
 

 
 

SIMONE SAYURI TSUNEDA 
 

 
 
 
 
 
 

ESTRATÉGIA PARA INVESTIGAÇÃO MOLECULAR DE 
EPILEPSIA COM IDENTIFICAÇÃO DE GENES 

RELACIONADOS A FORMAS DE POLIMICROGIRIA 
 
 
 

STRATEGY OF MOLECULAR INVESTIGATION ON 

EPILEPSY WITH THE IDENTIFICATION OF GENES 

RELATED TO POLYMICROGYRIAS  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Campinas 
2012 

  



 

 
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS  

Faculdade de Ciências Médicas 
 
 
 

SIMONE SAYURI TSUNEDA 
 
 
 

ESTRATÉGIA PARA INVESTIGAÇÃO MOLECULAR DE 
EPILEPSIA COM IDENTIFICAÇÃO DE GENES 

RELACIONADOS A FORMAS DE POLIMICROGIRIA 
 

Orientadora / Supervisora: Profª. Drª. Iscia Teresinha Lopes Cendes 

Co-Orientador/Co-Supervisor: Prof. Dr. Fábio Rossi Torres 
 
 

STRATEGY OF MOLECULAR INVESTIGATION ON 

EPILEPSY WITH THE IDENTIFICATION OF GENES 

RELATED TO POLYMICROGYRIAS  
 
 
 

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pós-Graduação em 
Fisiopatologia Médica da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual de 
Campinas para obtenção de título de Doutora em Ciências 

 
Doctorate thesis presented to the Medical Pathophysiology Postgraduation 

Programm of the School of Medical Sciences of the State University of Campinas to obtain 
the Ph.D. grade in Medical Sciences.  
 
 
 
ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE À VERSÃO FINAL DA 
TESE DEFENDIDA PELA ALUNA SIMONE SAYURI 
TSUNEDA E ORIENTADA PELA PROFª. DRª. ISCIA 
TERESINHA LOPES CENDES. 
 
Assinatura do Orientador 
 
-------------------------------------------- 

Campinas  
2012 



 

 



 

 
 

 
 



 

vii  

 

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A todos aqueles que convivem com uma malformação cerebral, pacientes, 

familiares e amigos. Àqueles que melhor entendem a importância de um cérebro 

plenamente funcional e que enfrentam diariamente as limitações de uma sociedade 

despreparada para lidar com o diferente e o incomum. 

 

Simone Sayuri Tsuneda 



 

ix  

 

AGRADECIMENTOS 

Este é um parêntesis de informalidade que me permito abrir para fazer jus às pessoas que tornaram essa 
tese possível e esse doutorado uma época maravilhosamente memorável. Esse título é resultado de 
muitos anos de esforço, teimosia, dedicação e amor à Ciência, permeado de pessoas generosas, que me 
ofereceram apoio e parte de seu precioso tempo. Tentando ser o menos pedante possível, aqui vão os 
meus agradecimentos: 

 

Aos meus pais, Mitsuyasu Tsuneda e Eliza T. I. Tsuneda, por terem priorizado a educação 
em nossas vidas. Foram muitos os sacrifícios durante suas vidas para nos garantir esse bem tão 
precioso e para isso não há palavras de gratidão suficientes.  

  

Aos meus irmãos, Matheus e Diogo Tsuneda, por existirem, por serem minha razão de tudo. 

 

À Dra. Iscia Lopes Cendes, por sua orientação, num sentido amplo da palavra. Agradeço por 
esses anos dividindo comigo seus valores, sua maneira de encarar a Ciência e a Academia. 
Aprendi muito observando e desenvolvi uma admiração imensa por sua competência, 
seriedade, dedicação, integridade e caráter. Levo comigo uma inspiração e um grande exemplo 
de profissional. 

 

À Fapesp pelo apoio financeiro desde o início e compreensão durante esse período de 
mudanças. Certamente, meu processo não foi nada convencional. 

 

É importante que se reconheça que o Laboratório de Genética Molecular da Faculdade de Ciências 
Médicas da UNICAMP é o melhor lugar para se trabalhar na face da Terra. É um local privilegiado, que 
reúne talentos fantásticos convivendo em plena harmonia e companheirismo, dividindo, somando e 
contribuindo diariamente entre si. Esse doutorado foi um período de crescimentos profissional e 
pessoal imensuráveis. E esses são alguns dos responsáveis: 

 



 

x  

 

Fábio R. Torres, a denominação de “pai” que você recebeu não foi à toa. Você é o maior 
coautor dessa tese, sem sombra de dúvida. Tentei aproveitar ao máximo a oportunidade de 
estar trabalhando ao lado de alguém tão inteligente e acabei ganhando um grande amigo! 

 

Luciana C. Bonadia, agradeço por absolutamente tudo! Pelos conselhos acadêmicos, 
técnicos, pela amizade imensurável, pela Rafaela... Desenvolvi, ao longo dos anos, uma 
admiração gigantesca pela sua competência, por todo seu domínio sobre a Genética Médica, 
por sua integridade e clareza em todos os aspectos da vida. Sou sua fã! 

 

Daniela A. de Souza, obrigada por ser minha grande companheira! Nesses anos dividimos 
absolutamente todo o material de trabalho sem sequer um prenúncio de desentendimento, o 
que resultou numa grande amizade, levada até o Planalto Central. Quem diria? 

 

Alexandre Hilário, Aline Marcelino, Bernardo Passarinho, Carolina Lincoln, Daniela 
Furgeri, Danyella Dogini, Érika Freitas, Estela Gonçalves, Ilária Sgardioli, Fábio 
Conte, Fernando Marson, Karina Silveira, Lidiane Rueda, Marcela Baptista, Marina 
Gonsales, Milena Simioni, Patricia Aline, Renato “José Bola” dos Santos, Romênia 
Domingues, Simoni Avansini, Tatiane Kanazama, Thiago Peluzzo, Vinicius Pascoal, 
obrigada por criarem um ambiente de trabalho tão perfeito. Cada um de vocês tem uma 
enorme responsabilidade sobre a minha vontade de ficar nesse laboratório pra sempre! 

 

Eduardo Yamamoto, nosso aluno aplicado e prestativo, muito obrigada por todo o empenho 
e companheirismo desde o primeiro contato! 

 

Marilza e Madá, que ofereceram seu enorme apoio durante todo o período, mas 
principalmente na reta final. Esses anos teriam sido um completo caos sem vocês! Obrigada! 

 

Prof. François Artiguenave, que com seu respeitável domínio da bioinformática nos 
ofereceu, muito generosa e pacientemente, um grande apoio, crucial para a realização dessa 
tese. 

 



 

xi  

 

Há também algumas pessoas muito importantes fora das paredes do laboratório: 

 

Dr. Lucio Brunale, ainda não descobri uma forma justa de agradecer pelo seu imenso apoio e 
esforço em meu benefício. Que fiquem aqui registradas a minha infinita gratidão e imensa 
admiração por esse chefe que continua me ensinando e inspirando todos os dias.  

 

Ângela Luzia Drezza, Grace Young Kim e Julia Brugnaro Badur, vocês ultrapassaram a 
definição de ‘amizade’ e alcançaram o ‘imprescindível’ na minha vida. Obrigada por fazerem 
parte de tudo isso! 

 

Aos meus queridos companheiros da Turma Bio01D Unicamp, muito obrigada! Felizmente, 
meu amor incondicional à Ciência vem atrelado a vocês e é um imenso privilégio ter pessoas 
tão verdadeiramente brilhantes em minha vida!  

 

À família Bellinati por todo o apoio moral e logístico desde o início, sempre tão generosos e 
prestativos. Muito obrigada! 

 

E, por fim, ao meu marido André: só eu sei o tamanho da sua responsabilidade sobre o meu 
equilíbrio, sobre o meu caminhar. Você teve a inacreditável capacidade de me convencer a 
chegar aonde nós dois chegamos juntos e por isso sou muito grata! As minhas conquistas 
também são suas.  

 

Simone Sayuri Tsuneda 

 

 

“If I have seen further than others, it is by 

standing upon the shoulders of giants.” 
 

Isaac Newton 



 

xiii  

 

EPÍGRAFE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Look deep into nature, and then you will 

understand everything better.” 

 

 

Albert Einstein 

 

  



 

  

SUMÁRIO 

 Página 

RESUMO ........................................................................................................................... xix 

ABSTRACT ........................................................................................................................ xxiii 

LISTA DE ABREVIATURAS......................................................................................... xxvii 

LISTA DE TABELAS....................................................................................................... xxxiii 

LISTA DE FIGURAS........................................................................................................ xxxv 

LISTA DE ANEXOS......................................................................................................... xlii 

I. INTRODUÇÃO ............................................................................................................. 43 

1. Epilepsia.................................................................................................................. 46 

2. Desenvolvimento do Córtex Cerebral................................................................ 48 

3. Malformações do Córtex Cerebral ..................................................................... 52 

3.1. Aspectos Genéticos das Malformações do Córtex Cerebral................... 54 

4. Polimicrogirias........................................................................................................ 57 

4.1. Polimicrogiria Perisylviana Bilateral............................................................. 58 

4.2. Aspectos Genéticos das Polimicrogirias..................................................... 59 

II. OBJETIVOS................................................................................................................... 63 

III. MATERIAL E MÉTODOS....................................................................................... 67 

1. Aspectos Éticos...................................................................................................... 69 

2. Pacientes.................................................................................................................. 69 



 

xvi sumário 

 

 Página 

3. Extração de DNA genômico.............................................................................. 81 

4. Triagem de mutações............................................................................................. 81 

4.1. Amplificação por PCR................................................................................... 83 

4.2. Detecção de mutações................................................................................... 83 

4.3. Sequenciamento por eletroforese capilar utilizando o método de 

Sanger ..................................................................................................................... 
84 

4.4. Enriquecimento, Captura e Sequenciamento da Região Candidata....... 85 

5. Análise In Silico...................................................................................................... 92 

6. Identificação de alterações nos demais indivíduos da família ....................... 93 

7. Clonagem do gene SPANXC para validação de alteração ............................ 94 

8. Busca de alterações estruturais através da técnica de SNParray. 95 

IV. RESULTADOS........................................................................................................... 101 

1.  Screening de mutações........................................................................................... 103 

1.1. Gene SRPX2.................................................................................................. 103 

1.2. Gene AFF2..................................................................................................... 105 

1.3. Gene SLITRK2.............................................................................................. 106 

1.4 Gene SLITRK4............................................................................................... 112 

1.5. Gene TUBA1A.............................................................................................. 114 

1.6. Gene TUBA8................................................................................................. 117 



 

xvii sumário 

 

 Página 

1.7. Gene TUBB2B................................................................................................ 118 

1.8. Gene WDR62................................................................................................. 119 

2. Análise In Silico de Resultados do Screening de Mutações em Pacientes 
Esporádicos e Pequenas ...................................................................................... 122 

3. Avaliação da Região Candidata - Captura e Sequenciamento em Larga 
Escala......................................................................................................................

126 

4. Análise In Silico de Resultado do Sequenciamento em Larga Escala ........... 131 

5. Busca de Alterações nos Demais Indivíduos da Família 1............................. 140 

6. Busca de alterações estruturais através da técnica de SNParray..................... 154 

V. DISCUSSÃO................................................................................................................ 163 

1. Triagem de Mutações em Pacientes Esporádicos e Pequenas Famílias ...... 165 

1.1. O gene SRPX2.............................................................................................. 165 

1.2. O gene AFF2................................................................................................. 168 

1.3. Os genes SLITRK2 e SLITRK4................................................................. 169 

1.4. Os Genes de Microtúbulo........................................................................... 170 

1.5. O gene WDR62....................................................................................... 173 

2. Da Análise da Região Candidata Xq27.1-27.3................................................ 174 

2.1. O gene MAGEC1................................................................................... 179 

2.2. O gene SPANXC.................................................................................... 180 

2.3. O gene UBE2NL.................................................................................... 182 



 

xviii sumário 

 

 Página 

VI. CONCLUSÃO ........................................................................................................... 185 

VII. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS.................................................................. 189 

VIII. ANEXOS................................................................................................................... 203 

 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMO 
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A polimicrogiria (PMG) é uma malformação do córtex cerebral causada por falhas no seu 

desenvolvimento, caracterizando-se por um número excessivo de pequenos giros e laminação 

anormal, dando à superfície cortical uma aparência irregular e grosseira. A gravidade de suas 

manifestações clínicas se relaciona diretamente com a extensão da malformação e das regiões 

cerebrais afetadas, sendo que a presença de lesões bilaterais ou unilaterais extensas indica um 

pior prognóstico. Uma das síndromes de polimicrogiria mais frequentes e, consequentemente, 

mais bem descritas clinicamente, é a polimicrogiria perisylviana bilateral (PPB). Essa forma de 

polimicrogiria atinge a região que tange a fenda Sylviana, podendo apresentar-se tanto 

unilateralmente quanto em ambos os hemisférios. O padrão de herança da PPB foi descrito 

inicialmente como ligada ao cromossomo X por Borgatti et al. em 1999. Já em 2000, Guerreiro 

et al. confirmaram o padrão de herança consistente com herança ligada ao cromossomo X, mas 

ainda nenhum gene havia sido identificado como responsável pelo distúrbio. Nosso grupo 

recentemente mapeou uma nova região candidata para a PPB em Xq27.1-q27.3, e esta tese se 

propôs a avaliar essa região através da técnica de sequenciamento em larga escala aliada à 

tecnologia de captura para o cromossomo X. Os resultados apontaram como potenciais 

patogênicos os genes MAGEC1, UBE2NL, além da região do gene SPANXC, todos 

localizados na região candidata, mas uma avaliação mais detalhada levantou a hipótese de uma 

relação complexa entre as alterações encontradas no gene MAGEC1 e o quadro clínico dos 

pacientes. Além da análise da região Xq27.1-q27.3, considerando o grande número de genes de 

microtúbulo que tem sido relacionado a malformações do córtex cerebral, esse trabalho 

também avaliou pacientes esporádicos e famílias com histórico de PPB realizando triagem de 

mutações nas regiões codificantes dos genes AFF2, SLITRK2 e SLITRK4, localizados na 

região candidata, nos genes de microtúbulo TUBA1A, TUBB2B e TUBA8, além dos genes 

SRPX2 e WDR62, presentes em trabalhos na literatura de malformações corticais. A triagem 

foi realizada utilizando as técnicas de DHPLC e de sequenciamento utilizando a técnica de 

Sanger por eletroforese capilar. Foi encontrada uma alteração potencialmente patogênica no 

gene AFF2. As alterações identificadas neste estudo que resultam em troca de aminoácidos 

foram avaliadas utilizando as ferramentas in silico MutPred, SNPs&GO, Polyphen 2, Panther e 
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SIFT, de forma a fornecer mais informações a respeito de seu potencial patogênico.  Além 

disso, as variantes inéditas identificadas nesse trabalho foram estudadas em uma amostra de 

indivíduos normais (grupo controle). Com esses dados foi possível sugerir que algumas dessas 

variantes encontradas possuem potencial patogênico que deve ser futuramente investigado 

através de estudos funcionais. 
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Polimicrogyria (PMG) is a cortical malformation caused by failures during the brain cortex 

development process and is characterized by an excessive number of small gyri, resulting in an 

irregular cortical surface. The severity of its clinical manifestations is directly related to the 

extension of the tissue abnormalities. Bilateral Perisylvian Polimicrogyria (BPP) is the most 

comum and, consequently, a very well described syndrome that affects the cortex surrounding 

the Sylvian fissures in both hemispheres. The genetic pattern for BPP was initially described by 

Borgatti et al. as an X-linked pattern, confirmed by Guerreiro et al. in 2000, but with no specific 

gene identified. We have recently described a candidate site for BPP at the Xq27.1-27.3 region 

and, in this project, we proposed to evaluate this site through next generation sequencing 

technology combined with capture technology. Our results suggest that MAGEC1 and 

UBE2NL genes, or the SPANXC gene area might be related to the pathogeny in this case, 

however a further analysis brought up the hypothesis of a complex relation between the 

MAGEC1 mutations and the clinical manifestations in each different patient. Considering 

recurrent description of relations between microtubule genes and cortex malformations, we 

also performed the evaluation of exon regions of eight selected genes from sporadic patients 

and BPP families through DHPLC and sequencing. The analysis focused on AFF2, SLITRK2 

and SLITRK4 genes, located at the identified site, microtubule genes TUBA1A, TUBB2B and 

TUBA8, and SRPX2 and WDR62 genes, also related to cortical malformations. As a result 

from this screening, we identified a potentially pathogenic mutation in gene AFF2. All non-

synonymous SNPs were evaluated using the in silico tools MutPred, SNPs&GO, Polyphen 2, 

Panther and SIFT, providing further insights for their analysis. A control group of individuals 

was analyzed for the presence of the non-described SNPs. These data suggest a pathogenic 

potential for these genetic alterations that must be investigated through function studies. 
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Hipócrates (460-379 a.C.), na Grécia antiga, já discutia as causas da epilepsia e de 

distúrbios mentais, como é o caso de sua obra “On the Sacred Disease”, abordando também uma 

visão espiritual do tema. De forma notável, ele relacionou a epilepsia ao cérebro e reconheceu 

a existência de um componente genético para o distúrbio. Nos séculos seguintes, com o foco 

da Medicina voltado para o coração, o papel do cérebro no organismo humano ficou 

subestimado até que, no século XVI, trabalhos como o do médico e anatomista Vesalius 

(1514-1564 d.C.), principalmente com dissecação de cadáveres humanos, resultou em grandes 

avanços no entendimento da anatomia cerebral. O primeiro livro abordando doenças 

neurológicas, “De Cerebri Morbis” (1549), de Jason Pratensis, já incluía a epilepsia em seu 

conteúdo. 

 No século XVII, trabalhos de neuroanatomia, como o do médico inglês Thomas 

Willis, possibilitaram o reconhecimento da importância funcional e clínica do cérebro, com a 

descrição da base patológica de um grande número de doenças, muitas delas neurológicas. Em 

seus livros, ele ilustra malformações cerebrais observadas em tecido post-mortem de pacientes 

com formas congênitas de retardo mental, correlacionando tais malformações com alterações 

de comportamento.  

 Em 1873, Camillo Golgi estabeleceu a técnica que consistia na fixação e impregnação 

de células do tecido nervoso por prata. A aplicação dessa nova técnica culminou, em 1880, na 

publicação do famoso artigo “Sulla fina anatomia degli organi centrali del sistema nervoso”, contendo 

descrições ricas e detalhadas de células nervosas de diferentes tecidos. Suas observações foram 

o estopim para uma série de investigações acerca da embriogênese, em especial dos tecidos do 

sistema nervoso (1) e possibilitaram a hipótese, formulada por Wilhelm von Waldeyer-Haltz, 

de que as células nervosas são as unidades estruturais básicas do sistema nervoso, que mais 

tarde seria demonstrada por Santiago Ramón y Cajal (2).  

Desse período em diante, a neurociência clínica avançou significativamente, de forma 

que neuropatologistas começaram a estabelecer uma relação entre malformações corticais e 
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epilepsia (3,4 e 5) e, pela primeira vez, levantou-se a hipótese de que as crises pudessem ser 

causadas por descargas elétricas anormais no cérebro. 

 O surgimento do exame de ressonância magnética (RM), na década de 1980, 

revolucionou o diagnóstico das malformações corticais com seu notável poder de resolução e 

contraste, fornecendo uma riqueza de detalhes jamais observada antes (6).  

  

1. EPILEPSIA: 

Epilepsia é um quadro complexo, com etiologia variada e padrões clínicos, 

eletrofisiológicos, patológicos e de imagem diferenciados, sendo essa heterogeneidade a 

justificativa para a utilização do termo “síndrome” ao invés de “doença” (7). Portanto, o termo 

é utilizado para definir um conjunto de síndromes ou doenças de diferentes etiologias e 

prognósticos, que apresentam uma característica comum: a ocorrência de crises, as quais 

recorrem na ausência de condição tóxico-metabólica ou febril. Múltiplas crises em um período 

de 24 horas ou um episódio de status epilepticus são considerados eventos isolados (8). 

