SARM]I dendritica, envolvimento com as vias do receptor Toll-like e deficiéncia

intelectual.
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Tabela 10. Genes resultantes da filtragem das variantes segundo padrdo de heranga
autossémica dominante, com o resumo das suas respectivas fungoes.
Gene Fungdes

Codifica proteina transmembrana e ¢ superexpresso no figado além de

TMEMS3 atuar na inibicao do ciclo celular.

Calmodulina citoesquelética que interage na estruturacdo dos musculos

estriados e desempenha papel na miofibrinogénese. Pode mediar as
OBSCN . = ] ”» . . ;

interagdes entre o reticulo sarcoplasmatico e miofibrilas. Associado a

cardiomiopatia.

Expresso em célula progenitoras e, na fase adulta, ¢ encontrado em ovario
C3orf56 e testiculos.

Ligante de ion calcio com superexpressdo no pulmao e ovario. Funcao
EFCCI ainda desconhecida.

Proteina ativadora de GTPase. Modula a remodelacdo do citoesqueleto
ARAP2 de actina, regulando os membros da familia IRA e RHO.

Esteroide que catalisa a conversdo da testosterona em di-
SRD5A1 hidrotestosterona (DHT). Associado a hipospadia familiar e ovario

policistico.

Atua no carregamento do complexo coesina no DNA. Associado a
NIPBL Sindrome Cornélia de Lange, tetralogia de Fallot e fenda palatina.

Atua na biogénese de lisossomo e no direcionamento de proteinas de
BLOCISS  membrana para as terminagdes nervosas.

Funcao na ligacdo cruzada (cross-link) e reorganizagao do citoesqueleto
FLNC de actina. Pode ter funcdo na linha Z de células musculares. Associado a

cardiomiopatia.
LOC93432  Atividade catalitca, ligante de carboidrato.
GPRIN2 Possivel envolvimento no crescimento de neurites.
NKX]-2 Possivel envolvimento na especificacdo celular, particularmente no SNC.
TAS2R19 Atua na percepcao gustativa do sabor amargo.

Atua na modificagdo do residuo de xilose no fator de crescimento
GXYLTI epidermal. Também atua no dominio extracelular da proteina Notch
adicionando xilose.

Desempenha papel na proliferagdo e manuteng¢ao de células-tronco no

MSII SNC e estd associado a formagao de glioma e melanoma.

Pode funcionar como um supressor de crescimento tumoral nas células

INSM2 do figado e neurdnios.
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PRR25

PPPIRY9B

HSH2D

PTH?

NLRP4

ADRAID

ZNF831

SRMS

Proteina rica em prolina. Fun¢ao desconhecida.

Proteina que funciona como uma subunidade reguladora da proteina
fosfatase. A expressdo deste gene ¢ particularmente elevada em
dendritos, sugerindo papel na recep¢do de sinais do sistema nervoso
central.

Possivel modulador da resposta apoptotica, sinalizacdo da tirosina
quinase ¢ CD28.

Papel na ativagdo da Adenil ciclase, na eleva¢do dos niveis de calcio
intracelular e, também, pode ter um papel na estimulacio da
espermatogénese.

Regulador negativo de autofagia celular.

Regula o crescimento e a prolifera¢do celular. Associado a hipertensao,
hiperplasia prostatica benigna e hiperplexia.

Proteina zinc-finger. Atua na construgdo de RNA.

Atua na codificacdo de proteina quinase ligada na construcao de ATP.
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Tabela 11. Genes resultantes da filtragem das variantes em hemizigose, segundo padrao
de heranca ligada ao cromossomo X, com resumo de suas respectivas fungdes.

Gene Funcao

Expresso no reticulo endoplasmatico, ¢ um membro da familia sulfatase
ARSF influenciando a composicao do osso e na matriz cartilaginosa. Associada

a Sindrome Punctata.

A proteina codificada atua como ponto de ancoragem aos microtibulos.
MIDI Associado a Sindrome Opitz.

