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RESUMO

Objetivo: Realizar a caracterizacao fenotipica e genotipica de dois pacientes casos
indices de duas familias distintas com diagnostico de amelogénese imperfeita (Al)
autossdmica recessiva sindrébmica. Métodos: A caracterizagdo fenotipica foi
realizada por meio de exame clinico, radiografias panoramicas, tomografia
computadorizada, ultrassonografia e exames bioquimicos. Para o diagndstico
molecular foi realizado sequenciamento Sanger e de exoma completo. Resultados:
Na familia 1, a paciente afetada foi diagnosticada com deficiéncia da anidrase
carbdnica Il (CAll) e apresentou osteopetrose, acidose tubular renal, fraturas ésseas
recorrentes, ma oclusdo, distirbios da erupcdo dentaria e Al hipoplasica. O
sequenciamento Sanger detectou a variante (c.753delG, p.Asn252Thrfs*14) no
gene CA2 em homozigose no caso indice e em heterozigose na mae. Na familia 2,
o caso indice apresentou hipofosfatasia com leve acidose metabdlica, sem a
presenca de nefrocalcinose ou nefrolitiase. O exame fisico intraoral revelou
fibromatose gengival, coroas clinicas reduzidas, perda de contatos interproximais e
Al hipoplasica. O sequenciamento de exoma completo identificou duas variantes em
heterozigose composta no gene FAMZ20A (c.406C>T, p.Argl36* /
c.343 362delTCGCTCCTGGCCAGCCAGGA, p.Serl115Glyfs*48) e o diagndstico
final foi de Sindrome Esmalte Renal (ERS). Conclusao: Pela primeira vez, relata-
se um caso de Al sindrébmica ligada a variante no gene CA2. Sugere-se que a
deficiéncia da CAIl seja incluida no grupo de doencas renais hereditarias que
manifestam Al. Além disso, a detecgéo da variante
(c.343_362delTCGCTCCTGGCCAGCCAGGA, p.Serl15Glyfs*48) no caso indice
da familia 2, sem relatos prévios na literatura, amplia 0 espectro de variantes
causativas de Al autossdmica recessiva no gene FAM20A, aumentando o
conhecimento sobre a ERS.

Palavras-chave: amelogénese imperfeita; osteopetrose; acidose tubular renal;

anidrase carbonica Il; nefrocalcinose; sindrome esmalte renal.



ABSTRACT

Objectives: This study aimed to present a phenotypic and genotypic
characterization of two patients from two families diagnosed with syndromic
autosomal recessive amelogenesis imperfecta (Al). Methods: Medical records were
reviewed. Oral examination, panoramic radiographs and computed tomography were
performed. Sanger and whole exome sequencing were undertaken for molecular
diagnosis. Results: The proband from family 1 was diagnosed with carbonic
anhydrase Il (CAIll) deficiency syndrome and presented with osteopetrosis, renal
tubular acidosis, recurrent bone fractures, dental malocclusion, tooth eruption
impairment, and hypoplastic Al. Sanger sequencing revealed the proband was
homozygous and the mother was heterozygous for a CAZ2 deletion (c.753delG,
p.Asn252Thrfs*14). In the family 2, the index case presented with low serum
phosphate levels and mild metabolic acidosis. Nephrocalcinosis and nephrolithiasis
were absent. The oral findings included gingival fibromatosis, widely spaced teeth
with reduced clinical crowns and hypoplastic Al. Whole exome sequencing identified
two compound heterozygous FAM20A variants in the proband (c.406C>T, p.Arg136*
/ ¢.343_362delTCGCTCCTGGCCAGCCAGGA, p.Serl15Glyfs*48), and the final
diagnosis was Enamel Renal Syndrome (ERS). Conclusions: For the first time, a
CAZ2 disease-causing variant is reported to be associated with syndromic Al. This
finding suggests that CAll deficiency syndrome should be included in the group of
autosomal recessive diseases with renal and dental enamel involvement. Moreover,
the detection of the novel variant (c.343_362delTCGCTCCTGGCCAGCCAGGA,
p.Serl15Glyfs*48) in the proband from the family 2, which was not previously
reported in the literature, expands the causative variants spectrum of FAM20A gene,
increasing the knowledge about the ERS.

Keywords: amelogenesis imperfecta; osteopetrosis; renal tubular acidosis; carbonic

anhydrase Il; nephrocalcinosis; enamel renal syndrome.
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1 INTRODUCAO

Amelogénese imperfeita (Al) € um grupo heterogéneo de defeitos de
desenvolvimento do esmalte (DDE) hereditarios [1]. A Al pode ser um traco isolado
ou sindrémico que afeta todos ou quase todos os dentes em ambas as denti¢cdes. O
modo de heranca pode ser autossOmico recessivo, autossomico dominante ou
ligado ao cromossomo X. A Al é dividida em hipoplasica, hipomaturada e
hipocalcificada. Na Al hipoplasica, a espessura ou forma do esmalte é alterada. Nos
tipos hipomaturada e hipocalcificada, o esmalte apresenta mineralizacdo ou
maturacdo incompleta e dureza reduzida [2]. A deficiéncia da anidrase carbonica Il
(CAIl) (#OMIM 259730), também conhecida como doenca do cérebro de marmore
ou sindrome de Guibaud-Vainsel, € uma doenca autossdmica recessiva
caracterizada por densidade 6ssea aumentada e acidose metabdlica, com a
presenca de osteopetrose, acidose tubular renal e calcificagdes cerebrais [3,4]. Os
individuos afetados geralmente apresentam retardo mental por compressdo de
nervos cranianos, deficiéncia visual e auditiva, fraturas 6sseas recorrentes e
nefrocalcinose.

A CAIl é uma enzima citoplasmatica codificada pelo gene CA2, expressa
principalmente nos 0ssos, cérebro, tubulos renais distais e eritrécitos [5]. Ela atua
no controle do pH intracelular por meio da conversao de &cido carbodnico (H2COs3)
em bicarbonato (HCOz3") e protons de hidrogénio (H*). Além disso, ela esta envolvida
na diferenciacdo dos osteoclastos, reabsor¢cdo 6ssea e homeostase acido-basica
dos rins [6].

Nos ultimos anos, estudos experimentais em animais demonstraram que 0s
ameloblastos também expressam CAIl durante a amelogénese, especialmente nos
estagios de transicdo e maturacao [7-9]. Em modelos animais, a CAll exerce fungéo
no controle do pH intracelular, o qual é essencial para o desenvolvimento normal do
esmalte. Contudo, a caracterizagéo do fenotipo do esmalte ndo tem sido o foco dos
relatos clinicos, e as principais manifestacbes orais descritas sao disturbios da
erupcao dentaria, carie severa, apinhamento dentario e ma ocluséao [10-12].