A crise epiléptica é causada por descargas elétricas anormais excessivas e transitórias das 

células nervosas, resultantes da movimentação iônica através da membrana neuronal. Existem 

várias causas para a ocorrência de crises epilépticas, como distúrbios metabólicos, traumas 

cranioencefálicos, estados febris, defeitos genéticos, malformações corticais dentre outras. 

Dentre todas estas causas destacam-se as epilepsias estruturais/metabólicas e as malformações 

de desenvolvimento cortical que constituem as maiores causas de epilepsia na infância (9). Nos 

casos em que a epilepsia é refratária ao tratamento, a ressonância magnética tem revelado uma 

alta frequência de malformações corticais (10 e 11).  



 

47 objetivos 

 

De acordo com o Relatório da Comissão da International League Against Epilepsy (ILAE) de 

Classificação e Terminologia, 2005-2009 (12), há pelo menos quatro grupos que podem ser 

considerados no contexto de síndrome ou doença: 

 Síndromes eletroclínicas: o uso do termo “síndrome” será restrito a um grupo de 

entidades clínicas que são identificadas de forma confiável por um aglomerado de 

características eletroclínicas. Pacientes cuja epilepsia não se encaixe nos critérios 

para uma síndrome eletroclínica específica podem ser descritos em relação a uma 

variedade de fatores de relevância clínica (por exemplo, etiologia conhecida e tipos 

de crises).  

 Constelações: além das síndromes eletroclínicas com fortes componentes genéticos 

e do desenvolvimento, há uma série de entidades que não são exatamente síndromes 

eletroclínicas no mesmo sentido, mas que representam constelações clinicamente 

distintas, com base em lesões específicas ou outras causas. Estas são, quanto ao 

diagnóstico, formas significativas de epilepsia e podem ter implicações para o 

tratamento clínico, particularmente a cirurgia. Estes incluem a epilepsia do lobo 

temporal mesial (com esclerose hipocampal), hamartoma hipotalâmico com crises, 

epilepsia com hemiconvulsão e hemiplegia, e ''síndrome'' de Rasmussen. A idade na 

apresentação não é uma característica definidora desses transtornos, no entanto, eles 

são suficientemente distintos para serem reconhecidos como entidades diagnósticas 

relativamente específicas.  

 Epilepsias estruturais/metabólicas: inclui epilepsias secundárias a lesões ou 

condições específicas estruturais ou metabólicas, mas que não se enquadram em um 

padrão específico eletroclínico. Portanto, essas entidades representam um menor 

nível de especificidade do que os dois primeiros grupos.   

 Epilepsias de causa desconhecida: são aquelas epilepsias que, no passado, eram 

chamadas ''criptogênicas''. 
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Segundo o relatório da Organização Mundial da Saúde do ano de 2009, cerca de 50 

milhões de pessoas apresentavam algum tipo de epilepsia, sendo que aproximadamente 90% 

delas residem em países em desenvolvimento. Em 70% dos casos, o quadro clínico responde 

aos tratamentos. No entanto, aproximadamente 75% das pessoas afetadas em países em 

desenvolvimento não recebem o tratamento adequado, configurando um grave quadro da 

saúde pública (13). 

 

2. O DESENVOLVIMENTO DO CÓRTEX CEREBRAL: 

O desenvolvimento do córtex cerebral humano é um processo que envolve 

mecanismos complexos, requerendo uma eficiente maquinaria molecular e bioquímica para 

atingir o grau de organização apresentado pelas suas camadas neuronais, cujas células se 

diferenciam tanto morfológica quanto funcionalmente. No intuito de facilitar o estudo deste 

processo, pode-se didaticamente dividi-lo em três grandes estágios: proliferação, migração e 

organização celular. 

O estágio de proliferação celular caracteriza-se pela extensa divisão dos precursores 

neuronais. Durante a fase de corticogênese, dois compartimentos germinativos, a zona 

ventricular e a zona subventricular, paralelas aos ventrículos cerebrais, originam neurônios 

piramidais e uma fração dos neurônios inibitórios do córtex cerebral. Na zona ventricular, 

progenitores neuroepiteliais dividem-se na superfície apical e são submetidos a uma migração 

intercinética durante as fases G1 e G2 de seu ciclo celular. Posteriormente, ocorrem mitoses na 

superfície basal da zona ventricular, originando progressivamente a zona subventricular. 

Ambos compartimentos apresentam padrão de expressão gênica diferenciados, já que a zona 

ventricular gera células neuronais para as camadas mais baixas, enquanto a zona subventricular 

fornece células para as camadas mais distantes do córtex cerebral. Dessa forma, os primeiros 

neurônios formam uma pré-placa que é subsequentemente dividida por novos neurônios 

corticais, originando uma zona marginal externa e uma subplaca interna (figura 1). Com o 
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progresso da corticogênese, os neurônios pós-mitóticos migram radialmente dos 

compartimentos germinativos para suas regiões de estabelecimento no córtex cerebral, 

constituindo a fase de migração (14, 15, 16 e 17). 

A migração celular ocorre através da movimentação dos neurônios corticais, tanto 

pelas fibras radiais gliais, quanto por translocação nuclear ou somática, em um padrão 

denominado inside-out (figura 2), já que os primeiros neurônios gerados formam as camadas 

mais profundas e as células geradas em seguida ocupam, sucessivamente, camadas mais 

distantes do compartimento germinativo (18 e 19). Quando a placa cortical é totalmente 

estabelecida, a subplaca desaparece.  

Após o estabelecimento das células em seus destinos, ocorre a fase de organização 

celular, estágio que envolve processos de extensão de neuritos, sinaptogênese e maturação 

neuronal, resultando em uma rede de ligações especificas entre as células, e na formação do 

neocórtex, que já responde por cerca de 75% do córtex adulto, contando com vinte bilhões de 

células neuronais (20 e 21) . 
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Figura 1. Esquema das principais etapas do processo de desenvolvimento do córtex cerebral 
humano, modificado de Bentivoglio et al. (2003). Abreviaturas: CP = placa cortical; IZ = zona 
intermediária; L = camada; PPL = camada plexiforme primordial; SP = subplaca; SVZ = zona 
subventricular; VZ = zona ventricular; W = semana; WM = massa branca. 
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Figura 2: Representação esquemática do mecanismo inside-out e dos padrões radial e tangencial 
da migração, durante o processo de desenvolvimento do córtex cerebral, modificado de 
Bentivoglio et al. (2003). Abreviaturas: V = ventrículo; VZ = zona ventricular; IZ = zona 
intermediária; SP = subplaca; CP = placa cortical. 

 

Uma falha em qualquer um destes três estágios da embriologia cortical pode levar ao 

desenvolvimento de malformações do córtex cerebral. 
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3. MALFORMAÇÕES DO CÓRTEX CEREBRAL: 

A alta resolução das imagens obtidas pela técnica de ressonância magnética revelou a 

aparência do cérebro in vivo, revolucionando o diagnóstico de malformações do córtex cerebral 

(MCC). O advento dessa tecnologia confirmou os dados que colocavam as malformações do 

córtex cerebral (MCC) como uma das principais causas de doença mental e epilepsia (22), 

tendo revelado sua alta prevalência, de 8 a 14%, nos casos de epilepsia refratária a tratamento 

medicamentoso (10 e 11), correspondendo à segunda etiologia mais frequente de epilepsia 

refratária, atrás apenas da epilepsia de lobo temporal associada à esclerose hipocampal (23).  

  O termo malformações do córtex cerebral foi introduzido em 1996 para designar um 

grupo de desordens que atingem crianças com atraso de desenvolvimento e adultos com 

epilepsia, sendo classificadas de acordo com o estágio no desenvolvimento no qual ocorre o 

distúrbio. Com o avanço nos estudos genéticos e moleculares, novas síndromes foram 

descritas e novos genes e mutações gênicas foram identificados, gerando importantes 

informações referentes ao processo de desenvolvimento do córtex cerebral e exigindo 

atualizações dessa classificação, que ocorreram em 2001, 2005 e 2012 (24).  

 A tabela 1 apresenta, de forma resumida, a classificação das malformações do córtex 

cerebral, de acordo com sua última atualização, enquanto a figura 3 ilustra algumas dessas 

malformações através de imagens de ressonância magnética obtidas de pacientes. 
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Tabela 1: Classificação de malformações do córtex cerebral, de acordo com Barkovich et al. (2012). 

CLASSE SUBCLASSE 
PRINCIPAL 

MANIFESTAÇÃO 

Malformações de proliferação 

neuronal ou glial anormal ou 

apoptose 

 

Microcefalias congênitas resultantes de 

proliferação reduzida ou apoptose 

acelerada 

- 

Megalencefalias causadas por 

proliferação acentuada ou atraso na 

apoptose 

- 

Disgenesia focal e difusa e Displasia 

resultantes de proliferação anormal 
- 

Malformações devido à 

migração neuronal anormal 

 

Malformações resultantes de 

anormalidades do início da fase de 

migração 

Heterotopia 

periventricular (Fig. 1E) 

Malformações resultantes de 

anormalidades generalizadas na 

migração 

Lissencefalias (Fig. 1B) 

Anormalidades localizadas da fase de 

migração 
Heterotopia subcortical 

Anormalidades causadas por defeitos 

no final da fase de migração ou defeitos 

de limitação da membrana pial 

Lissencefalia Cobblestone 

Malformações do 

desenvolvimento pós-

migratório anormal 

Polimicrogirias e esquizencefalias - 

Disgenesias corticais ligadas a erros 

inatos do metabolismo 
- 

Displasias corticais focais - 

Microcefalia pós-migratória - 

 



 

54 objetivos 

 

 

Figura 3: Imagens de ressonância magnética de indivíduos normais e portadores de 
malformação cortical: [A] indivíduo normal, [B] paciente de lissencefalia, [C] indivíduo normal, 
[D] paciente com polimicrogiria perisylviana (seta) e [E] paciente com heterotopia nodular 
periventricular (setas). 

 

3.1. Aspectos Genéticos das Malformações do Córtex Cerebral: 

A etiologia das malformações do córtex cerebral é heterogênea, podendo estar ligada a 

causas genéticas, causas não genéticas ou uma combinação de ambas. A identificação de uma 

causa genética provê um diagnóstico diferenciado ao indivíduo, facilitando uma previsão mais 

precisa da evolução do seu quadro clínico e possibilitando um aconselhamento genético mais 

preciso à família do paciente (25). Além disso, a evolução nos estudos genéticos de 

malformações corticais têm fornecido elementos importantes para o entendimento do 

[A] [B] 

[C] [D] [E] 
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processo de desenvolvimento do córtex cerebral, além de outros aspectos celulares e 

fisiológicos de grande relevância, como aqueles relacionados ao funcionamento do 

citoesqueleto e sua atuação direta na migração neuronal. 

A evolução nos critérios de diagnóstico das malformações do córtex cerebral têm 

facilitado a escolha e agrupamento de famílias para estudos de ligação, fazendo com que as 

descobertas de novos genes ocorram rapidamente. A função de tais genes frequentemente 

confirma a hipótese levantada para o mecanismo responsável pelo distúrbio através da 

classificação clínica.  

Em 2008, Guerrini, Dobyns e Barkovich (26) listaram as malformações do córtex 

cerebral com causa genética até então descritas. São 27 quadros clínicos, relacionados a 33 loci, 

dos quais 24 genes foram mapeados. Dos 33 loci, apenas quatro localizam-se no cromossomo 

X, sendo os outros 29 autossômicos. A grande maioria dos genes já identificados está 

relacionada a malformações da fase de migração, revelando a importância de processos como o 

transporte via microtúbulos, posicionamento centrossomal, transporte nuclear, estabilização de 

microtúbulos, fusão e trânsito de vesículas e integridade neuroependimal no desenvolvimento 

cortical. Desde então, não surpreende que mutações nos genes de microtúbulo Alfatubulina 

1A (TUBA1A), Alfatubulina 8 (TUBA8), Betatubulina 2B (TUBB2B) e Betatubulina 3 (TUBB3) 

tem sido associadas a malformações resultantes de migração neuronal anormal e de 

desenvolvimento pós-migratório. Em 2009, Jaglin et al. (27) relataram mutações de novo no gene 

TUBB2B encontradas em quatro pacientes com polimicrogiria bilateral assimétrica e em 2012, 

Guerrini et al. (28) descreveram três novas mutações, neste mesmo gene, em pacientes que 

apresentavam polimicrogiria difusa e paquigiria, estendendo o espectro de fenotípico de 

malformações corticais associadas ao gene TUBB2B. Abdollahi et al. (29) identificaram um caso 

de síndrome autossômica recessiva causada por uma mutação no gene TUBA8, encontrada em 

pacientes com polimicrogiria generalizada associada a hipoplasia do nervo óptico.  
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Já o gene TUBA1A, que codifica uma subunidade estrutural de microtúbulos, tem sido 

relacionado a diferentes tipos de malformações do córtex cerebral, com diferentes mutações 

identificadas. Poirier et al. (30) encontraram mutações de novo em seis pacientes não-familiais 

que apresentavam um grande espectro de disgenesias cerebrais. Já Fallet-Bianco et al., em 2008, 

e Leucortois et al., em 2010, (31 e 32) descreveram casos de fetos portadores de mutações no 

gene TUBA1A que apresentaram quadros extremas de disgenesia cerebral que resultaram em 

aborto. Bahi-Buisson et al. (33) detectaram seis mutações de novo no gene TUBA1A em 

pacientes de lissencefalia. Kumar et al. (34) realizaram um estudo com 17 pacientes com 

diferentes espectros de lissencefalia, além de um paciente com agenesia do corpo caloso e 

hipoplasia cerebelar, identificando seis novas mutações e duas já descritas anteriormente. E 

mais recentemente, em 2011, Jansen et al. (35) identificaram duas novas mutações nesse gene, 

uma delas em um paciente com agiria/paquigiria e a outra em três pacientes de uma família, 

dois deles com quadro de polimicrogiria perisylviana.  

 Outro gene que tem sido relacionado a malformações corticais é o WD repeat domain 62 

(WDR62), de função ainda não descrita. Dois desses trabalhos utilizaram a técnica de 

sequenciamento de exoma. Bilguvar et al., em 2010 (36), identificaram mutações nesse gene em 

pacientes com grande espectro de malformações corticais, incluindo microlissencefalia, agiria, 

paquigiria, esquizencefalia e microcefalia. Esse trabalho também analisou expressão do 

WDR62 em cérebro de camundongos em desenvolvimento. Murdock et al. (37) também 

identificaram, através da técnica de sequenciamento de exoma, mutações no gene WDR62, 

agora em um par de irmãos do sexo masculino, um deles com polimicrogiria parietal bilateral, 

enquanto o outro apresentou polimicrogiria extensa e um foco de heterotopia de massa 

cinzenta  na região parietal direita. Também em 2011, Bhat et al. (38), identificaram duas novas 

mutações em duas famílias afetadas por paquigiria, microlissencefalia, heterotopia em banda, 

espessamento giral e cortex displásico. 
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4. POLIMICROGIRIAS: 

O termo polimicrogiria (PMG) define um número excessivo de pequenos giros 

separados por sulcos rasos (15, 39) e um padrão anormal de laminação, conferindo à superfície 

cortical uma aparência irregular, visível ao exame de ressonância magnética de crânio. 

Microscopicamente, é possível observar dois padrões histológicos de polimicrogiria: 

simplificação no número de camadas corticais, que apresenta quatro camadas, ao invés de seis 

delas, ou ausência total de camadas (40). Esse distúrbio é relacionado a falhas na fase de 

organização cortical, incluindo o final da fase de migração (41), assim como a padronização e 

organização regional do cérebro em estágios prematuros de desenvolvimento cortical, 

geralmente entre a 17ª a 25-26ª semanas de gestação (42,43).  

A polimicrogiria é uma malformação altamente heterogênea, podendo resultar de 

eventos genéticos e destrutivos, incluindo infecções, hipoxi-isquemia e trauma. Em muitos 

casos, até a análise combinada de imagem, patologia e estudos genéticos é incapaz de 

identificar a etiologia (16). 

A PMG pode se apresentar de forma generalizada ou focal, unilateral ou bilateral. Pode 

ocorrer como uma lesão isolada ou associada com outras malformações corticais, como a 

heterotopia nodular periventricular (44) ou a esquizencefalia (45), ou ainda como parte de 

múltiplas anomalias congênitas graves (46). Sua forma mais comum é simétrica, bilateral e 

acomete principalmente a região perisylviana.  

A gravidade das manifestações clínicas está diretamente relacionada à extensão do 

distúrbio e a região acometida. A polimicrogiria não é necessariamente associada a epilepsia, 

apesar de sua incidência nesses pacientes ser alta, em torno de 87% (47). Os indivíduos ainda 

podem apresentar déficit cognitivo em graus variáveis, sinais pseudobulbares caracterizados, 

principalmente, por dificuldades na aquisição e desenvolvimento da linguagem oral e/ou 

escrita e dificuldades de mobilidade da língua, com consequente distúrbio de mastigação e 

salivação. As lesões bilaterais ou unilaterais extensas estão relacionadas a um pior prognóstico.   
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O mecanismo de epileptogênese nos pacientes de polimicrogiria não é conhecido. 

Modelos experimentais sugerem uma área mais extensa de perturbação funcional, além da 

anormalidade detectada visualmente, por isso o tratamento cirúrgico é pouco recomendado 

(48). 

Nos exames de imagem, a aparência da polimicrogiria varia de acordo com a idade do 

paciente. Em pacientes recém-nascidos até dois anos de idade, o córtex polimicrogírico 

apresenta-se delgado, com múltiplas e pequenas ondulações. Após a mielinização, o córtex 

polimicrogírico apresenta-se levemente mais espesso. A superfície pial pode apresentar-se lisa, 

como resultado da fusão da camada molecular através dos microgiros adjacentes (49).   

 

4.1. Polimicrogiria Perisylviana Bilateral: 

A polimicrogiria perisylviana bilateral (PPB), também chamada de polimicrogiria 

opercular bilateral ou displasia perisylviana bilateral, foi descrita inicialmente por Kuznieck et 

al. em 1993 (50) e é a forma mais comum de polimicrogiria, apresentando espectro clínico e de 

neuroimagem muito amplos.  

Essa forma de polimicrogiria atinge bilateralmente a massa cinzenta que tange a fissura 

sylviana, usualmente orientadas verticalmente e estendendo-se mais posteriormente ao lobo 

parietal. A observação histológica ao microscópio revelou tanto a forma com quatro camadas, 

quanto a ausência total de camadas. Essas anormalidades, geralmente, se apresentam de forma 

simétrica, mas esse padrão pode variar nos pacientes (46).  

Os pacientes apresentam em geral um quadro de diplegia facio-faríngeo-glosso-

mastigatória, levando a prejuízo na fala e deglutição, e quando os danos são muito extensos, 

pode ser observado um quadro de quadriparesia espástica (51). Além disso, a maioria dos 

pacientes possui quadro de retardo mental, sinais piramidais e epilepsia, com crises iniciadas, 
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geralmente, entre quatro e 12 anos de idade. Dentre os tipos de crises mais frequentes estão 

ausências atípicas, drop-attacks tônicos e atônicos, e crises tônico-clônicas. Apenas 26% dos 

pacientes apresentam crises parciais. Dentro do grupo de pacientes com epilepsia, cerca de 

65% têm dificuldade de controle das crises (40).  