Membro da familia quinase, participa no processo de morte celular por
MAP3K15 apoptose e estd associada a deficiéncia da desidrogenase E1- alfa.
CXorf22 Codifica receptores de carcinoma pulmonar.
DGKK Enzima que fosforila o diacilglicerol convertendo-o em éacido fosfatidico.

Atua no microtibulo fazendo ligagao de célcio e tem funcao de supressao
FLJ44635  4e tumor.
TCEALS Membro da familia de proteinas reguladoras da transcrigao.

A proteina codificada pelo gene pertence a familia de antigeno neoplasico
ZCCHC18 que desempenha o fator de co-ativagao de transcricdo de receptor nuclear

dependente de zinco.

Expressa uma proteina pds-sinaptica, atua na constru¢do da regidao C-
FRMPD3 terminal de peptideos. S3o expressos na membrana plasmatica e também

atua junto ao citoesqueleto.

Antigeno do carcinoma hepatocelular e testicular. Forma dimero para o
TFDP3 controle do ciclo celular.

Codifica receptores da proteina-G, contém 7 dominios transmembrana.
GPRIO0I Esta associado ao acrogigantismo.

Pertence a familia de antigenos para o melanoma e acdo citolitica para
MAGECI

linfocitos T.

3.10.2. Visualizag¢do da variante no IGV e confirma¢do por sequenciamento

Sanger

Previamente a validacdo por sequenciamento Sanger, a variante ¢.173G>T do
gene ENPPS5 foi verificada visualmente usando o software IGV. O sequenciamento
Sanger confirmou a variante missense em homozigose no paciente € em heterozigose nos

dois genitores (Figura 17).
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Figura 17. (A) Inspe¢do visual da variante no IGV. (B) Resultado do sequenciamento
pelo método Sanger, confirmando a variante missense (c.173G>T; p.Gly58Val) em

homozigose no paciente e identificada a mesma variante em heterozigose nos pais.
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4. DISCUSSAO

O diagnostico de displasias esqueléticas ¢ um desafio devido a sua grande
heterogeneidade fenotipica e sobreposi¢do de manifestagdes. Como estratégias para se
estabelecer o diagnostico dessas patologias ¢ necessdria a avaliagdo clinica,
caracterizacdo fenotipica, analise de exames complementares, radiograficos e testes
genéticos (Warman, Cormier-daire, et al., 2011). O uso do sequenciamento de nova
geracdo tem melhorado significativamente o diagndstico das displasias esqueléticas por
ser uma ferramenta capaz de distinguir a origem génica e, assim, permitir conduta clinica/
terapéutica adequada e personalizada resultando em melhor qualidade de vida ao paciente
(Barkova et al., 2015a; Chai et al., 2000; Hall, 2002).

O objetivo do presente estudo foi caracterizar o fendtipo e gendtipo de um
paciente portador de displasia esquelética autossoOmica recessiva, sem diagndstico
definido. Devido a gravidade das alteragdes orais, o paciente foi encaminhado para
avaliacdo odontologica para realizar a caracterizacdo e tratamento das alteracdes
craniofaciais e orodentais. Essas alteracdes foram o ponto de partida para a descri¢ao da
displasia esquelética avaliada neste estudo.

Diante disso, a primeira parte do estudo concentrou-se na caracterizagao das
manifestagdes orais do paciente avaliadas por analise histopatologica, ultraestrutural e
pelo estabelecimento de cultura primaria de fibroblastos. Algumas alteragdes orais como
prognatismo, palato estreito, mé oclusdo dentaria e atraso na erup¢ao dos dentes sdo
exemplos de manifestagdes clinicas heterogéneas, podendo estar presentes em outras
sindromes j& descritas (Costa et al., 2021; Suneja, Chopra, Thomas, & Pandian, 2016;
Tosi & Warman, 2015). Os resultados avaliados nos ensaios da proliferacao celular em
cultivo de células e a analise pela imuno-histoquimica marcada com Ki-67 nado mostraram
alteracOes estatisticas significativas comparado com as células dos individuos controle.
J& os dados de morfometria do ntcleo, apesar de ter apresentado alteragdo significativa,
ou seja, os nucleos do paciente foram maiores comparado com os individuos controle,
nao ha relagdo descrita na literatura que ampara esta alteragdo, sendo necessario estudos
adicionais para associar este achado com a sindrome.