A sindrome esmalte renal (ERS) (#OMIM 204690) € uma doenca autossdmica
recessiva caracterizada por Al hipoplasica, fiboromatose gengival e nefrocalcinose
[13]. A etiologia molecular da ERS esta ligada a variantes causativas no gene
FAMZ20A, que codifica uma pseudoquinase envolvida no processo de

biomineralizacdo no esmalte dentario e diferentes tecidos [14].
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Outras manifestagdes orais da ERS sao: distlurbios da erupcdo dentéria,
calcificacbes intrapulpares, dilaceracbes radiculares, hiperplasia do foliculo
pericoronario, reabsor¢cdes coronarias e bordas incisais de incisivos em formato
semilunar [15]. A ERS apresenta um conjunto de manifestacdes oro-dentais
patognomonicas, e o diagndstico normalmente é feito pelo cirurgido-dentista.

No ano de 2002, foi criado o Centro de Atendimento Odontoldgico a Doencas
Raras na Unidade de Saude Bucal do Hospital Universitario de Brasilia (HUB), com
a finalidade de diagnosticar e acompanhar pacientes com doencas raras e defeitos
de desenvolvimento dentario/craniofacial, incluindo pacientes com Al. Desde entéo,
38 pacientes casos indices apresentaram diagnéstico clinico de Al, sendo 22 casos
isolados e 16 sindrébmicos. Atualmente, foi realizado sequenciamento genético em
12 familias.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi realizar a caracterizacéo fenotipica
e genotipica de dois pacientes casos indices de duas familias distintas com
diagnoéstico de Al autossémica recessiva sindromica em atendimento no Hospital

Universitario de Brasilia (HUB).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AMELOGENESE

O esmalte dentario é o tecido mineralizado acelular que recobre a coroa dos
dentes deciduos e permanentes. A amelogénese € o0 complexo processo de
formacdo do esmalte dentario pelos ameloblastos, células epiteliais de origem
ectodérmica com alto potencial metabdlico e de transporte ibnico. Durante a
amelogénese, ocorre uma série de alteracbes celulares, com diferenciacdo dos
ameloblastos, diferentes fases de desenvolvimento, além de diferentes eventos
fisico-quimicos. A expresséo e sintese de diversas proteinas, bem como o correto
funcionamento e a integridade da estrutura celular sdo fundamentais para o
desenvolvimento normal do esmalte [16,17].

A amelogénese é dividida em trés fases funcionalmente distintas: pré-
secrec¢ao, secrecdo e maturacdo (Figura 1). Na fase de pré-secrecéo, as células do
epitélio interno do 6rgdo do esmalte iniciam a diferenciacdo em ameloblastos e se
preparam para a secrecdo da matriz organica, invertendo a sua polaridade e

desenvolvendo um aparato de organelas para sintese proteica [18,19].
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Figura 1. Representacao ilustrativa da amelogénese, processo dindmico, mediado por diferentes genes

e proteinas, em que os ameloblastos passam por mudancgas citofuncionais ao longo dos estagios de

pré-secrecao, secrecao e maturacao para a formagéo do esmalte.
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No estagio de secrecdo, os ameloblastos diferenciados secretam a matriz
organica do esmalte por meio do processo de Tomes, e iniciam-se a mineralizacao
e 0 crescimento dos cristais de hidroxiapatita em comprimento [20]. O processo de
Tomes é um prolongamento secretor que orienta a deposi¢do de esmalte prismatico
e interprismético por meio de suas por¢cbes secretoras apical e lateral. A matriz
organica do esmalte é constituida por 90% de proteinas amelogeninas e 10% de
proteinas ndo amelogeninas. Alteracdes nesta etapa resultam em esmalte
hipoplasico, com modificacdes em sua espessura e/ou forma [21].

Na maturacdo do esmalte, a matriz organica remanescente € degradada por
proteases como calicreina-4 (KLK4) e enamelisina (MMP-20), sendo reabsorvida e
possibilitando o crescimento dos cristais de hidroxiapatita em largura, finalizando o
processo de mineralizacdo do esmalte. Nesta etapa, os ameloblastos maduros
alternam ciclicamente suas termina¢des em rugosas e lisas [22]. Falhas na fase de
maturagéo resultam na hipomineralizagdo da matriz tecidual, e o esmalte apresenta
reducdo de dureza e aumento da porosidade.

Apos a mineralizagcdo completa do esmalte, os ameloblastos se juntam as
células do epitélio externo do 6rgdo do esmalte, reticulo estrelado e estrato
intermediario para formacdo do epitélio reduzido do esmalte, que protege a
superficie coronéria até que o dente erupcione e seja exposto a cavidade bucal. O
resultado final da amelogénese é o esmalte maduro, o tecido mais mineralizado do
corpo humano, tendo em sua composicao cerca de 96% de material inorganico, 1%
de matriz organica residual e 3% de agua [23].

No processo de erupc¢ao dentaria, o epitélio reduzido do esmalte se funde com
o0 epitélio oral para formar o epitélio juncional, responséavel pelo selamento bioldgico
ao redor do dente. Assim, o esmalte € exposto a cavidade bucal e passa a interagir
com os fluidos bucais, passando por sucessivos ciclos de des-remineralizacdo no

processo de maturagdo pés-eruptiva [24].

2.2 AMELOGENESE IMPERFEITA

Amelogénese imperfeita (Al) € um grupo heterogéneo de defeitos de
desenvolvimento do esmalte (DDE) hereditarios [1,2]. Estima-se que a prevaléncia de
Al seja de 1:700 no norte da Suécia a 1:8.000 em lIsrael [25,26]. Ainda ndo ha dados
na literatura sobre a prevaléncia de Al no Brasil. O modo de heranca pode ser
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autossdmico dominante, autossémico recessivo ou ligado ao cromossomo X.

A Al afeta todos ou quase todos os dentes nas denticbes decidua e
permanente, sendo caracterizada por alteracdes na quantidade e/ou qualidade do
esmalte dentario. Os fenotipos de Al sdo variados, resultando em uma
heterogeneidade clinica que depende do gene especifico envolvido, da localiza¢ao e
tipo de variante, assim como do efeito a nivel proteico. Nos ultimos anos, tem se
observado que a Al pode manifestar isoladamente ou como parte do espectro
fenotipico de sindromes [2].