 

4.2. Aspectos Genéticos das Polimicrogirias: 

As diferentes formas de polimicrogirias têm sido associadas a poucos genes, incluindo 

o Sushi-repeat containing protein, X-linked 2 (SRPX2) (52), Paired box 6 (PAX6) (53), T-box brain 

gene 2 (TBR2) (54), KIF1-binding protein (KIAA1279) (55), RAB3 GTPase activating protein subunit 1 

(RAB3GAP1) (56), G protein-coupled receptor 56 (GPR56) (42) and Colágeno, tipo XVIII, alfa 1 

(COL18A1) (57), sendo todos, com exceção do SRPX2, encontrados em síndromes raras.  

Somente a PPB, a polimicrogiria bilateral generalizada e a polimicrogiria bilateral 

frontal tiveram recorrência familial descrita dentre as síndromes polimicrogíricas. No caso da 

PPB, o espectro de achados histológicos nas famílias é vasto, com tênues desorganizações 

corticais que resultam em mudanças estruturais difíceis de serem detectadas por técnicas de 

imagens (58).  

A primeira descrição de ocorrência de um padrão familial da PPB foi feita em 1996 por 

Andermann e Andermann (59) e caracterizada como herança ligada ao cromossomo X. Desde 

então, cerca de 28 casos familiais de PPB já foram descritos, e desses, 75% são compatíveis 

com o padrão de herança ligado ao cromossomo X. Ainda assim, nenhum gene foi identificado 

para nenhum desses casos. Em 1999, Borgatti et al. (60) descreveram um caso de PPB com 

herança ligada ao cromossomo X. Já em 2000, Guerreiro et al. (61), num estudo multicêntrico 

que reuniu 12 famílias, realizaram a investigação sistemática de membros da família de 

pacientes com quadro clínico de PPB confirmando o padrão de herança consistente com 
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herança ligada ao cromossomo X. Este estudo identificou indivíduos assintomáticos que 

apresentaram, na investigação de neuroimagem, polimicrogiria parietal posterior bilateral.  

Estudos recentes, utilizando análise de ligação genética, mapearam uma região 

candidata em Xq28 em cinco famílias com uma forma da PPB ligada ao cromossomo X (62). 

Outra região candidata foi mapeada na região 16q12.2-21 em 2 famílias palestinas não-

relacionadas e que apresentavam pais consanguíneos não-afetados e membros da prole 

afetados com polimicrogiria frontoparietal bilateral, sugerindo herança autossômica recessiva 

para esta síndrome (63). Posteriormente Chang et al. (64) acrescentaram 19 pacientes 

provenientes de 10 famílias com polimicrogiria frontoparietal bilateral, todos ligados à região 

cromossômica 16q. Em 2004, Piao et al. (42) identificaram o gene GPR56 como responsável 

pela polimicrogiria frontoparietal bilateral num estudo com 12 famílias, sendo que a maior 

parte dos pacientes apresentou atraso no desenvolvimento, distúrbio de linguagem, dificuldade 

de marcha e epilepsia. Este gene codifica uma proteína expressa em células progenitoras 

neuronais das zonas ventricular e subventricular durante o período de neurogênese. 

Já em 2006, Robin et al. (65) relacionaram pacientes de PPB com a síndrome de deleção 

22q11.2. Ainda em 2006, Roll et al. (52) identificaram uma mutação no gene SRPX2 em um 

paciente portador de PPB associada com epilepsia rolândica e dificuldades na fala, sua mãe e 

uma tia, ambas não afetadas. O gene SRPX2 encontra-se na região Xq22 e codifica uma 

proteína de função ainda desconhecida. Uma das proteínas associadas ao SRPX2 é a cysteine 

protease cathepsin B (CSTB), a qual é relacionada epilepsia mioclônica progressiva do tipo 

Unverricht-Lundborg (EPM1), que se manifesta através de múltiplos tipos de crises, mioclonia, 

demência e ataxia (66).  

Cantagrel et al., em 2007 (67) identificaram uma translocação na região do gene 

Nonhomologous end-joining factor 1 (NHEJ1) em um paciente com polimicrogiria extensa.  

Nesse contexto, nosso grupo recentemente mapeou uma nova região candidata, 

compreendendo uma região de 13cM, em pacientes com PPB na região Xq27.1-q27.3 (68, 69), 
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uma região mais centromérica que prevista por Villard et al. (62). O ponto forte de nosso 

trabalho foi a utilização de uma única família, grande o suficiente para gerar lod scores 

significativos, sem o risco da presença de heterogeneidade na região.  

Além disso, vários trabalhos foram publicados nos últimos três anos relacionando tanto 

a polimicrogiria, como outras MCC a mutações em genes de microtúbulo. O desenvolvimento 

do córtex cerebral envolve diversos mecanismos celulares complexos em seus estágios 

distintos, entre os quais se destaca o papel crucial dos componentes do citoesqueleto (70), fato 

reforçado pela descrição de mutações nos genes Doublecortin (DCX) e lissencephaly-1 (LIS1) em 

pacientes portadores de MCC, ambos envolvidos com a homeostase de microtúbulo (71).  

Considerando esse panorama de genes relacionados a MCC, além do estudo da região 

candidata descrita por Santos et al. (2008), selecionamos alguns genes para a triagem de 

mutações em casos esporádicos de nossa casuística (tabela 2).  

O estágio atual do entendimento da genética das polimicrogirias sugere que mutações 

em genes específicos afetariam a proliferação celular em regiões da zona embriológica 

ventricular subjacente a diferentes áreas corticais ou uma relação com genes envolvidos em 

padronização e organização regional do cérebro em estágios prematuros de desenvolvimento 

cortical. Considerando que a divisão do processo de desenvolvimento do córtex cerebral é 

mais didática do que real, e que estas três fases são parcialmente simultâneas, ou seja, o final da 

fase de proliferação coincide com o início da migração, e que o mesmo ocorre com as fases de 

migração e organização celular, é relevante que o estudo genético de malformações corticais 

vislumbre tal complexidade e não descarte produtos gênicos que possam atuar em qualquer 

etapa do processo. 
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Tabela 2: Genes selecionados para análise de triagem de mutações em pacientes 
esporádicos e pequenas famílias. 

GENE LOCALIZAÇÃO FUNÇÃO 

MÉTODO 
UTILIZADO NA 
TRIAGEM DE 
MUTAÇÕES 

AFF2 

(Membro 2 da 

família 

AF4/FMR2) 

Xq28 

Regulação da transcrição e de 

splicing alternativo, 

plasticidade sináptica 

DHPLC + 

sequenciamento 

pelo método de 

Sanger 

SLITRK2 

(Membro 2 da 

família SLIT e 

NTRK-like) 

Xq27.3 

Modulação da proliferação 

de neuritos, de 

sobrevivência neuronal e 

no estabelecimento de 

sinapses 

DHPLC + 

sequenciamento 

pelo método de 

Sanger 

SLITRK4 

(Membro 4 da 

família SLIT e 

NTRK-like) 

Xq27.3 

Modulação da proliferação 

de neuritos, de 

sobrevivência neuronal e 

no estabelecimento de 

sinapses 

DHPLC + 

sequenciamento 

pelo método de 

Sanger 

SRPX2 

(sushi-repeat 

containing 

protein, X-linked 

2) 

Xq22.1 
Processos de adesão 

celular 

DHPLC + 

sequenciamento 

pelo método de 

Sanger 

TUBA1A 

(Alfatubulina 1A) 
12q13 

Subunidade estrutural de 

microtúbulos 

Sequenciamento 

pelo método de 

Sanger 

TUBA8 

(Alfatubulina 8) 
22q11 

Subunidade estrutural de 

microtúbulos 

Sequenciamento 

pelo método de 

Sanger 

TUBB2B 

(Betatubulina 2B) 
6p25 

Subunidade estrutural de 

microtúbulos 

Sequenciamento 

pelo método de 

Sanger 

WDR62 

(WD repeat 

domain 62) 

19q13 Desconhecida 

Sequenciamento 

pelo método de 

Sanger 
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O Objetivo Geral deste trabalho foi procurar por mutações em pacientes esporádicos com 

polimicrogiria e casos familiais de pacientes com polimicrogiria perisylviana bilateral. 

 

Os Objetivos Específicos deste trabalho foram: 

1. Estudar genes candidatos previamente relacionados na literatura como possivelmente 

envolvidos na etiologia da polimicrogiria 

2. Estudar genes candidatos localizados dentro da região previamente identificada em 

Xq27.1-q27.3 

3. Buscar o gene responsável pela polimicrogiria perisylviana bilateral contido na região 

cromossômica Xq27.1-q27.3, utilizando tecnologia de captura e enriquecimento do exoma 

do cromossomo X seguido de sequenciamento em larga escala em pacientes pertencentes a 

família  na qual a ligação genética foi confirmada.   
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1. ASPECTOS ÉTICOS 

Todos os indivíduos cujo material genético foi utilizado neste estudo assinaram 

formulário de consentimento para coleta de sangue e análise molecular, tendo o mesmo sido 

aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp (parecer 

#383/2000). 

Para assegurar que toda a manipulação da informação clínica e molecular seja 

confidencial, questionários clínicos e amostras de sangue e de DNA são identificados por um 

código comum designado no momento em que o indivíduo entra no estudo.  

Informações geradas durante o nosso projeto e que possam ter implicações na 

confirmação diagnóstica de indivíduos sintomáticos serão comunicados aos profissionais 

responsáveis pelo acompanhamento dos pacientes. Este projeto não gerou dados para serem 

usados em diagnóstico preditivo de indivíduos assintomáticos, com risco de desenvolver a 

doenças. 

 

2. PACIENTES: 

Este estudo abrangeu um total de 40 pacientes (tabela 3), sendo 24 casos isolados com 

polimicrogiria sem comprovação de recorrência familiar por exames de neuroimagem, além de 

16 pacientes provindos de seis famílias (figuras 4 a 9), todos identificados e acompanhados nos 

ambulatórios do Hospital das Clínicas da UNICAMP e do Hospital das Clínicas da Faculdade 

de Medicina da USP Ribeirão Preto.  

Os pacientes foram submetidos a exame neurológico detalhado e avaliação cognitiva e 

de linguagem por equipe multidisciplinar. Além disso, todos os pacientes e a maioria dos 
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membros das famílias foram submetidos a exame de ressonância magnética de alta resolução 

para detecção de alterações morfológicas corticais.  
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Tabela 3: Dados de pacientes, esporádicos e familiais, cujo material genético foi avaliado neste projeto. 

 
REGISTRO 

DO DNA 

UNIDADE DE 

COLETA 
GÊNERO 

DATA DE 

NASCIMENTO 
NEUROIMAGEM 

EXAME 

NEUROLÓGICO 

SINAIS 

PSEUDOBULBARES 
FAMÍLIA 

1 609/98 
HC - 

UNICAMP 
M 03/04/1996 

PMG PS parietal 

posterior bilateral 
normal ausência 1 

2 610/98 
HC - 

UNICAMP 
M 05/01/1985 PMG PS difusa normal 

dificuldade de mover a 

língua 
1 

3 611/98 
HC - 

UNICAMP 
F 

não 

disponível 

PMG PS parietal 

posterior bilateral 
normal ausência 1 

4 612/98 
HC - 

UNICAMP 
M 27/01/1988 

PMG PS parietal 

posterior bilateral 
normal 

dificuldade de 

verticalização da língua 
1 

5 2172/04 
HC - 

UNICAMP 
M 

não 

disponível 

PMG PS parietal 

posterior bilateral 
normal ausência 1 

6 525/03 
HC - 

UNICAMP 
M 16/03/1998 

PMG PS parietal 

posterior bilateral 
normal 

hemiparesia incompleta 

e desproporcionada  à 

direita (predomínio 

crural) 

 

2 
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7 379/04 
HC - 

UNICAMP 
F 14/02/1996 

PMG parietal 

posterior 
normal ausência 2 

8 443/03 
HC - 

UNICAMP 
M 26/07/2003 

PMG PS 

frontoparietal 

posterior bilateral 

normal 

movimentação 

deficiente da língua, 

disfagia, dificuldade de 

protusão da língua 

3 

9 444/03 
HC - 

UNICAMP 
M 02/11/1990 

PMG PS 

frontoparietal 

posterior bilateral 

normal 
dificuldade de protuir a 

língua 
3 

10 27/99 
HC - 

UNICAMP 
F 11/11/1994 PMG PS bilateral normal ausência 4 

11 28/99 
HC - 

UNICAMP 
F 

não 

disponível 
PMG PS bilateral Não especificado Não especificado 4 

12 573/03 
HC - 

UNICAMP 
M 19/07/1993 

PMG PS parietal 

posterior 
normal 

fala anasalada e 

explosiva 
5 

13 576/03 

 

HC – 

UNICAMP 

M 10/07/1999 
PMG PS parietal 

posterior 
normal 

fala lentificada com 

aparente dificuldade de 

movimentação da 

língua 

5 
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14 997/01 
HC - 

UNICAMP 
M 

não 

disponível 
PMG PS bilateral normal 

reflexo do vomito 

diminuído 
6 

15 998/01 
HC - 

UNICAMP 
M 17/02/1986 PMG PS bilateral normal 

limitação do movimento 

de verticalização da 

língua 

6 

16 999/01 
HC - 

UNICAMP 
F 06/04/1996 PMG PS bilateral normal 

reflexo do vomito 

diminuído, fala 

caracterizada por 

trocas, substituições e 

omissão 

6 

17 1161/01 
HC - 

UNICAMP 
M 22/04/1991 PMG PS bilateral normal 

dificuldade de 

mobilização lateral e 

vertical da língua, assim 

como protusão 

Esporádico 

18 674/04 
HC - 

UNICAMP 
F 17/04/2000 

PMG PS fronto 

parietal 

dupla hemiparesia 

espastica, 

hiperreflexia global e 

presença de clônus 

não especificado Esporádico 
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19 1197/03 
HC - 

UNICAMP 
M 05/08/1990 

PMG PS fronto 

parietal bilateral 
normal 

não protuí a língua e 

nem lateraliza a língua, 

reflexo nauseoso 

diminuído, estrabismo 

convergente 

Esporádico 

20 1335/03 
HC - 

UNICAMP 
M 19/07/1995 

PMG PS bilateral 

difusa 
hemiparesia direita 

dificuldade de 

lateralização e 

verticalização da língua 

Esporádico 

21 1337/03 
HC - 

UNICAMP 
F 25/08/1995 

PMG PS parietal 

posterior 
normal 

dificuldade de 

mobilização da língua 
Esporádico 

22 1381/03 
HC - 

UNICAMP 
M 07/02/1997 

PMG PS parietal 

posterior bilateral 
normal não tem Esporádico 

23 1386/03 
HC - 

UNICAMP 
M 29/06/1992 

PMG PS bilateral 

difusa 
normal 

sialorréia, dificuldades 

de movimentação da 

língua 

Esporádico 

24 848/04 
HC - 

UNICAMP 
M 05/01/1995 

PMG PS simétrica 

bilateral 
normal não especificado Esporádico 
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25 2106/04 
HC - 

UNICAMP 
M 23/03/1997 

PMG PS parietal 

posterior unilateral 

direita 

hemiparesia esquerda 
movimentação mímica 

facial diminuída 
Esporádico 

26 322/08 
HC – 

UNICAMP 
M 19/10/1996 PMG Parietal não disponível não especificado Esporádico 

27 539/08 
HC - FMRP-

USP 
F 21/10/2008 

PMG PS frontal e 

parietal direita 

retardo mental 

moderado 
não especificado Esporádico 

28 552/08 
HC FMRP - 

USP 
M 27/09/1989 

PMG 

frontotemporal e 

parietal à direita 

hemiparesia esquerda não especificado Esporádico 

29 611/08 
HC FMRP - 

USP 
M 14/12/1996 

PMG temporal 

direita 

déficit auditivo e 

visual 
não especificado Esporádico 

30 188/09 
HC FMRP - 

USP 
F 18/07/2003 PMG PS bilateral 

hipotonia global e 

retardo mental 

moderado 

não especificado Esporádico 

31 456/09 
HC FMRP - 

USP 
M 13/08/2000 PMG retardo mental leve não especificado Esporádico 
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32 463/09 
HC FMRP - 

USP 
F 30/08/2000 

agenesia parcial de 

corpo caloso e 

PMG rolândica 

retardo mental grave, 

hidrocefalia, 

mielomeningocele, 

bexiga neurogênica 

não especificado Esporádico 

33 497/09 
HC FMRP - 

USP 
F 14/04/2001 PMG 

retardo mental 

moderado 
não especificado Esporádico 

34 503/09 
HC FMRP - 

USP 
F 26/10/1992 PMG 

retardo mental 

moderado, 

hemiparesia direita 

não especificado Esporádico 

35 505/09 
HC FMRP - 

USP 
F 25/11/1997 PMG temporal 

retardo mental 

moderado 
não especificado Esporádico 

36 506/09 
HC FMRP - 

USP 
F 07/05/1994 Normal retardo mental não especificado Esporádico 

37 525/09 
HC - 

UNICAMP 
M 12/05/2001 PMG não disponível não especificado Esporádico 

38 533/09 
HC FMRP - 

USP 
M 13/08/2000 

PMG fronto-

parietal direita 

hemiparesia esquerda 

e retardo mental 
não especificado Esporádico 
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39 569/09 
HC - 

UNICAMP 
M 08/11/2001 PMG PS não disponível não especificado Esporádico 

40 47/10 
HC - 

UNICAMP 
M 06/10/2005 PMG difusa não disponível não especificado Esporádico 

Onde F = feminino, M = masculino, PMG = polimicrogiria, PS = perisylviana. 
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Tabela 4. Tipos de polimicrogirias apresentados pelos pacientes avaliados neste projeto. 

 Esporádicos  Familiais  %  

Perisylviana  12  15  67,5  
Temporal  2  0  5  
Parietal  3  1  7,5  
Difusa 6  0  15  

Rolândica  1  0  2,5  
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Heredograma de família na qual a região candidata Xq27-1.27-3 foi identificada.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Heredograma de família cujo material genético foi avaliado junto aos pacientes 
esporádicos. 
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Figura 6: Heredograma de família cujo material genético foi avaliado junto aos pacientes 
esporádicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Heredograma de família cujo material genético foi avaliado junto aos pacientes 
esporádicos. 
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Figura 8: Heredograma de família cujo material genético foi avaliado junto aos pacientes 
esporádicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Heredograma de família cujo material genético foi avaliado junto aos pacientes 
esporádicos. 
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3. EXTRAÇÃO DE DNA GENÔMICO 

A técnica utilizada para a extração do DNA genômico segue o protocolo de 

extração por fenol e clorofórmio que propicia a extração de grande quantidade de DNA 

(acima de 700g a partir de 20mL de sangue venoso): cerca de 20 a 30mL de sangue 

venoso foram colhidos dos indivíduos. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos 

a 1500 g e a parte intermediária, na qual se localizam os leucócitos, foi transferida para 

um tubo de propileno de fundo cônico. Em seguida foram adicionadas as soluções de 

RSB 1x até completar o volume de 11mL e 60µL de Nonidet. Após ser homogeneizada, 

a solução foi centrifugada por 10 minutos a 1500g e o sobrenadante foi descartado. 

Adicionou-se 0,5mL de RSB 1x , 3mL de solução SDS a 10% e 80µL de proteinase K 

(100mg/mL). As amostras foram incubadas a 37° por 24h. Após a incubação, foram 

acrescentados 3mL de fenol, seguido de homogeneização e centrifugação a 5000g por 

10 minutos. A parte inferior do tubo foi descartada e acrescentou-se 1,5mL de fenol e 

1,5mL de solução de clorofórmio álcool isoamílico, seguidos de homogeneização e 

centrifugação a 5000gpor 10 minutos, sendo a parte inferior do tubo descartada. Este 

processo foi repetido com 3mL de solução de clorofórmio álcool isoamílico. O DNA 

genômico foi então precipitado com 6mL de etanol absoluto.  Em seguida o DNA foi 

transferido para tubos cônicos de 1,5mL e diluídos em aproximadamente 200-250µL de 

TE 1x. 