No entanto, destaca-se o crescimento anormal da pré-maxila, fibromatose
gengival e a hipercementose como caracteristicas particulares. Nesse estudo,

investigamos as caracteristicas histopatologicas da gengiva. A fibromatose gengival ¢é
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definida pelo aumento lento e progressivo do tecido gengival que, por sua vez, pode se
manifestar de forma localizada ou difusa. Em casos graves, o excesso de tecido pode
recobrir as coroas dos dentes, causando problemas funcionais, estéticos e periodontais
(Gawron, Lazarz-Bartyzel, Potempa, & Chomyszyn-Gajewska, 2016). A causa da
fibromatose gengival ¢ variada, incluindo aquelas de origem hereditaria, induzidas por
medicamentos ou as idiopaticas (Coletta & Graner, 2006; Goodwin et al., 2015; Meng,
Huang, Ye, Fan, & Bian, 2007).

A fibromatose gengival hereditaria pode ocorrer como uma condicao isolada ou
dentro de manifestagdes clinicas de algumas sindromes genéticas. Costa et al. (2020)
atualizaram os dados da literatura em uma revisdo sistematica que mapeou sindromes
genéticas que possuem fibromatose gengival entre os sinais clinicos e associaram-na com
a causa molecular. Dentre as 24 sindromes reconhecidamente envolvidas com o aumento
do tecido gengival, a que se destaca pela maior ocorréncia ¢ a sindrome de Costello com
18,8% dos casos e a sindrome de Zimmermann-Laband com 11% desses. Em relagdo as
bases moleculares, outros autores (Bauer et al., 2018a; Costa et al., 2021; Tommiska et
al., 2017) agruparam genes que apresentam variantes patogénicas associados ao fendtipo
de fibromatose gengival e verificaram que elas atuam como proteinas responsaveis pela
regulacdo da bomba de prétons e de canais i6nicos: ABCCY, ATP6VIBI, KCNHI,
KCNK4 e KCNQI. Embora tenha sido demostrado que canais idnicos desempenham
papel na proliferagao celular, a importancia desses genes na patogénese da fibromatose
gengival ainda ¢ desconhecido (Bauer et al., 2018b). Outro gene que se destaca na
presenca de fibromatose gengival e alteragdes na mucosa oral sdo variantes recessivas no
FAM20A4 (Dourado et al., 2019; Kantaputra et al., 2014; Kantaputra, Sirirungruangsarn,
Intachai, & Ngamphiw, 2018; Yang et al., 2013). Contudo, at¢ o momento, nao foi
descrito na literatura a associa¢cdo de nenhuma variante patogénica do ENPP5 como causa
de fibromatose gengival, sendo este paciente, o primeiro relato descrito com esta
manifestagdo clinica.

A fibromatose gengival também pode ser induzida por uso medicamentoso
incluindo os anticonvulsivantes, imunossupressores € os bloqueadores de canais de calcio
(Gawron et al., 2016). A presenca da hiperplasia gengival generalizada observada neste
relato de caso poderia estar associada ao uso continuo e de longa data de medicamento
anticonvulsivante. Diversos estudos tém demonstrado que o uso continuo de

anticonvulsivantes (fenitoina, ciclosporina-A e nifedipina) podem induzir hiperplasia
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gengival e/ou fibromatose gengival (Assaggaf, Kantarci, Sume, & Trackman, 2015;
Trackman & Kantarci, 2004)