Diversas classificacbes de Al tém sido propostas ao longo dos anos. A
classificagao da Al proposta por Rao e Witkop em 1971 e revisada em 1988 baseava-
se no aspecto clinico e modo de heranca [27,28]. Nesta classificacdo, a Al era dividida
em 4 tipos: 1) hipoplasica/defeitos quantitativos, modo de heranca autossémico
dominante, autossébmico recessivo ou ligado ao cromossomo X; 2)
hipomaturada/defeitos qualitativos, modo de heranga autossémico dominante,
autossdmico recessivo ou ligado ao cromossomo X; 3) hipocalcificada/defeitos
qualitativos, modo de heranca autossdmico dominante ou recessivo; 4) hipomaturada-
hipoplasica com taurodontia/defeitos quantitativos e qualitativos, modo de heranca
apenas autossbmico dominante. Esses 4 tipos ainda eram subdivididos em 14
subtipos de acordo com o fenétipo do esmalte e o0 modo de heranca.

No entanto, por se basear no aspecto clinico, a classificacdo de Witkop
apresentava limitacdes, uma vez que fendtipos distintos podem ser observados em
individuos de uma mesma familia, e que pacientes com diferentes padrdes
moleculares podem manifestar fenétipos parecidos. Assim, em 1995, foi proposta uma
nova forma de classificacao por Aldred e Crawford [29], que sugeria utilizar o padréo
molecular e a natureza da variante como principais critérios para classificagao.

Até o presente momento, ainda ndo ha consenso sobre a classificacdo de Al, e
a doenca tem sido classificada, antes de qualquer subdivisdo, em isolada ou
sindrémica, considerando também o modo de heranga e o fenotipo dentario [2]. Na
ultima década, foram identificadas variantes causativas em diversos genes associados
com a etiologia das formas isoladas de Al (AMELX, ACP4, ENAM, MMPZ20, KLK4,
FAMS83H, WDR72, ITGB6, SLC24A4, COL17A1, LAMB3, LAMA3, GPR68, AMBN e
C4orf26). Nas formas sindrdomicas, foram identificadas variantes nos genes LTBP3,
COL17A1, DLX3, FAM20A, CNNM4, ROGDI, LAMA3, LAMB3, ITGB4, CLDN16,
CLDN19, PEX1, PEX6, STIM1 e FAM20C [30,31]. Todos esses genes codificam

proteinas expressas pelos ameloblastos durante a amelogénese.
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Na Al hipoplasica, o esmalte apresenta DDE quantitativos associados a falhas
na fase de secrecdo da amelogénese. Clinicamente, sdo observados pontos,
depressodes, linhas horizontais, diminuicdo da espessura, alteracdo na forma ou até a
auséncia completa do esmalte [32]. J& a Al hipomineralizada € caracterizada pela
presenca de DDE qualitativos resultantes de falhas na maturagao do esmalte, sendo
subdividida em hipomaturada e hipocalcificada. O esmalte hipomaturado é fragil, com
alteracdes de translucidez, e apresenta opacidades resultantes da mineralizacédo
incompleta da matriz tecidual [33]. As opacidades podem ser demarcadas ou difusas
e, quanto a coloracao, esbranquicadas, amareladas, acastanhadas ou amarronzadas.
Na Al hipocalcificada, o esmalte apresenta consisténcia amolecida devido ao
transporte insuficiente de ions Ca?* para a matriz tecidual.

Os pacientes com Al geralmente apresentam limitagdes funcionais e queixas
estéticas. Os principais sinais e sintomas sao hipersensibilidade dentinaria, reducéo
da eficiéncia mastigatéria e comprometimento estético devido as alteracdes
estruturais e de coloragdo dos dentes. O tratamento envolve procedimentos
complexos, que buscam restabelecer a funcdo mastigatéria e melhorar a estética.

Apesar dos avanc¢os na compreensao da Al, ainda ha uma grande numero de
pacientes sem diagnoéstico molecular definido. O processo complexo da amelogénese
parece depender da participacdo de inimeras proteinas ainda nao identificadas.
Estudos com abordagem de genes candidatos e sequenciamento Sanger tém
identificado variantes causativas somente em cerca de 50% dos casos [34,35]. Assim,
atualmente o uso do sequenciamento de nova geracdo (NGS), como o exoma
completo, parece ser a melhor alternativa para os casos sem diagnostico molecular
definido [36]. O diagnéstico molecular é importante para a compreensdo das bases
moleculares da doenca, identificagdo do padrdo de heranca e aconselhamento

genético.

2.3 AMELOGENESE IMPERFEITA E DOENCAS RENAIS HEREDITARIAS

O mecanismo exato pelo qual uma variante genética pode estar envolvida na
etiologia de Al e doencgas renais hereditarias em humanos ndo é completamente
compreendido. No entanto, assim como as células tubulares renais, os ameloblastos
sao células especializadas com alto potencial metabdlico e de transporte idnico [17].

Por isso, sugere-se que pacientes com defeitos moleculares em proteinas expressas
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tanto nos ameloblastos como nos rins podem apresentar tubulopatias e DDE
generalizados concomitantemente [37].

Ja foi descrita manifestacdo de Al sindrbmica e nefrocalcinose em pacientes
com doencgas renais autossomicas recessivas ligadas a variantes causativas nos
genes CLDN16 (#OMIM 248250), CLDN19 (#OMIM 248190), FAM20A (#OMIM
204690), KCNJ1 (#OMIM 241200) e SLC4A4 (#OMIM 604278). Todos esses genes
Sao expressos nos ameloblastos e rins.

A nefrocalcinose é caracterizada pela presenca de calcificagdes no
parénquima renal. Sua etiologia esta ligada a distarbios eletroliticos como
hipercalcemia, hipercalcitria ou diminuicdo de inibidores de cristalizacdo. Trata-se de
uma condicdo diagnosticada por exames de imagem como radiografias,
ultrassonografia ou tomografia computadorizada.

A Hipomagnesemia e Hipercalcitria Familiar com Nefrocalcinose (FHHNC)
sem (#OMIM 248250) e com envolvimento ocular (#OMIM 248190) sdo doencas
renais hereditarias causadas por mutacdes nas isoformas 16 e 19 da claudina. As
claudinas séo juncdes oclusivas que controlam a reabsor¢éo paracelular de calcio e
magnésio. Os valores bioquimicos apresentam alteracdes de hipomagnesemia,
hipercalciaria, nefrocalcinose, nefrolitiase, polidria e polidipsia.

A Sindrome de Bartter (#OMIM 241200) é uma tubulopatia que manifesta
alcalose metabdlica e nefrocalcinose. Um outro tipo de tubulopatia induzida por
mutacbes no gene SLC4A4 foi descrita em pacientes com Al (#OMIM 604278),
acidose tubular renal proximal, baixa estatura e problemas oculares.