 

4. TRIAGEM DE MUTAÇÕES: 

Como havia sido identificada uma região candidata em Xq27.1-27.3 (68) com 

cerca de 67 genes descritos, adotou-se a estratégia de selecionar genes presentes nesta 

região utilizando as bases de dados do National Center for Biotechnology Information (72), 

com o programa Map Viewer®, tendo como base características funcionais, relação dos 

genes com canais iônicos e mobilidade celular, já que pode haver relação entre a 

polimicrogiria e o processo de migração neuronal. Os primeiros genes-alvo foram o 

SLITRK2 e o SLITRK4. Também foram selecionados dois genes que haviam sido 
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recentemente relacionados a malformações do córtex cerebral e doenças neurológicas: 

SRPX2 e AFF2 (52, 73). 

Inicialmente utilizou-se um método de triagem de mutações seguido de 

seqüenciamento das amostras candidatas a portarem alterações pela triagem inicial. O 

método de triagem escolhido foi a técnica de DHPLC (Denaturing High-performance Liquid 

Chromatography) (74).  

À medida que o projeto se desenvolveu e a técnica de sequenciamento capilar 

pelo método de Sanger foi se tornando mais acessível, inclusive com a aquisição de 

novo equipamento sequenciador, abandonou-se a etapa intermediária do DHPLC e 

passamos a sequenciar diretamente todas as amostras. Dessa forma, a nova estratégia 

adotada foi realizar o sequenciamento utilizando a técnica de Sanger dos demais genes 

recentemente associados a malformações do córtex cerebral, TUBA1A, TUBA8, 

TUBB2B e WDR62 (70, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38). Esses genes foram 

sequenciados nos pacientes esporádicos e famílias que não foram submetidas à análise 

de ligação. Tanto na estratégia utilizando DHPLC, quanto na análise direta por 

sequenciamento, apenas as regiões codificantes foram analisadas, além de pequenas 

regiões flanqueadores dos exons, de forma a garantir que todo o exon fosse analisado. 

Já no caso da família que apresentou ligação para a região Xq27.1-q27.3, 

optamos por realizar o sequenciamento em larga escala do cromossomo X utilizando 

tecnologia de captura e enriquecimento dos exons deste cromossomo, seguido de 

sequenciamento de alta performance.  

Abaixo segue a descrição dos métodos utilizados durante todo o processo, desde 

a estratégia de triagem de mutações por DHPLC até o sequenciamento em larga escala. 
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4.1. Amplificação de DNA por PCR: 

Para o estudo da região candidata, foram selecionados os genes SLITRK2 e 

SLITRK4, SRPX2 e AFF2. Sequências iniciadoras (primers) específicas foram 

sintetizadas para seus exons (anexo 1). Também foram construídos primers para análise 

de genes de microtúbulo recentemente relacionados a malformações do córtex cerebral 

(anexo 1), principalmente devido à atuação dos mesmos durante a divisão e proliferação 

celular. Esses genes são: TUBA1A, TUBB2B, TUBA8 e WRD2. 

As reações de PCR foram realizadas para um volume final de 22L, contendo 

40ng de DNA genômico; 100ng de cada primer; 2.2L de tampão 10x, 200M de dGTP, 

dCTP, dTTP e dATP; 0.5 unidades de Taq DNA polimerase e 1.0 a 2.0mM de MgCl2. 

Para alguns pares de primers, foi necessária a utilização de DMSO para a otimização da 

reação.  

 

4.2. Detecção de Mutações: 

A triagem de mutações, inicialmente, foi realizada através da técnica de DHPLC 

(Denaturing High-performance Liquid Chromatography) para os genes SRPX2, AFF2, SLITRK2 e 

SLITRK4.  

A técnica de DHPLC baseia-se na leitura do padrão de retenção de amostras de 

DNA em seus capilares. A região de interesse é amplificada, suas duplas fitas são 

desnaturadas por 5 minutos a 95°C e deixados em repouso por 45 minutos em temperatura 

ambiente para ocorra o reanelamento por resfriamento gradual. Na presença de uma 

alteração, são geradas moléculas heteroduplexes, além das homoduplexes já esperadas. Em 

seguida, o produto de PCR renaturado, adicionado de acetato de trietilamonio (TEAA) e 

acetonitrila (ACN), é injetado nos capilares. O TEAA realiza a retenção das duplas fitas, 

homoduplexes e heteroduplexes, em esferas hidrofóbicas contidas na coluna do aparelho. 

Em seguida, a passagem do ACN remove as moléculas de DNA dupla fita, cuja passagem 

pelos capilares é detectada pelo sistema WAVE® 4500 (Transgenomic), gerando perfis 
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cromatográficos. Como as moléculas heteroduplexes são menos estáveis, estas são 

removidas antes das moléculas homoduplexes, portanto quando há uma alteração na região 

analisada, o perfil cromatográfico apresentado é diferenciado, sendo detectada a passagem 

de moléculas em dois estágios, ao invés de apenas um.  

A triagem de mutações foi realizada com temperaturas específicas para cada 

fragmento, definidas pelo software WAVEMAKERTM. Alíquotas de 5μl do amplificado 

foram injetadas em coluna DNASep® com fluxo de 0.9mL/min.  

 

4.3. Sequenciamento por eletroforese capilar utilizando o método de Sanger: 

Os fragmentos que apresentaram perfis cromatográficos diferenciados na análise de 

DHPLC foram submetidos à seqüenciamento por eletroforese capilar através do aparelho 

MegaBace1000 (GE Healthcare Lifesciences).  

A reação submetida ao seqüenciamento consiste de 4L de solução pré-mix, 1L 

de primer (5pmol/L) e 1L do produto de amplificação para um volume final de 15L. 

Essa reação é submetida a 35 ciclos de 95ºC por 20 segundos, 50ºC por 15 segundos, 60ºC 

por 1 minuto. Sua purificação é realizada com etanol e acetato de amônio 7,5mM, como 

sugerido pelo fabricante (GE Healthcare Lifesciences). 

Já os fragmentos referentes às análises dos genes de microtúbulos, TUBA1A, 

TUBA8, TUBB2B e WDR62, foram sequenciados no aparelho ABI 3500 xL (Applied 

Biosystems, Life Technologies Corporation). 

Nesse caso, a reação consiste de 4L de água deionizada, 2L de tampão 5x, 1L 

de primer (5mol/L), 1L de solução BigDye e 2L de produto de amplificação. Tal reação 

é submetida a 95ºC por dez segundos, temperatura de anelamento do primer por cinco 

segundos e 60ºC por quatro minutos. Sua purificação é realizada adicionando 40µL de 

isopropanol a 75% a cada produto de reação. A amostra é mantida a temperatura ambiente 

por 5 minutos e, em seguida, submetida a centrifugação por 45 minutos (2254g). A amostra 
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é vertida para eliminação do isopropanol e, em seguida, recebe 10 µL de etanol a 70%, a 

qual é submetida a centrifugação por 45 minutos (2254g). O etanol é eliminado vertendo as 

amostras, as quais são aquecidas a 60°C por 5 minutos para evaporação de todo etanol 

restante. Essas amostras serão mantidas a 4°C, protegidas da luz até o momento da corrida 

no aparelho sequenciador, quando são ressupendidas em tampão para injeção.  

Todas as alterações potencialmente patogênicas que foram identificadas, tanto na 

triagem de mutações em genes candidatos, quanto na análise dos experimentos de captura e 

seqüenciamento, também foram estudadas em um grupo controle composto de no mínimo 

100 indivíduos normais. Esta etapa foi realizada para certificar de que não se tratavam de 

variantes polimórficas normais da população. 

 

4.4. Enriquecimento, Captura e Sequenciamento em Larga Escala: 

Desde sua publicação por Frederick Sanger e colaboradores em 1977 (75), o 

método de sequenciamento com dideoxinucleotídeos terminadores de cadeia, ou método 

Sanger, foi amplamente adotado para estudos de genética molecular nos mais variados 

organismos e com os mais diferentes propósitos, alcançando o campo do diagnóstico 

clínico. Entre as vantagens sobre os métodos existentes à época estavam a baixa toxicidade 

dos reagentes e a maior eficiência, que foi aprimorada com o surgimento dos 

sequenciadores automáticos, que tornaram as análises mais rápidas e menos laboriosas. Em 

2003, fazendo uso desta técnica, foi anunciado o sequenciamento do genoma humano, 

resultado do trabalho de diversos grupos de pesquisa ao redor do planeta durante 13 anos.  

O lançamento comercial do primeiro método de sequenciamento em larga escala ou 

next generation sequencing (NGS) no ano de 2005 alterou drasticamente o cenário da genômica, 

ampliando a capacidade de geração de dados e diminuindo o tempo de sua obtenção. 

Desde então, a evolução tecnológica tem sido significativa e veloz, e o genoma humano 

que demorou 13 anos para ser sequenciado, atualmente pode ser obtido em um 

experimento de cerca de três dias, a um custo consideravelmente mais baixo, ampliando os 

horizontes da pesquisa básica, aplicada e clínica (76, 77). Com a massiva geração de dados, 
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as novas técnicas de sequenciamento criaram um novo patamar de necessidades quanto à 

infraestrutura computacional, já que a grande quantidade de informação gerada a cada 

experimento exige um grande aparato de bioinformática que possibilite armazenar e 

analisar tantos dados de imagem e de sequência. 

 Com o intuito de selecionar, direcionar e, consequentemente, economizar esforços 

para o sequenciamento de regiões específicas do genoma, as técnicas de enriquecimento e 

captura evoluíram paralelamente ao sequenciamento em larga escala. Dentre elas, kits 

utilizando o método de captura por hibridização foram desenvolvidos especificamente para 

utilização em plataformas de sequenciamento next generation e consiste, basicamente, na 

hibridização do DNA fragmentado a sequências complementares alvo específicas. Essa 

ligação pode ocorrer tanto em solução, quanto em suportes sólidos, como placas de array, 

de forma a capturar e isolar as sequências de interesse (78).  

 

Tabela 5: Comparativo entre as técnicas de sequenciamento em larga escala (next generation) 
mais utilizadas e o método Sanger. 

 Roche 454 GS FLX 
Illumina Genome 

Analyzer 

Applied 

Biosystems SOLiD 
Sanger 

Comprimento 

das leituras 

(bases) 

400 36 35 800pb 

Tempo de 

corrida 
10h 2,5 dias 6 dias 3h 

Total de bases 

por corrida 
500Mb 1,5Gb 4Gb 800pb 

 

Neste projeto foi utilizada a plataforma de sequenciamento Illumina HiSeq 

(Illumina), localizada no Genoscope (Centro Nacional de Sequenciamento da França). Para 

a captura, optamos pelo kit da Agilent SureSelect DNA Capture Array® (Agilent 
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Technologies), SureSelectXT Human X-Chromosome Panel Kit, que permite a seleção de 

regiões codificantes do cromossomo X humano. No protocolo desse kit de enriquecimento 

e captura da Agilent (figura 10) amostras de DNA genômico são fragmentados, recebem 

adaptadores a suas extremidades e são hibridizados em solução, com uma biblioteca de 

RNA biotinilada, a qual seleciona as regiões de interesse. À essa solução de fragmentos de 

DNA são adicionadas beads magnéticas revestidas com estreptavidinas, que se ligam ao 

RNA biotinilado e permitem a captura dos fragmentos de interesse através do magnetismo 

das beads. Os fragmentos não capturados são descartados, a solução é lavada para a retirada 

das beads magnéticas e os fragmentos de DNA de interesse são, então, amplificados, 

utilizando os adaptadores para a ligação dos primers universais, para serem submetidos ao 

sequenciamento.  

 

O DNA genômico de quatro indivíduos selecionados da família com ligação para a 

região Xq27.1-q27-3 foi avaliado nessa etapa. Três destes indivíduos são afetados e 

possuem o mesmo haplótipo, enquanto um deles não é afetado pela PPB e possui um 

haplótipo diferente dos anteriores.  Além disso, dois dos indivíduos selecionados são mãe e 

filho, possibilitando uma melhor observação da segregação dos alelos. 

Os parâmetros iniciais para a análise dos dados obtidos foram: 

 Abrangência de todo o cromossomo X; 

 Leituras de alta qualidade: pelo menos 6 leituras; 

 Indiferença quanto à presença nas bases de dados HapMap, 1000 genomes e 

dbSNP 132. 
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Figura 10: Esquema ilustrativo do protocolo para uso do SureSelectXT Human X-
Chromosome Panel Kit, da Agilent Technologies (modificado do protocolo fornecido pelo 
fabricante em www.agilent.com).  
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Figura 12: Pipeline do Genoscope no qual foram disponibilizados os dados obtidos no sequenciamento em larga escala. 
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Figura 13: Lista de SNPs fornecida pelo Pipeline do Genoscope baseada nas sequências analisadas. 
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.5. ANÁLISE IN SILICO: 

 A análise dos resultados do sequenciamento em larga escala foi realizada em um pipeline 

disponibilizado pelo Genoscope, o qual pode ser visualizado na figura 12, e que permite a 

avaliação dos produtos do sequenciamento, listando os SNPs mapeados, sua localização 

cromossômica, e links para bancos de dados das alterações já descritas. As alterações 

identificadas na análise dos resultados foram avaliadas utilizando os algoritmos listados na 

tabela 6. 

 

Tabela 6: Algoritmos utilizados para a análise in silico das alterações detectadas. 

Nome do algoritmo Endereço 

SIFT® http://sift.jcvi.org/ 

Polyphen® http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/ 

Polyphen2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ 

SNPs&GO® http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/ 

MutPred® http://mutpred.mutdb.org/ 

Panther® http://www.pantherdb.org/ 

  

As alterações não-sinonímias identificadas na triagem de mutações em genes 

candidatos também foram avaliadas com esses softwares, com exceção do Polyphen®, que não 

se encontrava mais disponível na rede. 

Os softwares MutPred®, Polyphen®, Polyphen2® e SNPs&GO® avaliam a substituição 

da base nitrogenada baseando-se numa combinação de parâmetros funcionais e estruturais das 

proteínas, enquanto o SIFT® e o Panther® consideram informações evolutivas para tal (79). 

http://sift.jcvi.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/
http://mutpred.mutdb.org/
http://www.pantherdb.org/
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Além desses algoritmos, também foi utilizada a escala Grantham (80), um método que 

avalia a troca de aminoácidos considerando sua composição, polaridade e volume molecular. 

Essa escala oferece um valor, o qual pode ser classificado como: 

 

Tabela 7: Classificação de valores para escala Grantham 

Score Predição 

0 – 50 Conservativo 

51 – 100 Moderadamente conservativo 

101 – 150 Moderadamente radical 

>150 Radical 

 

 

6. IDENTIFICAÇÃO DE ALTERAÇÕES NOS DEMAIS INDIVÍDUOS DA 

FAMÍLIA: 

 Através dos dados obtidos com a análise de predição de mutação, 15 alterações foram 

selecionadas para também serem avaliadas nos demais indivíduos da família ligada à região 

Xq27.1-q27.3 (afetados e não afetados) de forma a possibilitar uma correlação entre a 

segregação dos alelos e o quadro clínico. Para tal, primers foram sintetizados flanqueando a 

região da alteração (anexo 1 – tabela 7), no intuito de amplificar a sequenciar pela técnica de 

Sanger o DNA dos demais indivíduos. 
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7. CLONAGEM DO GENE SPANXC PARA VALIDAÇÃO DE ALTERAÇÃO: 

Análises de bioinformática não permitiram a construção de primers totalmente 

específicos para SPANXC, devido a sua alta homologia com outros membros da família 

SPANX, por isso ele foi amplificado por PCR juntamente com o gene SPANXD, que foi o 

máximo de especificidade obtida com a técnica. Para a separação dos alelos dos genes e 

confirmação da alteração identificada pelo sequenciamento realmente pertencer ao gene 

SPANXC, e não a outro gene da família SPANX, os produtos de PCR foram clonados em 

vetores pGEM®T Easy (Promega), seguindo o procedimento a seguir. 

a) Ligação dos fragmentos de DNA 

Para a ligação dos fragmentos em pGEM-T Easy preparou-se uma solução composta 

de cerca de 100ng do vetor, o inserto a ser ligado (3x a quantidade do vetor), 5L do tampão 

2X da ligase (Promega) e 1,0L da T4 DNA ligase (Promega, 3U/L). Esta solução foi 

mantida a 16oC por  12-16 horas e em seguida foi estocada a -20oC. 

b) Transformação bacteriana 

As células competentes de Escherechia coli DH5α, armazenadas a –80oC, foram 

descongeladas em gelo. Adicionou-se a estas cerca de 10µL da reação de ligação. A mistura 

permaneceu em gelo por 30 minutos em seguida foi levada a temperatura de 42oC por um 

minuto e 30 segundos e novamente levada a gelo por 1 minuto. Em seguida adicionou-se de 

400 a 800µL de meio SOC sendo a cultura levada a agitação vigorosa a 37oC por uma hora. 

Cerca de 200µL foram plaqueados em placas LB-ágar mais o antibiótico apropriado. As placas 

foram deixadas em incubadora a 37 oC por 12-18 horas. 

c) Extração de DNA plasmidial (Mini-Prep) 

Utilizamos a mini-preparação caseira, que consiste de ressuspensão com 300µl da 

solução 1 (Tris-HCl 50mM, pH 8.0, EDTA 10mM, pH 8,0 e 6µl de RNase 1mg/mL), seguido 
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da adição de 300µl de solução 2 (NaOH 200mM, SDS 1%), agitação por inversão suave do 

tubo cinco vezes, incubação a temperatura ambiente por 5 minutos, 300µl de solução 3 

(acetato de potássio 3M, pH 5.5), agitação por inversão, centrifugação a temperatura a 14°C 

(1000g) durante 10 minutos, transferência de 700-800µl do sobrenadante para um novo tubo, 

precipitação primeiro com 400µl de isopropanol seguida de inversão e centrifugação a 1000g 

por 10 minutos a 4°C, descarte do sobrenadante, nova precipitação com 500µl de álcool etílico 

70%, inversão do tubo e centrifugação durante 5 minutos a 1000g, descarte do sobrenadante e 

eluição em 30µl de água deionizada. 

 

 

8. BUSCA DE ALTERAÇÕES ESTRUTURAIS ATRAVÉS DA TÉCNICA DE 

SNPARRAY: 

 Para avaliar a possibilidade de grandes deleções ou alterações estruturais na região 

Xq27.1-27.3, utilizamos a técnica de SNParray para analisar o DNA genômico de pacientes da 

Família 1. O kit utilizado foi o CytoScan HD da Affymetrix, seguindo as recomendações do 

fabricante. Este kit permite a detecção de aberrações cromossômicas e SNPs, com mais de 2,6 

milhões de marcadores de copy number.  Os dados foram obtidos em uma plataforma 

GeneChip® System (GCS) 3000Dx e analisados utilizando o software Chromosome Analysis Suite 

(ChAS), também da Affymetrix. 

 Para esta análise, três indivíduos afetados foram selecionados da Família 1, de acordo 

com a qualidade do material genético disponível, e estes estão indicados no heredograma na 

figura a seguir. 
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DNA Ligase. Em seguida as reações foram levadas a um aparelho termociclador (Mastercicler 

Gradiente Eppendorf®) sob temperatura de 16°C por 180 minutos e 70°C por 20 minutos.  