Entre os anticonvulsivantes, a fenitoina ¢ o farmaco mais comumente associado a
hiperplasia gengival. Entretanto, existem alguns relatos de casos que associam o
valproato de sédio ao aumento gengival (Gawron et al., 2016; Rodriguez-Vazquez,
Carrascosa-Romero, Pardal-Fernandez, & Iniesta, 2007; Suneja et al., 2016). Sendo
assim, a ocorréncia da fibromatose gengival presente no paciente estudado poderia estar
associado ao uso continuo de valproato de sodio. Contudo, estudos histopatoldgicos
demonstram que a hiperplasia gengival induzida pelos fairmacos anticonvulsivantes ¢ a
fibromatose hereditaria sindromica, apresentam caracteristicas histologicas marcantes,
pelo aumento de fibrilas coldgenas (Coletta & Graner, 2006; Meng et al., 2007). Acredita-
se que o processo de fibrose observada na fibromatose seja em decorréncia da
remodelagdo da matriz extracelular em decorréncia do aumento de fibras coldgenas de
colageno tipo I (Acevedo, Poulter, Alves, de Lima, et al., 2015; Kather, Salgado, Salgado,
Cortelli, & Pallos, 2008). Diferentemente do que ¢ descrito na literatura, o resultado da
avaliacdo histoldgica e ultraestrutural da bidpsia do paciente deste estudo, mostrou o
aumento de fibras eldsticas e ndo o que era esperado nas descri¢des de fibromatose
gengival sindromica e naquelas induzidas por medicamentos, qual seja, aumento de fibras
colagenas (Acevedo, Poulter, Alves, de Lima, et al., 2015; Costa et al., 2021; Goodwin et
al., 2015; Meng et al., 2007). Até o presente momento, ainda ndo foi relatado na literatura
nenhum caso com o aumento de fibras elasticas em fibromatose gengival a exemplo do
relatado neste trabalho.

Outra manifestacdo relevante apresentada pelo paciente deste estudo ¢ a presenga
de hipercementose em todos os dentes. O cemento dentario ¢ o tecido mineralizado que
recobre a raiz dentaria e junto com o ligamento periodontal e osso alveolar controlam a
ancoragem do dente no osso (Nanci, 2013). A hipercementose ocorre geralmente como
uma resposta adaptativa ou como reparo em dentes erupcionados. No caso do paciente
avaliado, a hipercementose foi observada em todos os dentes inclusive nos dentes nao
erupcionados sugerindo alteragdo no processo de biomineralizagdo (Nanci, 2013;
Thumbigere-Math et al., 2018).

A hipercementose ¢ pouco avaliada em estudos que envolvem o diagnéstico de
sindromes esqueléticas. Somente alguns poucos trabalhos, utilizando modelo animal, t€ém
mostrado o envolvimento de alguns genes tais como Ank ¢ Enppl com a presenga de

hipercementose e alteragdes esqueléticas (Thumbigere-Math et al., 2018). A expressao
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do ENPPI ja foi relatada na literatura como ponto chave de influéncia no processo de
cementogénese (Millan, 2013; Narisawa, Johnson, Terkeltaub, & Milla, 2004).
Thumbigere-Math et al. (2017) avaliaram pacientes com alteragdes orais incluindo
espessamento do cemento dentdrio associado a calcificagdes arteriais. Os resultados
mostraram que pacientes que tiveram variante em ENPPI, apresentaram elevagdao em até
4 vezes na quantidade de cemento dentario comparado ao grupo controle.

A familia de Endonucleases pirofosfatases/fosfodiesterases (ENPPs) formam um
grupo de proteinas composto por sete representantes (ENPP1-7) e filogeneticamente
conservadas, presente no genoma de bactérias, plantas e cordados. Essas enzimas
interagem cataliticamente com nucleotideos e sdo capazes de hidrolizar ligacdes
pirofosfato e fosfodiéster de seus substratos em nucleosideos monofosfatos (Massé,
Bhamra, Allsop, Dale, & Jones, 2010). Essas proteinas também atuam no balango
extracelular de fosfato inorganico e pirofosfato e sdo glicoproteinas transmembrana
expressas em diferentes tecidos (Bollen, Gijsbers, Ceulemans, Stalmans, & Stefan, 2000).