Esses dados sugerem que pacientes com Al sem etiologia molecular definida
devem ser encaminhados para avaliacdo nefrolégica. Da mesma forma, pacientes
com doencas renais hereditarias devem ser encaminhados para avaliacdo
odontoldgica.

Apesar disso, a literatura ainda carece de evidéncias sobre a fisiopatologia das
formas sindrémicas de Al ligadas a doencas renais hereditarias, e a ampliacdo de
relatos de casos com identificacdo das variantes patogénicas e estudos funcionais
devem ser realizados para melhor compreensdo dos mecanismos e da etiologia

molecular dessas condicdes.
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3 METODOLOGIA

O estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (CEP/FS — UnB),
com o registro de numero 43064320.3.0000.0030 (Anexo 1). A inclusdo dos
participantes no trabalho s6 foi feita apds a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo II).

3.1 CARACTERIZACAO FENOTIPICA

Os exames clinico e complementares dos pacientes foram realizados no
Centro de Atendimento Odontolégico a Doencas Raras, Unidade de Saude Bucal,
Hospital Universitario de Brasilia.

A anamnese incluiu registro de historia de trauma, fatores ambientais,
sistémicos e historico familiar para investigacdo da etiologia dos defeitos de
desenvolvimento do esmalte. O exame fisico intraoral e exames de imagens
odontoldgicas (radiografias panoramicas da face e tomografia computadorizada de
feixe cbnico) incluiram principalmente a andlise de atividade de doenca cérie, satude
periodontal, calcificacbes pulpares, cronologia de erup¢édo dentaria e registro dos
defeitos de desenvolvimento do esmalte, analisando o aspecto do esmalte, a
localizacéo e a forma dos defeitos presentes nas denticbes decidua e permanente.

A avaliacdo nefroldgica foi feita no servico de Nefrologia Pediatrica do Hospital
Universitario de Brasilia por meio de exames laboratoriais bioquimicos e
ultrassonografias.

3.2 EXTRACAO DE DNA

Foram coletados 4 ml de sangue venoso dos pacientes casos indices em tubo
com EDTA. A extracdo de DNA foi feita pelo método salting out [36] — Método
Puregene, seguido da sua quantificacdo no Nanovue Plus (GE®) e Qubit.
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Na familia 1, o diagndéstico molecular do caso indice e da méae foi realizado

por sequenciamento Sanger. O DNA extraido foi utilizado como substrato para

amplificacdo do gene candidato CAZ2, utilizando-se pares de oligonucleotideos

iniciadores (Tabela 1). Na reacédo de amplificacdo foram utilizados 5 pl de DNA

gendmico, 0,2 mM de cada desoxinucleotideo (dNTP),

50 ng de cada

oligonucleotideo iniciador, 1,25 U da enzima Taq platinum DNA polimerase

(Invitrogen®), tampao de reacéo e cloreto de magnésio fornecido e usado conforme

recomendado pelo fabricante, resultando em um volume final de 50 pl. A

amplificagcéo foi realizada em termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc. Waltham,

MA). Os produtos da amplificacédo foram purificados e enviados para realizacéo de

sequenciamento Sanger (BPI Biotecnologia®, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil).

Tabela 1. Primers utilizados para amplificacéo e sequenciamento do gene CA2.

CA2

Exon 1

Exon 2

Exon 3

Exon 4

Exon 5

Exon 6

Exon 7

Primers
5'-GTCACCACCTCCCCTTGTC-3'

3'-CGGTAAACAGCATGTGCG-5
5-GGTCTGGGTGTACCTTTCCC-3'
3-TGGCTCCTTCCATTAAGCTC-5'
5'-AGGCATGTGTTTCATGTGTG-3'
3-TTCACTGGGCGTGAGTTG-5'
5'-GACCATTGAATAAAATCTGTCAGC-3'
3-TCCTGTATGTTACAAATACTCTGTCTG-5'
5'-AGTGGAGAATTTGGGCTCAC-3'
3'-AACTGCTCATCCAAACACCAC-5'
S-TGTGTCTGCTGCTCTCCTACC-3'
3'-CCAAGGTCTTCTGCCTTGAC-5'
5'-CATGCCTCAGCCTTACAAAG-3'
3-TCTGTGCTTAGCTAAAGGGAAAC-5'

Amplicon (pb)

335

322

329

242

301

295

327

pb: pares de base.
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3.3 SEQUENCIAMENTO DE EXOMA

O diagndstico molecular do caso indice da familia 2 foi feito por
sequenciamento de exoma. Apos a extracdo de DNA, a quantificacao foi realizada
inicialmente por meio da preparagao de um mix (por amostra), de Qubit buffer (199
pl) e Qubit reagente (1 pl). A padronizagéo do aparelho foi realizada por meio de 10
pl de Standart + 190 pl do mix. Apds esse procedimento, iniciou-se a quantificacao
com 199 pl de mix e 1 pl da amostra. Um total de 10 ng de DNA por amostra foi
enviado para sequenciamento de exoma completo (Macrogen®, Seul, Coreia do
Sul), na plataforma lllumina HiSeq 4000 com cobertura média de 50 vezes e
comprimento de leitura de 2x100 pb.

A interpretacdo do sequenciamento de exoma foi feita nas plataformas
VarStation, Franklin (www.genoox.com) e Varsome (https://varsome.com/). Os filtros
aplicados para obtencéo do conjunto de variantes candidatas causadoras de Al: 1)
filtragem baseada em impacto funcional reteve apenas variantes que fossem nao
sinbnimas, sindnimas, frameshift, nonsense, ou que afetassem sitios candnicos
doadores/aceptores de splicing; 2) filtros de caracteristicas fenotipicas dos casos
indices foram utilizados; 3) ontologia do fen6tipo humano (HPO) com a analise de
31 genes, sendo eles: ACP4, AMBN, AMELX, AMTN, CLDN19, CNNM4, DLX3,
DNAJC21, ENAM, FAM20A, FAM83H, GPR68, ITGB6, KLK4, LAMA3, LAMBS,
LTBP3, MMP20, ODAPH, ORAI1, PEX1, RELT, ROGDI, SATB1, SLCI10A?7,
SLC13A5, SLC24A4, SMARCDZ2, STIM1, TMEM165 e WDR?72.

As variantes classificadas como melhores candidatas na andlise do exoma
foram visualizadas no Software Integrative Genomics Viewer (IGV) (Broad Institute
of MIT and Harvard). A classificagao de todas as variantes foi realizada de acordo
com as orientacées da American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) [38].
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4 RESULTADOS
4.1 FAMILIA 1 — PACIENTE Il1:1

Paciente do sexo feminino, 24 anos, filha Unica de pais ndo consanguineos. Aos 8
anos foi diagnosticada clinicamente com deficiéncia de CAll, apresentando
osteopetrose e acidose tubular renal, sendo encaminhada pelo servico de Nefrologia
Pediatrica do HUB para avaliacdo odontolégica. Nao ha outro membro afetado na
familia (Figura 2).