 

c) Amplificação dos fragmentos por PCR  

As amostras de DNA digeridas e ligadas a adaptadores foram diluídas com 75µL de 

água e, para cada amostra, sete alíquotas de 10µL foram transferidas para uma nova placa, para 

amplificação dos fragmentos através da técnica de amplificação em cadeia da polimerase (PCR) 

utilizando os reagentes a seguir: 39,5µL de água, 10 µL de tampão TITANIUM Taq PCR 10x, 

20µL de reagente GC-Melt, 14µL de dNTP a 2,5mM, 4,5µL de primer a 100pM e 2µL de enzima 

TITANIUM Taq DNA Polimerase 50x. A reação foi submetida a ciclagem em aparelho 

termociclador (Mastercicler Gradiente Eppendorf®) seguindo as temperaturas de 94°C por 3 

minutos; 30 vezes de 94°C por 30 segundos, 60°C por 45 segundos e 68°C por 15 segundos; e 

68°C por 7 minutos.  

A reação foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 2% para verificação do padrão 

de amplificação dos fragmentos.  

 

d) Purificação: 

A purificação das amostras amplificadas foi realizada com beads magnéticas e etanol em 

um procedimento baseado em repetidas centrifugações e um suporte magnético.  

 

e) Quantificação: 

As amostras purificadas foram avaliadas quanto à concentração ideal (4500 a 7000ng/µL) e sua 

pureza foi observada pelas relações de absorbância (A260/280 entre 1,8 e 2,0 e A320 < 0,1).  
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f) Fragmentação: 

Os produtos da purificação são, então, fragmentados utilizando reagentes específicos, 

além de água e tampão, fornecidos pelo fabricante para a preparação de um Master Mix de 

fragmentação. A solução é levada a um aparelho termociclador (Mastercicler Gradiente 

Eppendorf®) e é submetida a ciclagem de 37°C por 35 minutos e 95°C por 15 minutos. Em 

seguida, o padrão de fragmentação é avaliado por eletroforese em gel de agarose 3%.  

 

g) Marcação do DNA: 

O próximo passo foi adicionar ao 51µL de cada uma das amostras 14µL de tampão 

TdT 5x, 2µL de DNA Labeling Reagent 30mM e 3,5µL de enzima TdT e submete-los às 

temperaturas de 37°C por 4 horas e 95°C por 15 minutos, utilizando um aparelho 

termociclador (Mastercicler Gradiente Eppendorf®). 

 

h) Hibridação: 

O DNA marcado recebeu 165µL de Hyb Buffer Part I, 15µL de Hyb Buffer Part II, 

7µL de Hyb Buffer Part III, 1µL de Hyb Buffer Part IV e 2µL de Oligo Control Reagent 0100. 

Em seguida, foi feita a desnaturação em aparelho termociclador (Mastercicler Gradiente 

Eppendorf®) a 95°C por 10 minutos. As amostras, aplicadas aos chips, foram colocadas no 

forno de hibridação por 16 horas a temperatura de 50°C e rotação de 60rpm.  
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i) Lavagem:  

Após a hibridação, os chips passaram pela estação de lavagem com tampões (GeneChip 

Fluidics Station 450, Affymetrix®) que realiza automaticamente um processo de injeção de 

soluções para remover resíduos em excesso.  

 

j) Escaneamento:  

Por fim, os chips foram escaneados pelo GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix®). 
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1. TRIAGEM DE MUTAÇÕES: 

 

1.1. Gene SRPX2: 

As reações de PCR para cada um dos 11 exons do gene SRPX2 foram protocoladas, no 

intuito de determinar sua temperatura de anelamento ideal, além da proporção dos reagentes. 

Na análise cromatográfica por DHPLC dos produtos de amplificação de todos os 

pacientes, foi observado um padrão diferenciado de retenção em dois pacientes, no exon 1, 

quando comparados aos controles (figura 15).  

 

 

 

 

 

Figura 15. Análise cromatográfica permitindo observar os picos de retenção de paciente 
alterado (lilás) e controle (vermelho). 

 

Tais fragmentos foram submetidos à seqüenciamento por eletroforese capilar 

utilizando o método de Sanger, que revelou uma substituição de uma citosina por uma guanina 

na 82ª base do éxon 1 (figura 16), um polimorfismo já descrito e identificado como refSNP ID 

rs1343213. 
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Figura 16. Análise de seqüenciamento por eletroforese capilar do exon 1 de paciente com 
alteração no DHPLC, destacando local da alteração. 

  

 Ainda no exon 1 desse gene foi encontrado outro perfil cromatográfico alterado (figura 

17) em dois pacientes. Cinquenta controles não relacionados foram testados e não 

apresentaram o mesmo perfil cromatográfico.  

 

 

 

 

 

Figura 17. Análise cromatográfica permitindo observar os picos de retenção de paciente 
alterado (azul) e controle (preto). 

 

Já a análise cromatográfica do exon 9 indicou cinco diferentes padrões 

cromatográficos. Sendo assim, decidimos sequenciar diretamente o exon 9, no qual não foram 

detectadas alterações. 
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Também encontramos uma alteração intrônica não descrita na base de dados do NCBI 

(72) em quatro pacientes de nossa amostra (Figura 18), trata-se de uma transversão de uma 

citosina para uma adenina na posição c.1095+8C>A.  

Para os demais exons foram encontrados padrões de retenção cromatográfica alterados 

em vários pacientes, mas a análise de sequenciamento não apontou nenhuma alteração.  

 

Figura 18. Cromatograma de seqüenciamento por eletroforese capilar mostrando a 
transversão citosina para adenina (SNP intrônico) em heterozigose (seta). 

 

1.2. Gene AFF2: 

 A análise do gene AFF2 através da técnica de DHPLC foi realizada até o início do 

exon 20 para todos os pacientes do projeto. Os parâmetros ótimos para a reação de PCR 

foram estabelecidos e seus perfis de retenção comparados a controles. Algumas reações não 

funcionaram perfeitamente, não permitindo a leitura do cromatograma e foram sequenciadas 

diretamente. 

 Dos padrões alterados, o sequenciamento por eletroforese capilar identificou duas 

alterações. Uma delas, encontrada em cinco pacientes, é uma substituição de uma timina por 

uma guanina no intron 15 e é um polimorfismo já descrito, denominado refSNPID 

rs16994895 (figura 19). Sua descrição não o relaciona a nenhum quadro patogênico. A 2ª 
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alteração, encontrada em dois pacientes, é uma troca de uma citosina por uma adenina na 843ª 

base do exon 11 (c.2400C>A). Não foi encontrada descrição dessa alteração na literatura, em 

bases de dados de SNPs e em amostras controle, sequenciadas posteriormente. 

 

 

 

 

 

Figura 19: Análise de sequenciamento do fragmento contendo o exon 15 gene AFF2, com 
destaque para a alteração refSNPID rs16994895. 

 

O exon 20 foi analisado por seqüenciamento direto e já que o mesmo se trata de um 

exon extenso, dividimos o produto a ser amplificado em três partes. Não foi identificada 

alteração em nenhuma delas. 

 

1.3. Gene SLITRK2 

A análise dos produtos de amplificação por DHPLC identificou vários padrões de 

eluição, que foram sequenciados. A visualização dos cromatogramas para o produto de 

amplificação referente ao exon 1.2 (fragmento 2 do exon 1) revelou quatro padrões 

cromatográficos, descritos a seguir. 
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Para a temperatura de análise de 57,5ºC no DHPLC foi identificado um paciente com 

padrão alterado, no entanto, o seqüenciamento automático não evidenciou nenhuma alteração 

neste paciente em relação à sequência controle. 

Para a temperatura de análise de 59,5ºC no DHPLC foram identificados cinco 

pacientes com padrão alterado.  A análise do sequenciamento destes indivíduos não identificou 

nenhuma alteração.  

Para a temperatura de análise de 59,5ºC no DHPLC foram identificados dois pacientes 

com outro tipo padrão alterado. O seqüenciamento também não evidenciou nenhuma 

alteração.   

Para a temperatura de análise de 59,5ºC no DHPLC foram identificados seis pacientes 

com mais de um tipo de padrão alterado. O seqüenciamento dos mesmos não evidenciou 

nenhuma alteração nos produtos de amplificação referentes a estes produtos de amplificação.  

A análise de DHPLC na temperatura de 61,1ºC não pode ser realizada, sendo assim 

sequenciamos todos os pacientes. Novamente nenhuma alteração na sequencia dos pacientes 

foi encontrada.  

A visualização dos cromatogramas para o produto de amplificação referente ao exon 

1.3 (fragmento 3 do exon 1) revelou quatro padrões cromatográficos, descritos a seguir. 

Para a temperatura de análise de 57ºC no DHPLC foram identificados dois pacientes 

com padrão alterado. O seqüenciamento automático dos mesmos não evidenciou nenhuma 

alteração na sequencia de nucleotídeos.  

Para a temperatura de análise de 57ºC no DHPLC foram identificados mais dois 

pacientes com outro tipo de padrão alterado (Figura 20). Um deles, pela análise de 
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seqüenciamento automático, não demonstrou nenhuma alteração, no entanto o outro paciente 

possui o SNP rs2748588 T>C, já descrito no NCBI, em homozigose (Figura 21). 

Para a temperatura de análise de 58,7ºC no DHPLC foi identificado um paciente com 

padrão alterado. A análise do seqüenciamento identificou uma transição de timina para citosina 

em um paciente do sexo masculino com polimicrogiria perisylviana posterior bilateral, esta 

alteração é o SNP rs2748588 T>C, o qual já está exemplificado na Figura 21.  

 

 

Figura 20. Análise cromatográfica do gene SLITRK2 exon 1.3 mostrando padrões de retenção 
diferentes identificados em pacientes com PMG. O pico verde é o mais comum e o pico azul é 
o menos comum. A seta indica a diferença entre os picos. 

 

Para a temperatura de análise de 61,6ºC no DHPLC foi identificado um paciente com 

padrão alterado (Figura 22). O seqüenciamento automático evidenciou duas alterações de 

sequencia, uma delas é o SNP rs2748588 T>C, exemplificado na Figura 26, a outra é uma 

transição em homozigose de timina para citosina também já descrita no NCBI como SNP 

rs2748589 T>C (Figura 23).  
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Figura 21. [A] Cromatograma de seqüenciamento automático mostrando o SNP rs2748588 
T>C. [B] Cromatograma de seqüenciamento automático mostrando a sequencia selvagem 

 

 

 

Figura 22. Análise cromatográfica do gene SLITRK2 exon 1.3 mostrando padrões de retenção 
diferentes identificados em pacientes com PMG. O pico rosa é o mais comum e o pico azul é 
o menos comum (alterado). 

 

 

 

[A] 

[B] 
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Figura 23. [A] Cromatograma de seqüenciamento automático mostrando o SNP rs2748589 
T>C. [B] Cromatograma de seqüenciamento automático mostrando a sequencia selvagem. 

 

A visualização dos cromatogramas para o produto de amplificação referente ao exon 

1.4 (fragmento 4 do exon 1) revelou dois padrões cromatográficos, descritos a seguir. 

Para a temperatura de análise de 56,4ºC no DHPLC foi identificado um paciente com 

padrão alterado. A análise por seqüenciamento automático não evidenciou nenhuma alteração 

de nucleotídeos neste produto de amplificação. 

Para as temperaturas de 58,9 e 59,9 ºC a análise por DHPLC identificou vários padrões 

de eluição. O seqüenciamento da maioria deles não identificou nenhuma alteração na 

sequencia de nucleotídeos, no entanto nós identificamos em um paciente o SNP 

rs2748589C>T já descrito na base de dados do NCBI (Figura 24).  

A visualização dos cromatogramas para o produto de amplificação referente ao exon 

1.5 (fragmento 5 do exon 1) revelou os padrões cromatográficos a seguir. 

 

[B] 

[A] 
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Figura 24. [A] Cromatograma de seqüenciamento automático mostrando o SNP rs2748589 
T>C. [B] Cromatograma de seqüenciamento automático mostrando a sequencia selvagem. 

 

Para a temperatura de análise de 59ºC no DHPLC foi identificado outros pacientes 

com padrão alterado. O seqüenciamento de um deles identificou uma transição de timina para 

citosina, g.144905816T>C (Figura 26).  

 

 

Figura 25. Análise cromatográfica do gene SLITRK2 exon 1.5 mostrando padrões de retenção 
diferentes identificados em pacientes com PMG. O pico roxo é o mais comum e o pico azul é 
o menos comum (alterado). A seta indica a diferença entre os picos. 

 

[A] 

[B] 
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Figura 26. Cromatograma de seqüenciamento automático mostrando a transição de timina 
para citosina em heterozigose. 

 

1.4 Gene SLITRK4 

 A visualização dos cromatogramas para os produtos de amplificação referentes ao exon 

2.3 (fragmento 3 do exon 2) revelou os quatro padrões cromatográficos descritos a seguir. 

Para a temperatura de análise de 57,8ºC no DHPLC foi identificado um paciente com 

padrão alterado. O seqüenciamento automático não revelou nenhuma alteração de 

nucleotídeos para este fragmento amplificado.  

Para a temperatura de análise de 57,8ºC no DHPLC foi identificado um paciente com 

outro padrão alterado. O seqüenciamento automático não revelou nenhuma alteração de 

nucleotídeos para este fragmento amplificado. 

Para a temperatura de análise de 57,8ºC no DHPLC foi identificado um paciente com 

mais um tipo de padrão alterado. Novamente o seqüenciamento não evidenciou nenhuma 

alteração.  

Para a temperatura de análise de 59,2ºC no DHPLC foi identificado um paciente com 

um tipo de padrão alterado. O seqüenciamento não identificou nenhuma alteração no produto 

de amplificação analisado.  
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A visualização dos cromatogramas para os produtos de amplificação referentes ao exon 

2.4 (fragmento 4 do exon 2) revelou vários padrões cromatográficos de eluição. O 

sequenciamento não evidenciou nenhuma alteração.  

Já a visualização dos cromatogramas para os produtos de amplificação referentes ao 

exon 2.5 (fragmento 5 do exon 2) revelou os padrões cromatográficos a seguir. 

Para a temperatura de análise de 56,4ºC no DHPLC foram identificados quatro 

pacientes com um padrão alterado. O seqüenciamento automático não evidenciou nenhuma 

alteração na sequencia de nucleotídeos deste fragmento. 

Para a temperatura de análise de 56,4ºC no DHPLC foi identificado um paciente com 

outro tipo de padrão alterado. Também não foi identificada nenhuma alteração por 

seqüenciamento automático.  

Para a temperatura de análise de 57,8ºC no DHPLC foi identificado um paciente com 

um padrão alterado. Nenhuma alteração foi identificada por seqüenciamento automático. 

Para a temperatura de análise de 57,8ºC no DHPLC foram identificados dois pacientes 

com um padrão alterado. Nenhuma alteração foi identificada por seqüenciamento automático. 

A visualização dos cromatogramas para os produtos de amplificação referentes ao exon 

2.6 (fragmento 6 do exon 2) revelou os dois padrões cromatográficos a seguir. 

Para a temperatura de análise de 57,5ºC no DHPLC foram identificados vários tipos de 

padrões de eluição. O seqüenciamento automático não evidenciou nenhuma alteração. 

Para a temperatura de análise de 58,3ºC no DHPLC foram identificados quatro 

pacientes com um padrão alterado. Nenhuma alteração foi identificada por seqüenciamento 

automático. 
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A visualização dos cromatogramas para os produtos de amplificação referentes ao exon 

2.7 (fragmento 7 do exon 2) revelou vários padrões cromatográficos de eluição, mas sem 

alterações identificadas pelo sequenciamento automático. 

 

1.5. Gene TUBA1A: 

O seqüenciamento dos exons do gene TUBA1A revelou cinco trocas de base, todas no 

exon 4 do gene. As cinco alterações já foram descritas e constam no banco de dados de SNPs 

do NCBI (72). 

 

Tabela 8: Alterações identificadas na análise por seqüenciamento por eletroforese capilar do 
gene TUBA1A. 

 ALTERAÇÃO RefSNP CARACTERÍSTICA Nº DA FIGURA 

1 c.440A>G rs1056875 Sinonímia 27 

2 c.453G>C rs697624 Sinonímia 28 

3 c.510T>C rs1065741 Sinonímia 29 

4 c.522G>A rs61730859 Sinonímia 30 

5 c.1008G>A rs1062432 Sinonímia 31 
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Figura 27. Análise de sequenciamento que identificou a alteração sinonímia rs1056875. No 
cromatograma A se observa o local da troca de base de indivíduo heterozigoto, enquanto em B 
se observa a leitura de cromatograma considerado normal. 

 

 

Figura 28. Análise de sequenciamento que identificou a alteração sinonímia rs61730859. No 
cromatograma A se observa a leitura de cromatograma considerado normal, enquanto em B se 
observa o local da troca de base de indivíduo heterozigoto para a alteração. 

[A] 

 

 

 

[B] 

 

[A] 

 

 

 

[B] 
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Figura 29. Análise de sequenciamento que identificou a alteração sinonímia rs697624. No 
cromatograma A se observa o local da troca de base de indivíduo heterozigoto, enquanto em B 
se observa a leitura de cromatograma considerado normal. 

 

 

Figura 30. Análise de sequenciamento que identificou a alteração sinonímia rs1065741. No 
cromatograma A se observa o local da troca de base de indivíduo heterozigoto, enquanto em B 
se observa a leitura de cromatograma considerado normal. 

[A] 

 

 

 

 

[B] 

[A] 

 

 

[B] 
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Figura 31. Análise de sequenciamento que identificou a alteração sinonímia rs1062432. Em A 
se observa o local da troca de base de indivíduo heterozigoto, enquanto em B se observa a 
leitura de cromatograma considerado normal. 

 

1.6. Gene TUBA8: 

Na análise do seqüenciamento dos exons do gene TUBA8 foi identificada a 

substituição c.816C>T, que consta na base de dados de SNPs do NCBI (72) como rs2234332 

e é sinonímia, ou seja, não resulta em troca de aminoácido na tradução do gene. 

 

[A] 

 

 

 

[B] 
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Figura 32. Análise de sequenciamento que identificou a alteração sinonímia rs234332. Em A 
se observa o local da troca de base de indivíduo heterozigoto, enquanto em B se observa a 
leitura de cromatograma considerado normal. 

 

1.7. Gene TUBB2B: 

O seqüenciamento dos exons desse gene identificou a deleção 1607delT, já descrita 

como o SNP rs67130760 e cuja localização está na região não codificante. 

 

Figura 33. Análise de sequenciamento que identificou a alteração rs67130760. No 
cromatograma observa-se o local no qual há ausência de uma timina. 

[A] 

 

 

 

[B] 
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1.8. Gene WDR62: 

A análise do gene WDR62 foi realizada através de sequenciamento pelo método de 

Sanger e identificou doze alterações (tabela 9), todas já descritas anteriormente e constando em 

bancos de dados. Dessas doze alterações,  apenas duas resultam em troca de aminoácido na 

proteína traduzida e uma localiza-se em região de sítio de splicing. As demais oito alterações 

são intrônicas e uma é silenciosa 

 

Tabela 9. Alterações identificadas no seqüenciamento do gene WDR62  

 Alteração RefSNP Característica Figura 

1 c.700-18C>T rs10423651 Intrônico - 

2 c.1233+13C>T rs76130844 Intrônico - 

3 c.1371+138C>T rs116976346 Intrônico - 

4 c.1371+92T>C rs7246292 Intrônico - 

5 c.1415A>C rs147021603 Q472P 34 

6 c.1641G>A rs2301734 sítio de splicing 35 

7 c.1643-10C>T rs4806263 Intrônico - 

8 c.1768+28G>A rs77938609 Intrônico - 

9 c.2147-34G>A rs2301736 Intrônico - 

10 c.2271G>A rs61494900 Sinonímia - 

11 c.3082+76G>T rs2311004 Intrônico - 

12 c.3914A>T rs2074435 Q1305L 36 

Onde L = leucina, Q = glutamina, P = prolina 
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Figura 34. Análise de sequenciamento que identificou a alteração rs147021603. Em A se 
observa o local da troca de base de indivíduo heterozigoto, enquanto em B se observa a leitura 
de cromatograma considerado normal. 