Acredita-se que a ENPPS5 tem fun¢do comum as outras proteinas da sua familia,
atuando na quebra de fosfato inorganico e na hidrélise de ligacdes fosfodiéster. Porém,
pouco se sabe sobre as outras fungdes cataliticas e bioldgicas dessa proteina (Goding,
Grobben, & Slegers, 2003). Até o presente momento, nenhum outro relato na literatura
descreveu alteragcdo patogénica no ENPP5 e nem mesmo relacionou esse gene com
alteragoes orais e esqueléticas como aquelas descritas neste estudo. Apenas um membro
desta familia de genes (ENPPI) foi correlacionado com alteragdes no processo de
biomineraliza¢ao e hipercementose.

Além das alteracdes orais, o paciente apresenta manifestacdes sistémicas do
esqueleto que se caracterizam pela hiperostose da calota craniana, osteopenia em
membros superiores € inferiores € em corpos vertebrais, cifoescoliose, alargamento da
regido metafisaria distal e afilamento da cortical 6ssea dos ossos longos. Esses achados
clinicos evidenciam desordem do metabolismo 6sseo (Jansen et al., 2012).

O paciente em questdo apresentou alteragdes esqueléticas que se caracterizaram
pelo espessamento da matriz extracelular mineralizada em o0ssos que tiveram o processo
de ossificagdao intramembranosa, a exemplo da hiperostose do cranio. Por outro lado, os
0ss0s que tiveram ossificacdo endocondral apresentaram reducdo da matriz 6ssea, com
afilamento da regido cortical e alargamento da regido metafisaria distal (Long & Ornitz,

2013).
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Muitos sdo os fatores que participam na osteogénese, na manutencao € no reparo
6sseo em humanos. Nas ultimas décadas tém sido descobertas novas moléculas e genes
envolvidos no controle da ossificagdo ¢ no metabolismo dsseo (Bartzela, Carels, &
Maltha, 2017; Bayram et al., 2017; Cui et al., 2012). Dentre os membros da familia das
ENPPs, ha relato de alteragdes no metabolismo de ossos longos em individuos com
variante patogénica em ENPPI. A alteracdo nesse gene inibiu a mineraliza¢do do osso,
que por sua vez, acarretou osteoporose, facilitando a ocorréncia de fraturas
(Zimmermann-Laband, Chacon-Camacho, and Johanna 2017). Contudo, mesmo
apresentando diversas alteragdes esqueléticas, o paciente deste estudo ndo tem historico
de fraturas como visto em pacientes com variante em ENPP[ (Eytan et al., 2013).

A variante do ENPP5 observada aqui ¢ rara e ndo ha relatos de qualquer outro
individuo com manifestagoes clinicas semelhantes a este paciente, de modo que ndo se
sabe ao certo a participagdo da ENPP5 no processo de osteogénese ou de metabolismo
0sseo. Além disso, alteracdes esqueléticas e orodentais relacionadas a outro membro da
familia das ENPPs, mais especificamente o gene ENPPI, quando associado as analises
dos dados de exoma que resultaram na descricdo da variante missense (c.173G>T;
p-Gly58Val) em homozigose no gene ENPP5 com modo de heranga recessiva como a
Unica variante patogénica possivel, corroboram a tese de que a variante ENPP5 observada
aqui ¢ a causa genética desta nova sindrome observada.

Apesar da causa genética ter sido identificada, o pouco conhecimento sobre a
funcdo da ENPPS5 obriga a estruturagdo e execugdo de estudos funcionais utilizando
modelos in silico, in vitro e modelos animais knock-out para a expansao da compreensao

do papel do ENPP5 na patogénese desta nova displasia esquelética.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Conforme apresentado nos capitulos desta tese, as discussdes foram detalhadas
em cada estudo individualmente restando este espago consideragdes finais para associar
os resultados de ambos os estudos e propor perspectivas envolvendo o diagnodstico de
sindromes genéticas como um todo. Nos dois capitulos mostram a importancia de uma
equipe multiprofissional no acompanhamento destes pacientes para se estabelecer o
diagnostico e a melhor conduta terapéutica. Assim como, avaliagdes nem sempre
tradicionais, como a analise morfologica aqui mostrada (avaliagdo histopatologica e
ultraestrutural) foram ferramentas importantes para comparar com o resultado da analise
molecular, ressaltando a importancia de colecionar informagdes clinicas dos pacientes
para se chegar ao diagndstico.