00 00

1:1 I:4 I1:5

~

n:1

Figura 2. Heredograma da familia 1. N&do houve relato de consanguinidade ou de outro membro afetado
na familia.

A paciente possui baixa estatura, calcificacdes cerebrais com retardo mental,
dismorfismos faciais, osteopetrose, histérico de fraturas com dificil consolidacdo de
fémur, tibia e fibula, atrofia do nervo 6ptico direito, nistagmo horizontal e perda auditiva
leve bilateral.

Ao exame fisico intraoral, foi detectada mordida aberta anterior e mordida cruzada
posterior. A paciente apresentou gengivite localizada em areas de dificil acesso para
higienizacdo devido a presenca de dentes retidos e mal posicionados. Observou-se
apinhamento dentario, dentes inclusos, retencéo prolongada de dentes deciduos e Al
hipoplasica com pontos e depressdes afetando ambas as denticdes decidua e
permanente (Figura 3).
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Figura 3. Aspectos clinicos e radiogréaficos do caso indice da familia 1. (A-B) O exame fisico extraoral
revelou deformidade esquelética e clinodactilia nos dedos das maos e pés. (C) Radiografia de membro
inferior evidencia fratura de tibia e fibula. (D) Nota-se a presenca de mordida aberta anterior, gengivite
localizada e apinhamento dentario. (E) Dente 14 com erupcgdo ectdpica apresentando hipoplasias de
esmalte. (F-G) Vista oclusal demonstra palato profundo e atrésico na maxila e apinhamento com
retencdo prolongada dos segundos molares deciduos na mandibula. (H) Dente 36 com hipoplasias de
esmalte na forma de pontos e alteracdo da forma. (I) Radiografia panoramica evidencia disturbios da
erupcao, com a presenca de dentes retidos e inclusos (triangulos), e alteracéo na espessura do esmalte
de molares deciduos e permanentes (setas).
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Os exames bioquimicos demonstraram a presenca de acidose metabdlica com
hipercalciuria e hipocitrataria (Tabela 2). A hipocitraturia foi controlada com citrato de
potassio e, nos dias atuais, a paciente esta sob uso de hidroclorotiazida e bicarbonato
de sbdio para o controle da hipercalcilria e acidose metabdlica. A ultrassonografia dos
rins ndo evidenciou nefrocalcinose. A paciente se encontra em acompanhamento por

uma equipe multidisciplinar.

Tabela 2. VValores dos exames bioquimicos da paciente caso indice da familia 1.

Caso indice Valores de referéncia
Gasometria venosa
pH 7.21 (1) 7.35-7.45
HCOs (mEg/l) 16.7 (1) 22.0-26.0
BE (mmol/l) -10.5 (1 -3a+3
EAS
pH 6.0 (1) 5.0-5.7
Glicosuria Negativo (N) Negativo
Urina de 24h
Calcidrria (mg/kg/dia) 5.4 (1) <40
Citratdria (mmol/24h) 0.32 (1) 0.90 - 2.70

HCO3: bicarbonato; BE: base excess; EAS: Elementos Anormais do Sedimento; mEq/l:
miliequivalente por litro; mmol/l: milimol por litro; mg/kg/dia: miligrama por quilograma por dia;
mmol/24h: milimol por 24 horas; (1): valor abaixo da referéncia; (1): valor acima da referéncia; (N):
normalidade.

O sequenciamento Sanger identificou a variante CA2: c¢.753delG, no éxon 7, em
heterozigose na méae (11:3) e homozigose no caso indice (lll:1), causando o frameshift
p.Asn252Thrfs*14 (Figura 4). Nao foi possivel realizar o sequenciamento no pai (11:2).
A variante foi classificada como provavelmente patogénica, recebendo cédigos PM2,
PVS1 e PP4, de acordo com a classificagdo da American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG).
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CAZ2: ¢.753delG, p.Asn252Thrfs*14

Figura 4. Cromatogramas evidenciam delecdo da guanina 753 no gene CA2 em heterozigose na mae
(I1:3) e homozigose no caso indice da familia 1 (lll:1), com substituicdo da asparagina 252 por uma
treonina e ocorréncia de frameshift.

O relato de caso desta paciente foi apresentado na 392 Reunido Anual da

Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontolégica (SBPgO) (Anexo Ill) e publicado no
periddico internacional Intractable & Rare Diseases Research (Qualis A2) (Anexo V).

4.2 FAMILIA 2 — PACIENTE I11:2

Paciente do sexo masculino, 18 anos, compareceu ao Centro de Atendimento

Odontolégico a Doencas Raras do HUB com queixa principal de dentes que nao
nasciam. N&o houve relato de consanguinidade e a identidade do pai é
desconhecida (Figura 5). Nao foi registrada nenhuma alteracao sistémica ou uso de

medicamentos.
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Figura 5. Heredograma da familia 2. A identidade do pai do caso indice € desconhecida e ndo ha
outro membro afetado na familia.

O exame fisico intraoral revelou a presenca de Al hipoplasica, dentes
deciduos e permanentes amarelados, coroas clinicas reduzidas em altura e largura,
diastemas, incisivos inferiores com bordas incisais em formato semilunar,
aplainamento das faces oclusais de dentes posteriores e fibromatose gengival
(Figura 6). Ao exame radiografico, foi observado retencao prolongada de dentes
deciduos, impaccao de dentes permanentes, alteracdo na espessura de esmalte,
calcificacbes intrapulpares, dilaceracdes radiculares, hiperplasias do foliculo
pericorondrio e radiodensidade similar entre esmalte e dentina. O paciente foi
encaminhado para o servico de Nefrologia, e a avaliagdo nefrologica evidenciou
hipofosfatasia com leve acidose metabdlica, sem a presenca de nefrocalcinose ou
nefrolitiase.
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Figura 6. Aspectos clinicos, radiogréficos e tomograficos do caso indice da familia 2. (A) Vista frontal
evidencia descoloragdo dentaria, amelogénese imperfeita hipoplésica e incisivos inferiores em formato
semilunar. (B) E possivel observar a auséncia de dentes permanentes e o aumento tecidual associado
a fibromatose gengival. (C-D) Fotografias oclusais da maxila e mandibula demonstram espacos
interproximais aumentados, coroas clinicas reduzidas e aplainamento das faces oclusais de dentes
posteriores. (E) Radiografia panoramica aos 13 anos de idade exibe calcificagdes intrapulpares (setas),
dilaceracdes radiculares (asteriscos), hiperplasias foliculares pericoronarias (triangulos) e reabsorcoes
coronérias (circulos). (F) Tomografia computadorizada de feixe cénico aos 15 anos de idade, corte
parassagital da maxila. Dente 17 com hiperplasia folicular pericoronéaria (tridngulo), calcificacéo
intrapulpar (seta) e dilaceragéo radicular (asterisco).
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O sequenciamento de exoma completo identificou duas variantes em
heterozigose composta no gene FAM20A (NM_017565.4: c.406C>T, p.Argl36* e
NM_017565.4: ¢.343 362delTCGCTCCTGGCCAGCCAGGA, p.Serl15Glyfs*48)
no caso indice, com diagndstico de ERS e Al hipoplésica sindrémica (Figuras 7 e 8).

e I | | I I __:-;I]
p11.1 112 q12 q21.1 2131 gz2132 q22 q23.1 q23 3 q24.