 

 

Figura 35. Análise de sequenciamento que identificou a alteração rs2301734. Em B se observa 
o local da troca de base de indivíduo heterozigoto, enquanto em A se observa a leitura de 
cromatograma considerado normal. 

[A] 

 

 

 

[B] 

 

[A] 

 

 

 

[B] 
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Figura 36. Análise de sequenciamento que identificou a alteração rs2074435. No 
cromatograma A, observa-se a leitura considerada normal. Em B, observa-se o cromatograma 
de um heterozigoto para a alteração. E no cromatograma C , observa-se a leitura de um 
indivíduo homozigoto para a alteração. 

 

 

[A] 

 

 

 

 

 

 

[B] 
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2. ANÁLISE IN SILICO DE RESULTADOS DA TRIAGEM DE MUTAÇÕES EM 

PACIENTES ESPORÁDICOS E PEQUENAS FAMÍLIAS: 

 

As alterações não sinonímias identificadas na triagem de mutações em pacientes 

esporádicos e nas pequenas famílias foram analisadas utilizando os algoritmos SIFT, Polyphen, 

Polyphen 2, SNPs&GO, MutPred e Panther. Os resultados dessa análise (tabela 10), apesar de 

heterogêneos, apontaram um potencial patogênico mais significativo para a alteração 

identificada no gene AFF2.  
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Tabela 10: Análise in silico das alterações identificadas pela triagem de mutações através de DHPLC e sequenciamento pelo método 
de Sanger. 

 Gene 
Alteração  

RefSNP 

Troca de 

AA de 

acordo 

com 

transcrito 

Grantham Scale 

MutPred 

SIFT Polyphen 2 

SNPs&GO Panther 

Probability 

of 

deleterious 

mutation 

Top 5 features effect RI subPSEC Pdeleterious 

1 AFF2 AAC/AAA 

N800K 

101 - 

moderadamente 

radical 

0.523 

 

Ganho de metilação 

em N800 (P = 0.0231) 

Ganho de sítio de 

ligação MoRF (P = 

0.0281) 

Ganho de 

ubiquitinação em N800 

(P = 0.0369) 

Tolerado 
Possivelmente 

prejudicial 
neutro 4 -3.09554 0.52387 

N767K 0.514 

 

Ganho de metilação 

em N767 (P = 0.0206) 

Ganho de sítio de 

ligação MoRF (P = 

0.0281) 

Ganho de 

ubiquitinação em N767 

(P = 0.0369) 

Tolerado 
Possivelmente 

prejudicial 

transcrito 

não consta 

no Uniprot 

-3.09554 0.52387 
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N441K 0.527 

Ganho de metilação 

em N441 (P = 0.0148) 

Ganho de sítio de 

ligação MoRF (P = 

0.0281) 

Ganho de 

ubiquitinação em N441 

(P = 0.0325) 

Tolerado 
Possivelmente 

prejudicial 

transcrito 

não consta 

no Uniprot 

-3.09554 0.52387 

N767K 0.482 

Ganho de metilação 

em N767 (P = 0.0191) 

Ganho de sítio de 

ligação MoRF (P = 

0.0281) 

Ganho de 

ubiquitinação em N767 

(P = 0.0351) 

Tolerado 
Possivelmente 

prejudicial 

transcrito 

não consta 

no Uniprot 

-3.09554 0.52387 

2 WDR62 rs147021603 Q472P 

76 - 

moderadamente 

conservativo 

0.400 

Gain of glycosylation at 

Q472 (P = 0.0098) 

Gain of catalytic 

residue at Q472 (P = 

0.0134) 

Perda de folha (P = 

0.0315) 

Tolerado Benigno 

transcrito 

não consta 

no Uniprot 

position does not align 

to the HMM 

 

3 WDR62 rs2074435 Q1305L 

113 - 

moderadamente 

radical 

  Tolerado Benigno neutro  10 

position does not align 

to the HMM 
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Q1310L 0.280 

Perda de acessibilidade 

a solvente (P = 0.0231) 

Perda de desordem (P 

= 0.0565) 

Perda de hélice (P = 

0.0626) 

Tolerado Benigno 

transcrito 

não consta 

no Uniprot 

position does not align 

to the HMM 

 

Onde K = lisina, L = leucina,  N = asparagina, P = prolina, Q = glutamina. 

Para efeito de interpretação dos resultados, o algoritmo MutPred® oferece um “general score”, que seria a probabilidade de uma 

substituição de aminoácidos ser deletéria ou patogênica, adicionado de uma lista com as cinco principais possibilidades de 

consequências geradas por tal alteração, com seus respectivos valores P para o impacto sobre certa estrutura ou propriedade 

funcional. Já no caso do algoritmo Panther®, o parâmetro Pdeleterious estima a probabilidade de uma dada variante causar um efeito 

deletério sobre uma função proteica e tal parâmetro é gerado à partir do score subPSEC. Quanto mais negativo o score subPSEC, mais 

severa é a substituição e maior é o Pdeleterious, podendo este variar de 0 a 1. 
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Essas três alterações foram testadas em grupo de 100 indivíduos controle através de 

sequenciamento pelo método de Sanger, e nenhuma delas foi encontrada nos indivíduos 

normais. 

 

3. AVALIAÇÃO DA REGIÃO CANDIDATA - CAPTURA E SEQUENCIAMENTO 

EM LARGA ESCALA: 

Para essa etapa foram selecionados quatro indivíduos da família, representando as três 

gerações que estudamos, incluindo um indivíduo não-afetado, para efeitos de comparação. Tal 

seleção baseou-se, principalmente na qualidade do DNA disponível para o experimento, 

avaliado através de eletroforese em gel de agarose e observação da integridade das bandas 

(Figura 64).  

 

 

 

 

Figura 37: Eletroforese em gel de agarose 1% para avaliação da integridade do DNA de 
pacientes e familiares. No destaque, as amostras selecionadas do indivíduo controle (A) e dos 
indivíduos afetados (B, C e D). 

 

A técnica de captura da Agilent seguida por sequenciamento Illumina caracteriza-se por 

proporcionar uma alta cobertura das regiões analisadas, assim como precisão das leituras. Em 

uma comparação entre as plataformas de sequenciamento next generation Roche 454, Illumina e 

[A] 
[B] [C] [D] 
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ABI SOLiD, Harismendy et al. (81) encontrou melhor desempenho do sistema Illumina para 

os seguintes tópicos: acurácia do sequenciamento, acurácia na detecção de variantes, taxa de 

cobertura de leitura e taxa de discrepância entre variantes identificadas.  A tabela 9 e a figura 64 

apresentam os dados técnicos do experimento realizado com as nossas amostras, 

demonstrando a alta qualidade obtida na análise. 

 

Tabela 11: Dados técnicos da avaliação do DNA de pacientes da família 1 através de captura e 
sequenciamento em larga escala. 

Dado Indivíduo I Indivíduo II Indivíduo III Indivíduo IV 

% leituras com identificação 

no genoma 
97,6874032 98,2348415 94,2208018 97,7650642 

% leituras realizadas nas duas 

direções 
99,1363580 99,2471718 99,2112579 99,1584549 

Média de cobertura 202,252445 150,561558 156,726397 121,795343 
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Figura 38: Dados de cobertura do experimento de sequenciamento em larga escala disponibilizados pelo pipeline do Genoscope. 
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Para a análise dos dados do seqüenciamento em larga escala utilizamos como filtro dos 

SNPs identificados: 

1. Presença de alteração nos indivíduos afetados e ausência no indivíduo não-afetado; 

2.  Abrangência de todo o cromossomo X; 

3. Indiferença quanto à presença nas bases de dados HapMap, 1000 genomes e 

dbSNP 132;  

4. Alterações não-sinonímias; 

5. Alta qualidade de leitura (no mínimo seis leituras de cada região); 

 

Foram identificadas 25 alterações, das quais 22 estão presentes simultaneamente nos 

três indivíduos afetados.  

Também foram realizadas análises com diferentes parâmetros, como alterações em sítio 

de splicing, alterações presentes na união dos três indivíduos afetados, ao invés da intersecção, e 

os resultados sempre foram muito similares. Para alterações de códon de parada prematuro, 

não houve nenhuma mutação encontrada. Além disso, optamos por manter a análise mais 

abrangente, utilizando o parâmetro “indiferente” para a presença nas bases de dados HapMap, 

1000 genomes e dbSNP 132, de forma a garantir que todas as alterações segregando nos 

indivíduos afetados fossem vislumbradas. 
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Tabela 12: Lista de alterações identificadas pelo seqüenciamento em larga escala do 
cromossomo X de pacientes de família detentora da região candidata 

 GENE LOCALIZAÇÃO 
CODON 

ALTERADO 

AMINOÁCIDO 

ALTERADO 

POSIÇÃO NO 

CROMOSSOMO 
RefSNP 

1 ARL13A Xq22.1 TCA/TTA S215L 100242536 rs41307262 

2 CPXCR1 Xq21.31 CGT/CAT R/H 88008807 rs5984611 

3 CPXCR1 Xq21.31 TAT/TCT Y/S 88008423 rs5940915 

4 H2BFM Xq22.2 CAG/TAG Q/* 103294760 rs2301384 

5 H2BFWT Xq22.2 CGG/TGG R/W 103267974 rs17332043 

6 HDX Xq21.1 TTT/TCT F339S 83723541 rs35161124 

7 IRS4 Xq22.3 CAT/GAT H/D 107976940 rs1801164 

8 MAGEC1 Xq27.2 ATT/ACT I/T 140994419 rs138268726 

9 MAGEC1 Xq27.2 CAG/CAC Q/H 140994066 rs140075882 

10 MAGEC1 Xq27.2 CAT/TAT H709Y 140995315 rs56256227 

11 MAGEC1 Xq27.2 CTC/GTC L443V 140994517 rs62611966 

12 MAGEC1 Xq27.2 CTT/ATT L283I 140994037 rs176045 

13 MAGEC1 Xq27.2 CTT/CCT L337P 140994200 rs57227275 

14 MAGEC1 Xq27.2 TCC/TTC S241F 140993912 rs12558365 

15 MAGEC1 Xq27.2 TCT/CCT S267P 140993989 rs77648555 

16 MAGEC1 Xq27.2 TCT/TGT S406C 140994407 rs62611965 

17 POF1B Xq21.1 ATG/TTG M/L 84563135 rs363774 

18 RPA4 Xq21.33 GCT/ACT A/T 96139406 rs2642219 

19 SPANXC Xq27.2 CTG/GTG L/V 140335742 rs60435127 

20 TGIF2LX Xq21.31 GCT/CCT A/P 89177109 rs11575111 

21 TGIF2LX Xq21.31 GTC/ATC V/I 89177673 rs2290380 

22 UBE2NL Xq27.3 TTA/TGA L/* 142967468 rs237520 

Onde A = alanina, C = cisteína, D = ácido aspártico, F = fenilalanina, H = histidina, I = 
isoleucina, K = lisina, L = leucina, M = metionina, N = asparagina, P = prolina, Q = 

glutamina, R = arginina, S = serina, T = treonina, V = valina, W = triptofano, Y = tirosina.  
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4. ANÁLISE IN SILICO DE RESULTADO DO SEQUENCIAMENTO EM LARGA 

ESCALA: 

As alterações identificadas pelo seqüenciamento em larga escala foram analisadas 

utilizando os algoritmos SIFT, Polyphen, Polyphen 2, SNPs&GO, MutPred e Panther. O 

resultado encontra-se listado na tabela a seguir (tabela 11).  
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Tabela 13: Análise in silico das alterações identificadas pelo seqüenciamento em larga escala. 

 Gene RefSNP 
Grantham 

Scale 

MutPred 

SIFT Polyphen 
Polyphen 

2 

SNPs&GO Panther 

Probability 

of 

deleterious 

mutation 

Top features effect RI subPSEC 
Pdelete

rious 

1 ARL13A rs41307262 

121 

Moderadam

ente radical 

0,249 

Gain of catalytic 

residue at S215 (P = 

0.0148) 

Loss of 

phosphorylation at 

S215 (P = 0.0149) 

Tolerado 
Possivelmente 

prejudicial 
Benigno Neutro 9 -1,67 0,21 

0,169 

Loss of 

phosphorylation at 

S89 (P = 0.0148) 

Gain of catalytic 

residue at S89 (P = 

0.0148)) 

Tolerado Benigno Benigno x x -1,67 0,21 

0,287 

Loss of sheet (P = 

0.0063) 

Gain of helix (P = 

0.0117) 

Loss of 

phosphorylation at 

S215 (P = 0.0147) 

Tolerado Benigno Benigno x x 

No Panther HMM 

hit 
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2 CPXCR1 rs5984611 
29 

Conservativo 

0,243 

Loss of MoRF 

binding (P = 0.0291) 

Loss of 

phosphorylation at 

T130 (P = 0.1187) 

Gain of sheet (P = 

0.1208) 

Tolerado 
Provavelmente 

prejudicial 

Provavelment

e prejudicial 
Neutro 3 No Panther HMM 

hit 

 

x x Tolerado 
Provavelmente 

prejudicial 

Provavelment

e prejudicial 

x x 

3 CPXCR1 rs5940915 

144 

Moderadam

ente radical 

0,15 

Gain of 

phosphorylation at 

Y3 (P = 0.0176) 

Loss of catalytic 

residue at Y3 (P = 

0.0645) 

Gain of glycosylation 

at T5 (P = 0.0838) 

Tolerado Benigno Benigno Neutro 10 
No Panther HMM 

hit 

 

x x Tolerado Benigno Benigno x x 

4 H2BFM* rs2301384 *alteração de códon de parada prematuro 

5 H2BFWT rs17332043 

101 

Moderadam

ente radical 

0,249 

Loss of disorder (P = 

0.0087) 

Loss of methylation at 

K90 (P = 0.0387) 

Deletério 
Provavelmente 

prejudicial 

Provavelmente 

prejudicial 

Neutro 1 

No Panther 

HMM hit 
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6 HDX rs35161124 

155  

Radical 

0,338 

Gain of relative solvent 

accessibility (P = 0.0104) 

Gain of phosphorylation 

at F339 (P = 0.0186) 

Loss of stability (P = 

0.0252) 

Deletério 
Possivelmente 

prejudicial 

Possivelmente 

prejudicial 
Neutro 7 

No Panther 

HMM hit 

 

0,097 

Gain of relative solvent 

accessibility (P = 0.0104) 

Gain of phosphorylation 

at F397 (P = 0.0186) 

Loss of stability (P = 

0.0252) 

Deletério 
Possivelmente 

prejudicial 

Possivelmente 

prejudicial 
x x 

No Panther 

HMM hit 

 

0,097 

Gain of relative solvent 

accessibility (P = 0.0104) 

Gain of phosphorylation 

at F397 (P = 0.0186) 

Loss of stability (P = 

0.0252) 

Deletério 
Possivelmente 

prejudicial 

Possivelmente 

prejudicial 
x x 

No Panther 

HMM hit 

 

7 IRS4 rs1801164 

81 

Moderadam

ente 

conservativo 

0,18 

Gain of helix (P = 0.0349) 

Loss of loop (P = 0.0603) 

Loss of MoRF binding (P 

= 0.0831) 

Tolerado Benigno Benigno Neutro 10 -1,60 0,19 

8 MAGEC1 rs138268726 
89 

Moderadam

0.189 

Gain of glycosylation at 

I410 (P = 0.0286) 

Loss of sheet (P = 

0.0483) 

Deletério 
Provavelmente 

prejudicial 

Não 

informado 

Neutro 10 
No Panther 

HMM hit 
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ente 

conservativo 

Gain of loop (P = 0.0502)  

9 MAGEC1 rs140075882 
40 

Conservativo 

0.062 

Loss of helix (P = 0.0558) 

Gain of loop (P = 0.069) 

Loss of solvent 

accessibility (P = 0.1144) 

Deletério Benigno Benigno Neutro 10 

No Panther 

HMM hit 

 

0.048 

Gain of catalytic residue 

at Q59 (P = 0.1255) 

Loss of helix (P = 0.1299) 

x 
Possivelmente 

prejudicial 
 - - 

0.046 

Gain of catalytic residue 

at Q58 (P = 0.1255) 

Loss of helix (P = 0.1299) 

x 
Possivelmente 

prejudicial 
 - - 

10 MAGEC1 rs56256227 

83  

Moderadam

ente 

conservativo 

0,15 

Gain of loop (P = 0.024) 

Gain of solvent 

accessibility (P = 0.0328) 

Gain of phosphorylation 

at H709 (P = 0.0401) 

Deletério 
Não 

informado 

Não 

informado 
Neutro 9 -1,40 0,16 

11 MAGEC1 rs62611966 
32  

Conservativo 
0,163 

Gain of sheet (P = 

0.0344) 

Loss of catalytic residue 

at L443 (P = 0.0716) 

Loss of loop (P = 0.0804) 

Tolerado 
Não 

informado 

Não 

informado 
Neutro 9 

No Panther 

HMM hit 

 

12 MAGEC1 rs176045 5  0,39 
Gain of sheet (P = 

0.0344) 
Tolerado Benigno Não Neutro 10 No Panther 
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Conservativo Loss of stability (P = 

0.1905) 

Loss of glycosylation at 

S278 (P = 0.1923) 

informado HMM hit 

 

0,238 

Gain of sheet (P = 

0.1208) 

Loss of glycosylation at 

S80 (P = 0.1882) 

Loss of stability (P = 

0.1905) 

- Benigno Benigno - - 

0,234 

Gain of sheet (P = 

0.1208) 

Loss of glycosylation at 

S79 (P = 0.1882) 

Loss of stability (P = 

0.1905) 

- Benigno Benigno - - 

13 MAGEC1 

rs57227275 

 

98  

Moderadam

ente 

conservativo 

 

0,214 

Gain of relative solvent 

accessibility (P = 0.0082) 

Gain of loop (P = 0.0166) 

Loss of helix (P = 0.0237) 

Tolerado Benigno 
Não 

informado 
Neutro 10 

No Panther 

HMM hit 

 

14 MAGEC1 

rs12558365 

 

155  0,2 

Loss of phosphorylation 

at S241 (P = 0.01) 

Loss of glycosylation at 

Tolerado Benigno 
Não 

informado 
Neutro 9 

No Panther 

HMM hit 
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Radical P239 (P = 0.034) 

Loss of sheet (P = 

0.1158) 

 

0,22 

Loss of sheet (P = 

0.0063) 

Loss of phosphorylation 

at S43 (P = 0.0065) 

Gain of loop (P = 0.024) 

- Benigno 
Não 

informado 
x x 

15 MAGEC1 

rs77648555 

 

74 

Moderadam

ente 

conservativo 

0,167  Tolerado Benigno 
Não 

informado 
Neutro 10 

No Panther 

HMM hit 

 

16 MAGEC1 

rs62611965 

 

112 

Moderadam

ente radical 

0,287 

Loss of glycosylation at 

S406 (P = 0.018) 

Gain of catalytic residue 

at S406 (P = 0.0488) 

Loss of phosphorylation 

at S406 (P = 0.0601) 

Deletério 
Não 

informado 

Não 

informado 
Neutro 9 

No Panther 

HMM hit 

 

17 POF1B 

rs363774 

 

15 

Conservativo 0,25 

Loss of catalytic residue 

at M349 (P = 0.046) 

Loss of phosphorylation 

at S351 (P = 0.1637) 

Loss of disorder (P = 

0.1988) 

Tolerado Benigno Benigno Neutro 10 -2,17 0,30 
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18 RPA4 

rs2642219 

 

58  

Moderadam

ente 

conservativo 

0,112 

Gain of glycosylation at 

A33 (P = 0.0136) 

Loss of ubiquitination at 

K35 (P = 0.0755) 

Gain of phosphorylation 

at A33 (P = 0.116) 

Tolerado Benigno Benigno Neutro 10 -2,46 0,36 

19 SPANXC rs60435127 
32  

Conservativo 

0.282 

Gain of MoRF binding (P 

= 0.0776) 

Loss of helix (P = 0.079) 

Loss of catalytic residue 

at L68 (P = 0.1331) 

Tolerado Benigno Benigno Neutro 10 0,07 0,12 

x x Tolerado Benigno Benigno x x 0,07 0,12 

x x Tolerado Benigno Benigno x x 0,07 0,12 

20 TGIF2LX 

rs11575111 

 

27 

Conservativo 0,133 

Gain of glycosylation at 

A9 (P = 0.0328) 

Gain of solvent 

accessibility (P = 0.3194) 

Gain of phosphorylation 

at T11 (P = 0.3347) 

Deletério 
Provavelmente 

prejudicial 

Provavelmente 

prejudicial 

Neutro 7 

No Panther 

HMM hit 

 

21 TGIF2LX rs2290380 
29  

Conservativo 0,076 

Loss of sheet (P = 

0.0228) 

Gain of loop (P = 0.024) 

Gain of relative solvent 

Tolerado Benigno Benigno Neutro 10 -0,39 0,06 
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accessibility (P = 0.025) 

22 UBE2NL* rs237520 *alteração de códon de parada prematuro 
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À partir dos resultados da análise in silico, 15 das 22 alterações foram selecionadas para 

investigação no restante da família e para a busca em grupo de indivíduos controle, considerando a 

predição de prejuízos causados pela alteração à proteína resultante de sua tradução. Os SNPs 

selecionados foram os seguintes: 

 Gene CPXCR1: rs5984611. 