Os dois capitulos deste trabalho evidenciaram a importancia da pratica da
fenotipagem aprofundada ao diagnostico de pacientes, especialmente daqueles cujo
diagnéstico clinico ndo € possivel apenas pela anamnese e exame dismorfologico.. Assim,
ao colecionar informacgdes de fenotipagem sob um olhar multiprofissional associado aos
achados genotipicos identificados no exoma e outros métodos de avaliagao, que em
conjunto caracterizam a pratica da fenotipagem aprofundada, foi possivel definir o
diagnéstico dos dois pacientes, uma, com deficiéncia congénita de vitamina B12 e o
outro, portador de uma nova displasia esquelética.

O diagnostico da paciente relatada no capitulo I permitiu tratamento especifico,
de facil acesso, melhorando sobremaneira as queixas clinicas manifestadas pela
deficiéncia da cobalamina. O diagnostico desta paciente poderia ter ocorrido de forma
precoce, caso na €poca do seu nascimento, tivesse disponivel o teste de triagem neonatal
de deficiéncia de cobalaminas. Outra questdao que influenciou na demora em diagnosticar
esta paciente, sdo as manifestagdes clinicas menos graves comparada aos pacientes
portadores de variante patogénica em LMBRD].

No capitulo II foi relatado um paciente com graves alteracdes orais e
comprometimento esquelético. As manifestagdes clinicas foram iniciadas ainda na
primeira infancia com crises convulsivas de dificil controle e aparecimento da

fibromatose gengival associada a troca dos dentes deciduos para os permanentes. A
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pratica da fenotipagem aprofundada fez a diferenca para se chegar ao diagnostico deste
paciente. A forma de diagnosticar por uma equipe multiprofissional, unindo os dados
fenotipicos, com historico familiar, manifestagdes clinicas e avaliagdes ndo tradicionais
como a bidpsia de gengiva, a andlise morfologica e celular associadas aos resultados
genOmicos, permitiu ndo so diagnosticar o paciente, como também descrever o primeiro
caso com uma variante patogénica c.173G>T do gene ENPP5 em homozigose com
manifestagdes orais e sistémicas, chegando assim a proposta de uma nova displasia
esquelética.

O fato de ainda nao haver relato na literatura de outros pacientes com sinais €
sintomas semelhantes a este paciente descrito no capitulo II e pelo ENPP5 ser um gene
que até o entdo ndo tinha sido relacionado a displasia esquelética, fortalece a necessidade
de melhor estudar a influéncia e o papel deste gene no processo de fibromatose gengival,
na biomineralizagdo, na relagdo com a hipercementose ¢ a sua influéncia no processo de
ossificagdo esquelética. Tudo isso, uma complementacdo da pratica da fenotipagem
aprofundada.

Portanto, este trabalho teve como premissa mostrar a importancia de se realizar a
fenotipagem aprofundada para o diagnostico de sindromes genéticas. Compreender que
a analise do fendtipo ultrapassa a avaliacdo das anormalidades observaveis de um
paciente e indo além, cria com ela atalhos para a execugdo de uma medicina
personalizada, faz compreender e definir o diagndstico do paciente e, assim, permite

oferecer o melhor cuidado terapéutico disponivel para aquele individuo.
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5. CONCLUSAO

a. O trabalho mostrou a importancia da fenotipagem aprofundada para o diagnostico
de sindromes genéticas.

b. A deficiéncia de cobalamina (cblF) deve ser considerada para pacientes que
apresentam hiperpigmentagdo cutinea.

c. Araridade desse disturbio, deficiéncia de cobalamina, ¢ contrabalanceada por um
tratamento prontamente disponivel que pode prevenir complicagdes deletérias da
deficiéncia da vitamina B12.

d. A utilizacdo da fenotipagem aprofundada permitiu descrever o primeiro caso de
um paciente com variante patogénica em ENPP5 com importantes manifestagdes
orais e esqueléticas.

e. A presenga de multiplas alteragdes orais e esqueléticas neste paciente portador de

variante patogénica em ENPP5 caracteriza uma nova displasia esquelética.
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