65 bp
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| | | | |

[ |
| |
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A 31 (46%, 12+, 19-)
c:0

G - 36 (34%, 16+, 20-)
T:0
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Figura 7. Visualizagdo da variante NM_017565.4:¢c.406C>T, p.Argl36* no Integrative Genomics
Viewer (IGV) para confirmacao de resultado de exoma.
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Figura 8. Visualizacdo da variante NM_017565.4: ¢.343_362delTCGCTCCTGGCCAGCCAGGA,
p.Ser115Glyfs*48 no Integrative Genomics Viewer (IGV) para confirmacao de resultado de exoma.

A variante NM_017565.4: ¢.406C>T foi classificada como patogénica de
acordo com as orientac6es da American College of Medical Genetics and Genomics
(PVS1, PM2, PP5). A variante NM_017565.4:
€.343_362delTCGCTCCTGGCCAGCCAGGA recebeu classificacéo de
provavelmente patogénica, considerando o mesmo método de classificacdo (PVS1,
PM2).

O relato de caso deste paciente foi premiado em primeiro lugar na modalidade
Painel Relatos de Casos e Revisfes da 392 Reunido Anual da Sociedade Brasileira
de Pesquisa Odontoldgica (SBPgO) (Anexo IlI).



27

5 DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi realizar a caracterizacao fenotipica e
genotipica de dois pacientes de duas familias distintas com diagnostico de Al
autossOmica recessiva sindrémica. Ambos os pacientes apresentaram hipoplasias
de esmalte generalizadas nas denti¢cdes decidua e permanente.

A paciente caso indice da familia 1 apresentou os achados classicos da
sindrome da deficiéncia de CAIl, exceto pela auséncia de nefrocalcinose e a
presenca de Al hipoplasica, que ndo havia sido relatada nesta sindrome. A mesma
variante detectada no gene CAZ2 ja havia sido relatada em dois irmdos mexicanos
[39]. No entanto, o fenétipo orodental ndo foi caracterizado neste estudo.

A sindrome da deficiéncia de CAIll apresenta uma distribuicdo geogréfica
especifica, com a maioria dos casos provenientes da regido do Oriente Médio, i.e
pacientes de descendéncia arabe, provavelmente devido a alta taxa de casamentos
consanguineos nessa populacdo [10,40]. Na familia 1, ndo houve relato de
consanguinidade, mas, uma vez que 0s pais sdo de uma pequena cidade com
populacéo reduzida, a possibilidade de semelhancgas genéticas entre eles pode ser
considerada para explicar a homozigosidade detectada pelo exame molecular.

Foi feita uma busca na literatura em trés bases de dados (Medline, PubMed e
Web of Science) em julho de 2023, incluindo os seguintes termos: “CAll deficiency
or carbonic anhydrase 2” AND “oral manifestations OR enamel”. Apds a remocéao de
duplicatas e estudos em lingua estrangeira, um total de 309 estudos foram
recuperados [41].

Apos as leituras dos resumos, 60 estudos foram selecionados para a proxima
fase. Foi feita a leitura completa e apenas quatro relatos de caso [42-45] e uma série
de casos [10] descreveram hipoplasias de esmalte em pacientes com sindrome da
deficiéncia de CAll. Entre estes estudos, apenas um confirmou a etiologia molecular
da doenca e descreveu a presenca de hipoplasias de esmalte em trés pacientes de
duas familias distintas [42]. Em nenhum estudo houve relato de Al.

O fendtipo renal de modelos animais transgénicos Car2 (-/-) € semelhante ao
observado em pacientes humanos afetados, i. e. acidose metabdlica e falha na
acidificacdo urinaria, mas ainda ndo ha descri¢cdo sobre o fenotipo orodental [46]. A
paciente do presente trabalho apresentou Al hipoplasica afetando a denticdo
decidua e permanente. Como o desenvolvimento do esmalte dos dentes deciduos

ocorre no periodo pré-natal, quando a nutricdo fetal ocorre pelo suprimento
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sanguineo materno, pode-se deduzir que € improvavel que DDE em dentes
deciduos sejam causados por distlrbios sisttmicos em pacientes nascidos de
gestacdes sem complicacdes [47]. No entanto, DDE também podem ser causados
por outros fatores como infec¢des locais, trauma dental e distirbios ambientais.
Assim, um efeito secundéario da acidose metabdlica nos DDE encontrados na
paciente ndo pode ser descartado, uma vez que os ameloblastos sdo sensiveis a
mudancas de pH.

O papel da CAll na amelogénese s6 foi descrito nos ultimos anos [7-9], e isso
pode explicar o motivo de o fen6tipo do esmalte nos pacientes afetados néo ter sido
criteriosamente caracterizado em estudos prévios. Além do mais, no passado, a Al
costumava ser classificada apenas como um trago isolado causado por variantes
em genes que codificam proteinas da matriz do esmalte ou proteases. Entretanto,
avancos nas técnicas de diagnostico molecular ja identificaram variantes causativas
em pelo menos 26 genes diferentes ligados a 19 tipos de Al sindrémica [1], e 0
conhecimento sobre a doenca tem aumentado.

Na familia 2, o diagndstico foi de ERS, uma sindrome rara caracterizada por
manifestacbes oro-dentais patognomoénicas, que incluem: Al hipoplasica,
fibromatose gengival, hiperplasia do foliculo pericoronario, calcificacdes gengivais,
calcificagcBes intrapulpares, atraso na erupcao dentaria e reabsorcfes coronarias de
dentes impactados [13,14]. Geralmente, os pacientes também apresentam
nefrocalcinose associada.