 Gene H2BFM: rs2301384. 

 Gene H2BFWT: rs17332043. 

 Gene HDX: rs35161124. 

 Gene MAGEC1: rs140075882, rs138268726, rs56256227, rs62611966, rs176045, 

rs57227275, rs12558365, rs77648555, rs62611965. 

 Gene SPANXC: rs60435127 

 Gene TGIF2LX: rs11575111. 

 Gene UBE2NL: rs237520. 

 

5. BUSCA DE ALTERAÇÕES NOS DEMAIS INDIVÍDUOS DA FAMÍLIA 1 ATRAVÉS DE 

SEQUENCIAMENTO PELO MÉTODO DE SANGER: 

A análise in silico dos resultados obtidos com sequenciamento em larga escala apontou 

as alterações nos genes HDX, H2BFWT, CPXCR1, MAGEC1, H2BFM, TGIF2LX, 

SPANXC e UBE2NL como aquelas com maior possibilidade de relação com a patogenicidade 

do quadro clínico. A validação desses resultados foi realizada através de amplificação e 

sequenciamento por eletroforese capilar das regiões, de forma a confirmar os dados obtidos no 

sequenciamento em larga escala e eliminando possíveis artefatos de técnica. Além disso, o 

restante da família 1 (demais indivíduos afetados) foi avaliada para a presença das mutações. 
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Figura 39. Análise de sequenciamento que confirmou a alteração rs35161124, no gene HDX. 
No cromatograma A, observa-se a leitura de um homozigoto para a alteração, uma troca de 
uma timina por uma citosina. O cromatograma B apresenta a sequência selvagem. 

 

 

Figura 40. Análise de sequenciamento que confirmou a alteração rs5984611, no gene 
CPXCR1. No cromatograma A, observa-se a leitura de um homozigoto para a alteração, uma 
troca de uma guanina por uma adenina. O cromatograma B apresenta a sequência selvagem. 

 

[A] 

 

 

 

 

[B] 
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[B] 
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Figura 41. Análise de sequenciamento que confirmou a alteração rs56256227, no gene 
MAGEC1. No cromatograma A observa-se a leitura de um indivíduo heterozigoto para a 
alteração, a troca de uma citosina por uma timina, enquanto o cromatograma B apresenta a 
leitura de indivíduo homozigoto. 

 

Figura 42. Análise de sequenciamento que confirmou a alteração rs11575111, no gene 
TGIF2LX. No cromatograma A observa-se a leitura de indivíduo normal, enquanto em B é 
observada a leitura de indivíduo heterozigoto para a alteração, uma troca de guanina por 
citosina. 

[A] 

 

 

 

 

[B] 

 

[A] 

 

 

 

[B] 
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Figura 43. Análise de sequenciamento que confirmou a alteração rs2301384, no gene H2BFM.  
No cromatograma A observa-se a leitura de indivíduo normal, enquanto em B é observada a 
leitura de indivíduo homozigoto para a alteração, uma troca de citosina por timina, e em C se 
observa leitura de indivíduo heterozigoto. 

[A] 

 

 

 

[B] 

 

 

 

[C] 
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Figura 44. Análise de sequenciamento que confirmou a alteração rs237520, no gene 
UBE2NL.  No cromatograma A observa-se a leitura de indivíduo normal, enquanto em B é 
observada a leitura de indivíduo homozigoto para a alteração, uma troca de timina por guanina, 
e em C se observa leitura de indivíduo heterozigoto. 

 

 

Figura 45. Análise de sequenciamento que confirmou a alteração rs7764855 no gene 
MAGEC1. No cromatograma observa-se a citosina na posição onde, em indivíduos normais, 
encontra-se uma timina. 

[A] 

 

 

 

[B] 
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Figura 46. Análise de sequenciamento que confirmou a alteração rs176045 no gene 
MAGEC1. Em A observa-se o alelo selvagem, e em B observa-se a alteração, uma troca de 
citosina por adenina. 

 

 

Figura 47. Análise de sequenciamento que confirmou a alteração rs12558365 no gene 
MAGEC1. Em A observa-se o alelo selvagem, e em B observa-se a alteração, uma troca de 
citosina por timina. 

[A] 

 

 

 

 

[B] 
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Figura 48. Análise de sequenciamento que confirmou a alteração rs57227275 no gene 
MAGEC1. Em A observa-se o alelo selvagem, e em B observa-se a alteração, uma troca de 
timina por citosina. 

 

 

Figura 49. Análise de sequenciamento que confirmou a alteração rs62611965 no gene 
MAGEC1. Em A observa-se o alelo selvagem, e em B observa-se a alteração, uma troca de 
citosina por guanina. 

[A] 

 

 

 

[B] 
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[B] 
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Figura 50. Análise de sequenciamento que confirmou a alteração rs62611966 no gene 
MAGEC1. Em A observa-se o alelo selvagem, e em B observa-se a alteração, uma troca de 
citosina por guanina. 

 

 

[A] 

 

 

 

 

[B] 
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Figura 51. Análise de sequenciamento que confirmou a alteração rs138268726 no gene 
MAGEC1. Em A observa-se o alelo selvagem, e em B observa-se a alteração, uma troca de 
timina por citosina. 

 

Figura 52. Análise de sequenciamento que confirmou a alteração rs140075882 no gene 
MAGEC1. Em A observa-se o alelo selvagem, e em B observa-se a alteração, uma troca de 
guanina por citosina. 

[A] 

 

 

 

[B] 
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De todas as alterações, apenas o SNP rs17332043, identificado no gene H2BFWT , não 
foi confirmado (figura 79).  

 

 

Figura 53. Análise de sequenciamento da alteração rs173332043 no gene H2BFWT, na qual só 
foi observado o alelo selvagem. 

 

As alterações nos genes CPXCR1, HDX e H2BFM foram encontradas tanto em 

indivíduos afetados da família 1, quanto em não-afetados. Já as alterações dos genes TGIF2LX 

e UBE2NL só foram localizadas em pacientes.  

Dentre os genes, apenas o MAGEC1, o SPANXC e o UBE2NL localizam-se na região 

candidata, mais especificamente nas regiões Xq27.2 e Xq27.3, enquanto todos os outros genes 

encontram-se entre as região Xq21.1 e Xq22.3. Considerando que a sequência do gene 

MAGEC1 é extremamente repetitiva em sua extensão e que o gene SPANXC apresenta 

altíssima similaridade com os outros genes da família SPANX, achamos mais prudente 

analisarmos a sequência completa de ambos os genes, através de amplificação e 

sequenciamento por eletroforese capilar. 

Devido à alta homologia do gene SPANXC com outros membros da família SPANX, 

análises de bioinformática não permitiram a construção de sequências iniciadoras totalmente 



 

150 resultados 

 

específicas, portanto o máximo de especificidade obtida resultou na amplificação do gene 

SPANXC e do gene SPANXD. Para poder separar os alelos dos genes e determinar se a 

alteração identificada pelo sequenciamento realmente pertencia ao gene SPANXC, e não a 

outro membro da família SPANX, tendo sido atribuída erroneamente ao gene SPANXC 

devido ao mapeamento de sequências com alta identidade, os produtos de PCR foram 

clonados em vetores pGEM®T Easy (Promega) e inseridos em E. coli para seleção dos clones 

recombinantes e seu sequenciamento pela técnica de Sanger com primers específicos do vetor 

(SP6 e T7). Este procedimento foi realizado para todos os indivíduos afetados e portadores do 

haplótipo. A análise das sequências dos clones evidenciou que os indivíduos analisados desta 

família não possuem uma cópia do gene SPANXC, mas um gene híbrido SPANXD/C e a 

cópia completa do gene SPANXD. O alelo GTG foi identificado em todas as sequencias 

analisadas do gene SPANXD, enquanto o alelo CTG foi identificado em todas as sequencias 

do gene SPANXD/C. Estes alelos fazem parte da sequencia selvagem destes genes. Portanto, 

a alteração CTG/GTG identificada no gene SPANXC trata-se na verdade de um erro de 

mapeamento das reads geradas pelo sequenciamento de segunda geração. 

No caso do gene MAGEC1, devido ao grande número de alterações encontradas no 

sequenciamento em larga escala, mais especificamente nove, iniciadores foram construídos 

para toda a região codificante do gene e todas as nove alterações foram confirmadas em 

indivíduos afetados.  

Todas as alterações identificadas estão descritas em bases de dados de SNPs, que 

forneceram dados de frequência dos alelos descritos nas populações testadas. Observa-se que 

as alterações rs12558365, rs77648555 e rs176045 estão presentes em uma frequência muito 

mais alta na população testada, quando comparadas às demais alterações. Se essas informações 

forem cruzadas com os resultados da análise in silico, nota-se que a maioria dos SNPs mais 

raros foram avaliados pelos algoritmos como mais deletérios, ou seja, com maior possibilidade 

de ação patogênica.  
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Uma análise posterior, com leitura de todos os reads gerados pelo sequenciamento, 

apontou uma deleção de três pares de base no gene SPANXN4 (figura 54), localizado na 

região Xq27.3. A deleção está presente nos três indivíduos afetados (figuras 56, 57 e 58) e 

ausente no indivíduo não-afetado (figura 55), como ilustra a figura abaixo. 

 

Figura 54. Análise de sequenciamento através de visualização dos reads gerados aponta deleção 
no gene SPANXN4, no destaque, em vermelho. 

 

É interessante observar que o indivíduo C, do sexo feminino e afetado, apresenta 

menos cópias da deleção do que os indivíduos afetados do sexo masculino, que só possuem 

um cromossomo X.  
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Figura 55. Alinhamento dos reads obtidos do indivíduo A, não-afetado, na região do gene 
SPANXN4. No destaque, o local da deleção. 

Figura 56. Alinhamento dos reads obtidos do indivíduo B, afetado do sexo masculino, na 
região do gene SPANXN4. No destaque, o local da deleção. 
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Figura 57. Alinhamento dos reads obtidos do indivíduo C, afetado do sexo feminino, na região 
do gene SPANXN4. No destaque, o local da deleção. 
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Figura 58. Alinhamento dos reads obtidos do indivíduo D, afetado do sexo masculino, na 
região do gene SPANXN4. No destaque, o local da deleção 

6. BUSCA DE ALTERAÇÕES ESTRUTURAIS ATRAVÉS DA TÉCNICA DE 

SNPARRAY: 

Pacientes contendo o haplótipo para a região candidata Xq27.1-27.3 foram submetidos 

a analise de microarray. As etapas de digestão, ligação dos adaptadores e PCR foram realizadas 

com sucesso como pode ser visualizado no gel abaixo que mostra o padrão de amplificação 

dos fragmentos genômicos entre 2000 e 150pb (Figura 59).  

 

 

Figura 59. Visualização dos produtos de PCR em gel de agarose 2%. Amostras 1 a 7, em 
seguida o branco (três canaletas), amostras aleatórias. M é o marcador de peso molecular de 
100pb.  

 

Em seguida foram realizadas as etapas de purificação com beads magnéticas, 

quantificação e fragmentação do material amplificado. Pode ser vizualizado o sucesso das 

1       2      3      4      5       6      7          branco                                           M 

- 2000pb 

 

 

- 1000pb 

 

 

- 500pb 
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etapas, com exceção da primeira canaleta, pois todas as amostras apresentam o padrão de 

fragmentos entre 125 e 25pb (Figura 60). Por fim foram realizadas as etapas de marcação, 

hibridação, lavagem e escaneamento dos SNParrays.  

A análise dos SNParrays dos indivíduos afetados, utilizando o programa Chromosome 

Analysis Suite, foi realizada para alterações de alta resolução, e não identificou grandes eventos 

de deleção ou ganhos no cromossomo X (figuras 61, 62 e 63), como o esperado.  

O foco deste experimento era a região candidata, mais especificamente a região 

cromossômica contendo os genes SPANXC, MAGEC1 e UBE2NL. A análise com o mesmo 

software, mas desta vez focando a região candidata em questão, mostra resultados similares 

quando comparada ao quadro geral (figuras 64, 65 e 66). 

 

 

Figura 60. Visualização dos produtos da fragmentação em gel de agarose 2%. Amostras 1 a 7.  
M é o marcador de peso molecular 50bp. 

1        2       3       4       5       6       7       M 
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O programa de análise de dados apontou algumas alterações em outros cromossomos 

que foram avaliadas quanto à patogenicidade e a presença em bancos de dados, não tendo sido 

identificada nenhuma alteração inédita com potencial patogênico. 

Um exemplo deste tipo de alteração, no caso um ganho no braço longo do 

cromossomo 17 em 17q21.31 pode ser visualizado na figura 67. 
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Figura 61. Panorama geral do Cromossomo X de uma mulher portadora do haplótipo. 
Observar a distribuição homogênea dos spots ao longo de todo cromossomo (a linha se 
mantém praticamente no valor 2, demonstrando a presença de duas cópias). 

 

Figura 62. Panorama geral do Cromossomo X de um homem portador do haplótipo. 
Observar a distribuição homogênea dos spots ao longo de todo cromossomo (a linha se 
mantém praticamente no valor 1, demonstrando a presença de uma cópia). 
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Figura 63. Panorama geral do Cromossomo X de um homem portador do haplótipo. 
Observar a distribuição homogênea dos spots ao longo de todo cromossomo, já que a linha 
se mantém praticamente no valor 1, demonstrando a presença de uma cópia. 
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Figura 64.  Panorama da região candidata Xq27.1-q27.3  de um homem portador do 
haplótipo. Observar a distribuição homogênea dos spots ao longo de todo cromossomo, 
com a linha se mantendo praticamente no valor 1, demonstrando a presença de uma cópia. 
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Figura 65. Panorama da região candidata Xq27.1-q27.3  de uma mulher portadora do 
haplótipo. Observar a distribuição homogênea dos spots ao longo de todo cromossomo, 
com a linha se mantendo praticamente no valor 2, demonstrando a presença de duas cópias. 
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Figura 66. Panorama da região candidata Xq27.1-q27.3  de um homem portador do 
haplótipo. Observar a distribuição homogênea dos spots ao longo de todo cromossomo, 
com a linha se mantendo praticamente no valor 1, demonstrando a presença de uma cópia. 
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Figura 67. Análise de alta resolução da região cromossômica 17q21.31 do indivíduo III-4  
da família 1. Notar as barras em azul e vermelho que representam variações no número de 
cópias já descritas em bancos de dados e não associadas a quadros patológicos. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V.  
DISCUSSÃO 



 

164 resultados 

 

 

  



 

165 resultados 

 

1. TRIAGEM DE MUTAÇÕES EM PACIENTES ESPORÁDICOS E PEQUENAS 

FAMÍLIAS: 

 

1.1. O gene SRPX2: 

O gene SRPX2 (sushi-repeat containing protein, X-linked 2) localiza-se na região Xq22.1 e é 

composto por 11 exons. Ele codifica uma proteína de 465 aminoácidos e é expresso, 

predominantemente, no cérebro, placenta e tecido vascular (82). Sua proteína é composta por 

uma sequência sinalizadora, seguida de três domínios sushi-repeat e um domínio hyalin-repeat 

(Figura 68).  Os domínios sushi-repeat estão presentes em uma série de proteínas envolvidas em 

processos de adesão celular. Já a função do domínio hyalin-repeat ainda não foi elucidada, mas 

alguns trabalhos demonstram seu envolvimento também com processos de adesão celular (83). 

Em análise evolutiva, o gene SRPX2 foi inserido em uma família composta de cinco 

genes: SRPX2, SRPX, SELP (selectin P precursor), SELE (selectin E precursor) e SVEP1 (selectin-like 

protein). Outra família de proteínas, a das seletinas, também apresenta domínios sushi-repeat e são 

evolutivamente similares ao SRPX2. As seletinas estão relacionadas a processos de migração de 

leucócitos, fixação e rotação celular (84). 

O gene SRPX2 foi identificado em 1999 por Kurosawa et al., em estudos de leucemia 

aguda em células leucêmicas pró-B, e foi inicialmente denominado gene SRPUL. Em 2006, 

Roll et al. (52) encontraram duas mutações neste gene, uma delas em pacientes com crises 

rolândicas associadas com dispraxia oral e de fala, além de retardo mental; e a outra mutação 

foi descrita em um paciente com polimicrogiria perisylviana bilateral, assim como em sua mãe 

e uma tia, ambas não-afetadas. Em 2009, Tanaka et al. (84) detectaram uma alta expressão do 

gene em células de tumor gástrico e demonstraram sua atuação no aumento da mobilidade e da 

fixação celular. Já em 2010, Roll et al (85) demonstraram a interação da proteína SRPX2 com o 

receptor de ativador de plasminogênio uPAR (urokinase plasminogen activator receptor), e 
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descreveram o papel da proteína FOXP2 na regulação da atividade de ambas proteínas, sendo 

que mutações no gene FOXP2, que causam a perda de sua função, estão relacionadas a graves 

distúrbios de fala e linguagem. O complexo uPAR regula a proteólise extracelular, a ativação 

das integrinas e sinalização celular. Ainda em 2010, em um trabalho com angiogênese induzida 

em células endoteliais, Miljkovic-Licina et al. (83) detectaram sua expressão em tecido vascular 

em formação e relacionaram-no à regulação da migração celular e formação de novos vasos. E 

ainda demonstraram a interação da proteína SRPX2 com a uPAR vascular, durante a 

angiogênese, a qual atua facilitando a migração de células endoteliais em proliferação. Mais 

recentemente, Tanaka et al. (86) publicaram um novo trabalho demonstrando que a proteína 

SRPX2 é um proteoglicano, abrindo um novo patamar de possibilidades funcionais para a 

mesma, inclusive pelo fato de ser secretada, aumentando a adesão de células cultivadas in vitro. 

Em todos os trabalhos citados menciona-se a atuação da proteína SRPX2 em processos de 

mobilidade celular, o que remete à fase de migração neuronal durante o desenvolvimento do 

córtex cerebral. 