Uma das variantes detectadas no caso indice da familia 2 (NM_017565.4:
c.406C>T, p.Argl36*) ja havia sido relatada em trés estudos prévios [48-50]. J4 a
segunda variante (NM_017565.4: ¢.343_362delTCGCTCCTGGCCAGCCAGGA,
p.Ser115Glyfs*48) n&o foi previamente relatada na literatura.

A ERS foi descrita pela primeira vez em 1972 por MacGibbon em 2 pacientes
da mesma familia com hipoplasias de esmalte generalizadas e nefrocalcinose [51].
Um deles faleceu devido ao quadro de insuficiéncia renal. Ao longo dos anos, em
casos com auséncia de nefrocalcinose, a condi¢ao foi denominada como Sindrome
da Amelogénese Imperfeita e Fibromatose Gengival (AIGFS) [50]. No entanto,
estudos moleculares identificaram que ambas as sindromes, AIGFS e ERS, sdo
causadas por variantes causativas no gene FAM20A e se tratam da mesma
condicdo, porém com uma variabilidade fenotipica [13,14].

O paciente com ERS deste trabalho ndo apresentou nefrocalcinose. No

entanto, ndo se descarta a possibilidade de que futuramente o paciente possa
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apresentar calcificagdes no parénquima renal. Por isso, é importante que seja feito
acompanhamento perioddico a fim de se realizar um diagnostico precoce com melhor
prognastico do caso.

A proteina FAM20A (family with sequence similarity 20, member A) é uma
pseudoquinase da via secretora do Complexo de Golgi envolvida no processo de
biomineralizacdo no esmalte dentario e em diferentes tecidos, sendo expressa em
matrizes extracelulares dentarias e fibroblastos gengivais [52]. A familia FAM20 é
composta pelas proteinas FAM20A, FAM20B e FAM20C. Estudos em modelo
animal demonstraram a expresséo dos genes Fam20a e Fam20c em ameloblastos
e odontoblastos [53-56].

Ainda ndo ha um protocolo de tratamento definido para pacientes com ERS,
mas cabe ressaltar a importancia da avaliacdo odontolégica para o diagnostico, uma
vez que as manifestacdes oro-dentais constituem os primeiros sinais da doenca e
as alteragbes renais sao silenciosas inicialmente. Quando 0s pacientes com
suspeita de ERS ndo sdo encaminhados ao nefrologista, o diagnéstico renal tardio
leva a insuficiéncia renal, com pior progndstico do caso, ressaltando a importancia

do trabalho multiprofissional no manejo desses pacientes.
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6 CONCLUSOES

As hipoplasias de esmalte generalizadas observadas na denticdo decidua e
permanente da paciente da familia 1 indicam que a Al faz parte do espectro
fenotipico da sindrome da deficiéncia de CAIl. Por isso, sugere-se que esta
sindrome deve ser incluida no grupo de doengas renais autossémicas recessivas
ligadas a Al sindrébmica. Esses resultados ressaltam a importancia de se encaminhar
pacientes com doencas renais autossOmicas recessivas para avaliacao
odontoldgica. Da mesma forma, pacientes com Al devem ser encaminhados para
avaliacéo nefrolégica. Além disso, a nova variante do paciente da familia 2 amplia o
espectro de variantes causativas no gene FAM20A, aumentando o conhecimento
da etiologia da ERS.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

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

no seus dentes e a sua participagao € muito importante.

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

A sua participagdo ocorrera por meio da realizagdo de exames clinicos, laboratoriais e
consulta ao prontuario do dependente participante da pesquisa. Osexames laboratoriais serao
realizados a partir da coleta de sangue para extragao de DNA. O procedimento de coleta de

4 a 8 mL de sangue por punc¢ao venosa (introdugio de agulha na veia para retirada de sangue)

sera realizado com material estéril descartavel de boa qualidadepor profissional habilitado,
podendo ocasionar um pouco de dor e formagao de hematoma nolocal. A coleta esta prevista
para uma Unica vez, mas poderao ser necessarias outras coletas a critério médico ou do
dentista.

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

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

esforgaremos para evitar e diminuir desconfortos.
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Os procedimentos do exame clinico sao comuns em odontologia, podendo as vezes
incomodar um pouco, porém oferecem risco minimo para a saude. O exame fisico sera feito
por profissionais capacitados, sempre supervisionados por professores e/ou pesquisadores.
Quando necessario para a investigagao de alguma alteragao odontologica, poderao ser
solicitados exames de imagem como por exemplo radiografias panoramicas, periapicais,
tomografias da boca. A dose de radiacao envolvida nos exames radiograficos odontologicos
¢ pequena e dentro dos padroes de seguranga. Além disso, o setor de radiologia odontologica
do HUB utiliza o exame radiografico digital que permite a obtengdo da imagem de forma
mais facil e rapida e a diminuicao das doses de radiagdo no paciente.

O(a) senhor(a) nao sera pago por sua colaboragao e também nao tera nenhum custo com
a participag¢ao. Caso o(a) senhor(a) tenha gastos diretamente relacionados a pesquisa, como

alimentacdo, transporte e exames, estas despesas serdo pagas pelo pesquisador responsavel.

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

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

Os resultados da pesquisa serao divulgados na Universidade de Brasilia, podendo ser
publicados posteriormente. Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficarao sobre a guarda
do pesquisador. Em qualquer momento, vocé podera ter acesso aos resultados. Vocé também
podera decidir se quer ou nao ter conhecimento do seu resultado. Sempre que desejar receber
esclarecimentos antes, durante e depois da pesquisa e quando desejar saber sobre os
resultados, entre em contato com a pesquisadora responsavel Dra Ana Carolina Acevedo-
Poppe pelo telefone (61) 99854-9011.
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Solicitamos também sua autorizagdo para armazenamento de sua amostra biologica de
sangue para possiveis outros estudos futuros em biorrepositorio no Laboratorio de Genética
da Universidade de Brasilia. A amostra apresentara uma codifica¢ao alfanumérica e so podera
ser manuseada pelos individuos diretamente relacionados com o projeto.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
da Saude da Universidade de Brasilia. O(a) senhor(a) pode pedir esclarecimentos e conhecer
seus direitos como participante quando desejar, por meio do telefone: (61) 3107-1947 ou do
e-mail cepfs@unb.br ou cepfsunb@gmail.com, horario de atendimento de 10:00hs as
12:00hs e de 13:30hs as 15:30hs, de segunda a sexta-feira. O papel do CEP é avaliar e
acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos, além de
identificar os riscos associados a pesquisa; verificar se foram tomadas as medidas necessarias
para minimizar tais riscos (fisicos, psiquicos, morais, intelectuais, sociais, culturais ou
espirituais); identificar os provaveis beneficios que a pesquisa pode gerar e assegurar que 0s

participantes receberao uma adequada descri¢ao e informacgao dos riscos.

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

a outra com Voce.

(Assimatura do participante)

Profa. Dra. Ana Carolina Acevedo Poppe

Brasilia, de de
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ANEXO IV — ARTIGO CIENTIFICO E NORMAS DA REVISTA

Leite LDR, Resende KKM, Rosa LS, Mazzeu JF, Oliveira LC, Scher MCSD, Acevedo
AC, Yamaguti PM. Carbonic anhydrase Il deficiency syndrome with amelogenesis
imperfecta linked to a homozygous CA2 deletion. Intractable & Rare Diseases
Research. 2023;12(3):202-5. doi:10.5582/irdr.2023.01033

Submission guidelines - Intractable & Rare Diseases Research

Title page: The title page must include 1) the title of the paper (Please note the title
should be short, informative, and contain the major key words); 2) full name(s) and
affiliation(s) of the author(s), 3) abbreviated names of the author(s), 4) full name,
mailing address, telephone/fax numbers, and e-mail address of the corresponding
author; 5) author contribution statements to specify the individual contributions of all
authors to this manuscript, and 6) conflicts of interest (if you have an actual or potential
conflict of interest to disclose, it must be included as a footnote on the title page of the
manuscript; if no conflict of interest exists for each author, please state "There is no
conflict of interest to disclose").

Abstract: The abstract should briefly state the purpose of the study, methods, main
findings, and conclusions. For articles that are Original Articles, Brief Reports,
Reviews, or Policy Forum articles, a one-paragraph abstract consisting of no more
than 250 words must be included in the manuscript. For Communications, Editorials,
News, or Letters, a brief summary of main content in 150 words or fewer should be
included in the manuscript. For articles reporting clinical trials, the trial registration
number should be stated at the end of the Abstract. Abbreviations must be kept to a
minimum and non-standard abbreviations explained in brackets at first mention.
References should be avoided in the abstract. Three to six key words or phrases that
do not occur in the title should be included in the Abstract page.

Introduction: The introduction should provide sufficient background information to
make the article intelligible to readers in other disciplines and sufficient context
clarifying the significance of the experimental findings.
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Materials/Patients and Methods: The description should be brief but with sufficient
detail to enable others to reproduce the experiments. Procedures that have been
published previously should not be described in detail but appropriate references
should simply be cited. Only new and significant modifications of previously published
procedures require complete description. Names of products and manufacturers with
their locations (city and state/country) should be given and sources of animals and
cell lines should always be indicated. All clinical investigations must have been
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki (as revised in 2013,
https://wma.net/what-we-do/medical-ethics/declaration-of-helsinki). All human and
animal studies must have been approved by the appropriate institutional review
board(s) and a specific declaration of approval must be made within this section.

Results: The description of the experimental results should be succinct but in
sufficient detail to allow the experiments to be analyzed and interpreted by an
independent reader. If necessary, subheadings may be used for an orderly
presentation. All Figures and Tables should be referred to in the text in order, including
those in the Supplementary Data.

Discussion: The data should be interpreted concisely without repeating material
already presented in the Results section. Speculation is permissible, but it must be
well-founded, and discussion of the wider implications of the findings is encouraged.
Conclusions derived from the study should be included in this section.
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credited in the Acknowledgments section. Authors should also describe the role of the
study sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis, and interpretation
of data; in the writing of the report; and in the decision to submit the paper for
publication. If the funding source had no such involvement, the authors should so
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In addition, people who contributed to the work but who do not meet the criteria for

authors should be listed along with their contributions.
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References: References should be numbered in the order in which they appear in
the text. Citing of unpublished results, personal communications, conference
abstracts, and theses in the reference list is not recommended but these sources may
be mentioned in the text. In the reference list, cite the names of all authors when there
are fifteen or fewer authors; if there are sixteen or more authors, list the first three
followed by et al. Names of journals should be abbreviated in the style used in
PubMed. Authors are responsible for the accuracy of the references. The EndNote
Style of Intractable & Rare Diseases Research could be downloaded at EndNote.

Examples are given below:

Example 1 (Sample journal reference):

Inagaki Y, Tang W, Zhang L, Du GH, Xu WF, Kokudo N. Novel aminopeptidase N
(APN/CD13) inhibitor 24F can suppress invasion of hepatocellular carcinoma cells as
well as angiogenesis. Biosci Trends. 2010; 4:56-60.

Example 2 (Sample journal reference with more than 15 authors):

Darby S, Hill D, Auvinen A, et al. Radon in homes and risk of lung cancer:
Collaborative analysis of individual data from 13 European case-control studies. BMJ.
2005; 330:223.

Example 3 (Sample book reference):

Shalev AY. Post-traumatic stress disorder: Diagnosis, history and life course. In: Post-
traumatic Stress Disorder, Diagnosis, Management and Treatment (Nutt DJ,
Davidson JR, Zohar J, eds.). Martin Dunitz, London, UK, 2000; pp. 1-15.

Example 4 (Sample web page reference):
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World Health Organization. The World Health Report 2008 — primary health care: Now
more than ever. https://apps.who.int/iris/handle/10665/43949 (accessed September
23, 2022).

Tables: All tables should be prepared in Microsoft Word or Excel and should be
arranged at the end of the manuscript after the References section. Please note that
tables should not in image format. All tables should have a concise title and should
be numbered consecutively with Arabic numerals. If necessary, additional information

should be given below the table.

Figure Legend: The figure legend should be typed on a separate page of the main
manuscript and should include a short title and explanation. The legend should be
concise but comprehensive and should be understood without referring to the text.
Symbols used in figures must be explained. Any individually labeled figure parts or
panels (A, B, etc.) should be specifically described by part name within the legend.

Figure Preparation: All figures should be clear and cited in numerical order in the
text. Figures must fit a one- or two-column format on the journal page: 8.3 cm (3.3 in.)
wide for a single column, 17.3 cm (6.8 in.) wide for a double column; maximum height:
24.0 cm (9.5 in.). Please make sure that the symbols and numbers appeared in the
figures should be clear. Please make sure that artwork files are in an acceptable
format (TIFF or JPEG) at minimum resolution (600 dpi for illustrations, graphs, and
annotated artwork, and 300 dpi for micrographs and photographs). Please provide all
figures as separate files. Please note that low-resolution images are one of the leading
causes of article resubmission and schedule delays.

Units and Symbols: Units and symbols conforming to the International System of
Units (SI) should be used for physicochemical quantities. Solidus notation (e.g. mg/kg,
mg/mL, mol/mm2/min) should be used. Please refer to the SI Guide

www.bipm.org/en/si/ for standard units.