 

 

Figura 68: Representação gráfica da estrutura da proteína SRPX2, modificado de Tanaka et al. 
(86). SP = signal peptide (peptídeo sinal) 
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O estudo de mutações no gene SRPX2 revelou duas alterações:  

a. Um SNP já reportado, o refSNP ID rs1343213; 

b. Uma troca de adenina para citosina, c.1095+8C>A; 

O SNP rs1343213 já está descrito em base de dados de SNPs, localiza-se na região 

5’UTR e não há nenhum relato de relação com fenótipo anormal ou alteração na expressão ou 

produto gênico..  

A transversão de adenina para citosina g.99922411C>A foi identificada em um 

indivíduo do sexo masculino com polimicrogiria perisylviana parietal posterior e ocorre na 7ª 

base do intron 9-10. Apesar da proximidade da alteração com o sítio de splicing, estudos têm 

demonstrado que a base presente nessa posição da sequência não apresenta grande relevância 

para o processo de remoção do intron (87, 88). Portanto, a possibilidade de uma relação direta 

entre tal alteração e o quadro clínico do paciente é muito pequena. 

De acordo com a base de dados Unigene (82), o SRPX2 é expresso em diversos tecidos, 

entre eles a derme, da qual o RNA poderia ser extraído e analisado através de PCR em Tempo 

Real utilizando sondas específicas e comparando com indivíduos controle. Esse material 

também poderia ser submetido à análise de western Blot para detecção e quantificação da 

proteína SRPX2. Estes dois ensaios seriam de grande valia para testar se a alteração influencia 

nas quantidades de RNA mensageiro e proteína. Outro experimento interessante seria o ensaio 

da luciferase, que consiste na clonagem da região com a inserção em um vetor para a expressão 

deste gene, concomitantemente, é também clonada a região selvagem (sem inserção) no 

mesmo vetor. Em seguida, são comparadas as intensidades de expressão do gene da luciferase, 

sendo quantificada desta forma a influência de regiões controladoras normais ou com 

mutações sobre a expressão gênica. 
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1.2. O gene AFF2: 

O gene AFF2/FMR2 localiza-se na região cromossômica Xq28 e seus cinco transcritos 

produzem cinco diferentes proteínas, a principal delas com 1311 aminoácidos. Sua expressão 

ocorre predominantemente em sangue, cérebro e linfonodos, além de placenta e tecido 

embrionário. Ele pertence à família AFF, que reúne o genes AFF1/AF4 (ALL1-fused gene from 

chromosome 4), AFF2/FMR2 (fragile X mental retardation 2), AFF3/LAF4 (lymphoid nuclear protein 

related to AF4) e AFF4/AF5q31 (ALL1-fused gene from 5q31), este ultimo também chamado de 

MCEF (major CDK9 elongation factor-associated protein) (91).  

Entre as funções descritas para esse gene consta a regulação da transcrição e de splicing 

alternativo. Uma expansão do codon CCG de cerca de 200 repetições localizada na região 5’ 

não traduzida deste gene é responsável pelo seu silenciamento, que resulta numa forma branda 

a limítrofe de deficiência intelectual não-sindrômica, o retardo mental FRAXE. Estes dados, 

junto a resultados de experimentos in vivo indicam que a proteína AFF2/FMR2 teria uma 

função relacionada à plasticidade sináptica (92, 91). Considerando que o correto 

estabelecimento de conexões sinápticas acertadas é um dos principais eventos durante a fase de 

organização cortical, o gene AFF2, localizado próximo à região candidata identificado por 

nosso grupo, tornou-se um forte candidato em nossas análises de casos esporádicos. 

 A triagem de mutações no gene AFF2, apesar de trabalhosa devido à sua extensão, 

somente revelou duas alterações: 

a) O SNP rs16994895 no intron 15; 

b) A alteração c.2400C>A, no exon 11. 

O polimorfismo rs16994895 localiza-se na 42ª base do intron 15, sua descrição na base 

de dados do NCBI não o relaciona a nenhuma condição patogênica e, considerando a sua 

distância do exon mais próximo, a probabilidade de essa alteração estar ligada a alguma 

modificação na expressão do gene ou até ao quadro clínico é muito baixa.  
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Já a alteração c.2400C>A não é descrita e resulta na troca de uma asparagina por uma 

lisina. O fato de a alteração ser de sentido trocado (missense), ou seja, de resultar em troca de 

aminoácido, possibilitou sua avaliação utilizando diferentes ferramentas de bioinformática. 

Tanto as avaliações baseadas em informações evolutivas, como é o caso do SIFT e do Panther, 

assim como softwares que utilizam parâmetros estruturais e funcionais, MutPred, Polyphen 2 e 

SNPs&GO, indicaram uma possibilidade baixa a média da substituição de aminoácido causar 

prejuízos à função proteica. A resposta que mais fornece suporte a hipótese patogênica veio da 

Grantham Scale, que classificou a alteração em “moderadamente radical”. Nesse caso, a 

comparação baseia-se nas características moleculares dos aminoácidos em questão e necessita 

ser também analisada por ferramentas que levem em conta a estrutura tridimensional da 

proteína. A mesma alteração está ausente em material genético proveniente de um grupo 

controle composto de mais de 100 indivíduos, corroborando a hipótese de que tal gene pode 

ter um papel na etiologia da PMG neste paciente.  

 

1.3. Os genes SLITRK2 E SLITRK4: 

As proteínas da família SLITRK são apresentadas, na literatura, como proteínas de 

membrana que têm como característica a presença de domínios LRR (leucine rich repeats) em sua 

estrutura, pertencendo à superfamília de proteínas LRR (94, 95). Os dois membros dessa 

família SLITRK2 e SLITRK4 se caracterizam por apresentar dois domínios LRR na região N-

terminal, além de uma região C-terminal similar aos receptores de neurotrofina. Ambos os 

genes localizam-se na região cromossômica Xq27.3. O gene SLITRK2 é predominantemente 

expresso no cérebro e no ouvido, enquanto o SLITRK4 é expresso no cérebro, traqueia e 

tecido renal.  

Estudos funcionais dos membros da família SLITRK indicam sua atuação no processo 

de modulação da proliferação de neuritos, de sobrevivência neuronal e no estabelecimento de 
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sinapses. Além disso, diferentes trabalhos têm demonstrado relação dos genes desta família 

com distúrbios psiquiátricos, sendo o SLITRK2 associado a casos de esquizofrenia (95). 

Apesar dos indicativos funcionais e de localização tornarem estes genes candidatos 

extremamente interessantes para este estudo, a análise do gene SLITRK2 identificou apenas 

SNPs silenciosos e já descritos como não associados a quadro patológicos, como rs2748588 

T>C, rs2748589 C>T, rs2748589 T>C e g.144905816T>C. Estes SNPs, por não resultarem 

em troca do aminoácido traduzido ou alteração de função do codon, não possuem potencial 

patogênico. Em relação ao gene SLITRK4, o seqüenciamento pelo método de Sanger apontou 

que os padrões diferenciados obtidos no DHPLC eram causados por artefatos da técnica, não 

tendo sido detectadas variantes na sequência nucleotídica.  

 

1.4. Os Genes de Microtúbulo: 

Defeitos genéticos que resultam em falhas na fase de migração do desenvolvimento do 

córtex cerebral são uma das maiores causas de disgenesia cortical e destacam o papel do 

citoesqueleto neste processo. Reforçando esse aspecto, genes de microtúbulo ou associados a 

ele têm sido relacionados a causas de malformações corticais. Um destes exemplos é a FLNA, 

uma proteína que se liga à actina e atua na remodelagem do citoesqueleto, um dos processos 

intracelulares que promovem sua migração. Mutações no gene da FLNA resultam em nódulos 

de neurônios diferenciados em torno da zona ventricular, uma malformação cortical 

denominada heterotopia nodular periventricular. Além disso, os genes DCX e LIS1, cujas 

funções também estão estreitamente relacionadas a microtúbulos, são associados a distúrbios 

de migração neuronal. Consequentemente, as subunidades de microtúbulo das famílias de alfa 

e beta-tubulinas foram estudadas em pacientes com um grande espectro de malformações 

corticais, tendo mutações identificadas em quadros clínicos que indicam falhas na fase de 

migração neuronal, inclusive nos casos de polimicrogiria, uma desordem que é geralmente 

relacionada a falhas na fase de organização. A presença de heterotopia radial colunar na massa 
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branca, blocos de neurônios heterotópicos em ambos hemisférios e heterotopia cerebelar em 

um feto com polimicrogiria relacionada ao gene TUBB2B apontam para erros de migração 

neuronal. E considerando que o início da organização neuronal coincide com o final da 

migração no processo de desenvolvimento cortical, deve-se considerar que alguns quadros de 

polimicrogiria possam resultar de falhas no processo tardio de migração.  

O gene TUBA1A é um dos representantes da família de Alfa-tubulinas, uma das seis 

famílias que compõem a superfamília Tubulina. Ele está localizado na região cromossômica 

12q13, possui quatro exons e codifica uma proteína de 451 aminoácidos. Juntamente com as 

beta-tubulinas, as alfa-tubulinas são os principais componentes do microtúbulo, enquanto as 

gama-tubulinas tem sua função mais expressiva na concepção destas estruturas. As delta e 

épsilon-tubulinas não estão presentes em todos os seres eucariotos e as zeta-tubulinas são 

proteínas exclusivas de protozoários. 

As alfa e beta tubulinas formam um dímero que constitui a principal subunidade dos 

microtúbulos, estando presentes no citoesqueleto de todos os organismos eucariotos e, por 

isso, são sequências altamente conservadas. Devido à sua atuação em uma estrutura tão 

essencial como o citoesqueleto, o gene TUBA1A é altamente expresso em todos os tecidos do 

corpo humano. 

A triagem de mutações no gene TUBA1A identificou cinco alterações sinonímias 

(tabela 8), ou seja, não resultam em troca de aminoácido no produto proteico, portanto há 

poucas chances de uma influência destas alterações na proteína. Alterações sinonímias podem 

originar sítios de splicing alternativos, mas esse tipo de evento é extremamente difícil de ser 

previsto e exige estudos de expressão gênica. No entanto, pelo fato das alterações já terem sido 

descritas anteriormente, e sem relação com fenótipo alterado, a possibilidade de relação com o 

quadro clínico de nossos pacientes é remota. 
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Figura 69. Estrutura de dímero alfa/beta-tubulina, modificado de Nogales et al. (96). 

 

Apesar desses resultados, o histórico recente de genética de malformações corticais tem 

citado o gene TUBA1A, além de outros genes de microtúbulo, com certa frequência (30, 34, 

35, 97).  

Um segundo representante da família de alfatubulinas, o gene TUBA8, localizado na 

região 22q11, apresenta quatro produtos proteicos, sendo o principal deles uma proteína de 

449 aminoácidos (98).  Ao contrário do gene TUBA1A, o gene TUBA8 é expresso em poucos 

tecidos, entre eles cérebro, coração e , principalmente, músculo estriado esquelético (99). 

A análise desse gene só identificou uma alteração, uma substituição de uma citosina por 

uma timina designada como rs2234332 em dois pacientes esporádicos, que não resulta em 

troca de aminoácido, ou seja, é silenciosa. 

O representante da família de proteínas beta-tubulinas gene TUBB2B está localizado na 

região 6p25 do genoma humano e codifica uma proteína de 445 aminoácidos. Nele foi 

identificada uma única alteração, a deleção rs67130760, encontrada em seis pacientes 

esporádicos e um paciente de uma pequena família. O SNP localiza-se na porção 3’UTR não-
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codificante do exon 6, portanto a possibilidade de tratar-se de uma alteração patogênica é 

baixa. Além disso, a variante está depositada em banco de dados e está presente em indivíduos 

normais. 

 

1.5. O gene WDR62: 

O gene WDR62 localiza-se na região cromossômica 19q13, possui 36 exons e produz 

cinco diferentes transcritos que resultam em cinco proteínas de tamanhos que variam entre 

414 e 1523 aminoácidos. De acordo com o site UniGene (82), ele é expresso em vários tecidos 

do corpo humano, mas com destaque para testículos e linfonodos. Apesar dos vários estudos 

publicados recentemente relacionando esse gene a malformações do córtex cerebral, sua exata 

função ainda é desconhecida e, devido a esses relatos, cada vez mais se associa o WDR62 ao 

processo de desenvolvimento do córtex cerebral. Nos últimos dois anos, seis trabalhos 

relatam uma relação desse gene com quadros clínicos de microcefalia associada a disfunções 

cardíacas, retardo mental e outros tipos de malformação cortical (100, 101, 102, 103, 104, 38), 

o que fez desse gene um alvo interessante para nosso estudo. 

A triagem de mutações deste extenso gene revelou 12 alterações já descritas em bases 

de dados (tabela 9), das quais nove estão localizadas em porções intrônicas, distante dos exons e 

com poucas possibilidades de possuírem caráter patogênico. Uma das alterações é sinonímia, 

ou seja, não resulta em troca de aminoácido no produto protéico. Duas delas causam troca de 

aminoácido, o que possibilitou a avaliação in silico. E a última alteração ocorre no sítio de splicing 

do exon 16, podendo repercutir na expressão de dois dos seus cinco transcritos. No entanto, a 

presença do alelo em indivíduos normais, como pode ser visualizada na base de dados do 

NCBI, praticamente exclui o potencial patogênico desta alteração.  

A análise in silico dos SNPs rs147021603 e rs2074435 foi realizada para todos os 

transcritos nos quais elas poderiam constar e apontou baixa severidade em todas as trocas de 

aminoácidos avaliadas. Já a classificação do Grantham Scale apontou uma possibilidade 
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moderada de prejuízos à proteína. Como já comentado antes, essa classificação baseia-se 

exclusivamente nas características dos aminácidos em questão, ignorando a estrutura ou função 

protéica, portanto optou-se por considerar esse resultado apenas quando apoiado pelas outras 

ferramentas. Além disso, a presença das mesmas em bases de dados do NCBI, descritas em 

indivíduos normais, diminui em muito a probabilidade de patogenecidade destas variações.  

 De todas as alterações encontradas nesta triagem de mutações, uma apresentou 

potencial patogênico e necessita de avaliação mais profunda (tabela 14). Para tal, as próximas 

ações devem se concentrar em estudos funcionais e de efeitos na expressão do respectivo gene. 

 

 
Tabela 14: Alteração com maior potencial patogênico identificada neste estudo. 

Alteração Gene Característica Próximos passos 

c.2400C>A AFF2 
Substituição de 

asparagina por lisina 

Avaliar presença de 

alteração em pais e irmãos 

Estudo funcional através 

de western blot 

 

 

2. ANÁLISE DA REGIÃO Xq27.1-27.3: 

No ano de 1977 a revista Proceedings of the National Academy of Sciences publicou dois 

artigos extremamente relevantes para a genômica: em fevereiro daquele ano Allan Maxam e 

Walter Gilbert relataram um método de sequenciamento de DNA utilizando moléculas 

marcadas radioativamente e sua separação por eletroforese (105) e, em dezembro do mesmo 

ano, Frederick Sanger com os colegas Nicklen e Coulson apresentaram seu método de 

sequenciamento de DNA com dideoxinucleotídeos terminadores de cadeia marcados (75). 
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Esse último método, menos prejudicial à saúde humana, foi aprimorado e refinado, de forma a 

disseminar-se entre os vários projetos de genética ao redor do mundo, tornando-se parte 

importante da pesquisa básica, aplicada e clínica até os dias atuais. 

Após um período de 26 anos, em 2003, foi lançado comercialmente o primeiro método 

de sequenciamento em larga escala, ou next generation sequencing (NGS), como são conhecidas as 

técnicas de sequenciamento massivo, o processo massivo de sequenciamento paralelo de 

moléculas de DNA únicas ou amplificadas clonalmente que são separadas espacialmente e, 

depois alinhadas. Esse aparato tecnológico aumentou em várias grandezas a capacidade de 

geração de sequencias e diminuiu drasticamente o tempo de obtenção de pacotes de dados do 

tamanho de um genoma inteiro de um organismo. Como base de comparação, o genoma 

humano, resultado de um grande consórcio com vários grupos de pesquisa envolvidos, 

demorou 13 anos para ser enfim obtido. Atualmente, através de apenas um experimento, é 

possível obter o mesmos montante de informação em cerca de dois ou três dias. Esse avanço 

revolucionou o campo da genômica, aumentando consideravelmente a eficiência da pesquisa, e 

trouxe consigo novos desafios para a bioinformática, que agora precisa resolver as questões de 

armazenamento e análise dessa enorme quantidade de dados produzidos pela biologia 

molecular (76, 77). 

A utilização do sequenciamento em larga escala (NGS), dependendo do objetivo do 

estudo, pode ser uma estratégia exagerada e resultar em um pacote de informações muito 

maior do que o necessário para um projeto ou temática. Como solução para essa questão, as 

técnicas de captura e enriquecimento desenvolveram-se junto à next generation sequencing 

technology, possibilitando selecionar e direcionar o sequenciamento, economizando esforços e 

facilitando a análise dos resultados. Como uma evolução de técnicas como o PCR Multiplex e o 

PCR Nested, que utilizam sequencias iniciadoras diferentes em uma mesma reação para seleção 

de regiões do genoma, a tecnologia de captura por hibridização faz uso de bibliotecas de RNA 

e beads magnéticas para escolher e preparar as partes do DNA de interesse, que serão então 

submetidas ao sequenciamento em larga escala. Os kits disponíveis atualmente apresentam-se 
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em solução ou utilizando arrays para a captura do DNA e permitem a seleção de regiões 

codificantes de todo genoma, o chamado exoma, de cromossomos específicos, microRNAs, 

entre outras abordagens, desenvolvidas de acordo com a demanda dos pesquisadores. Isso 

poupa ao geneticista todo o trabalho de pesquisa da região de interesse, desenho e síntese de 

primers, além das múltiplas reações de amplificação, sequenciamento e análise de DNA, 

tornando o processo mais rápido e econômico (78, 106).  

As principais tecnologias de NGS presentes no mercado atualmente são a Roche 454®, 

Illumina/Solexa® e SOLiD® da Applied Biosystems. Em um estudo de Harismendy et al. (81) é 

realizada uma comparação entre as três tecnologias, a acurácia na obtenção das sequências e de 

variantes. A plataforma Illumina obteve os melhores resultados na identificação de SNPs, o 

que favorece o nosso estudo, que adotou tal plataforma. Outros parâmetros foram avaliados e 

comparados com a técnica de Sanger e em todos eles as plataformas de NGS apresentaram 

taxas de erro baixas. Um fator considerado extremamente importante e delicado para a 

qualidade do experimento, que é a cobertura da região não foi responsável pelos erros, os quais 

foram relacionados principalmente a características das regiões estudadas, como a presença de 

elementos repetitivos, uma região de homopolímeros maior que seis bases, repetições simples 

ou a presença de uma deleção maior que 30pb.  

A presença de repetições tem sido um dos maiores desafios das técnicas de 

sequenciamento em larga escala e das ferramentas de análise desenvolvidas para a técnica, 

principalmente no caso da genética humana, já que cerca de 50% do nosso genoma consiste 

em repetições (107). As repetições melhor caracterizadas do genoma humano costumam ser 

separadas em dois grupos: repetições curtas em tandem ou microssatélites e repetições longas 

intercaladas, chamadas de SINEs (elementos nucleares curtos intercalados) e LINEs 

(elementos nucleares longos intercalados). A classe de microssatélites é formada por repetições 

de DNA em tandem com extensão de dois a dez pares de base, enquanto minissatélites 

apresentam de dez a 60pb de comprimento e satélites possuem mais de 100pb. Na figura 95, 

modificada de Treangen & Salzberg (107), a tabela (a) lista os diferentes tipos de repetições 
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A qualidade dos dados nos possibilitou realizar uma seleção criteriosa das alterações a 

serem avaliadas mais profundamente, que resultou num total de 15 alterações mais 

potencialmente patogênicas, pois estão na intersecção entre os grupos de alterações 

encontradas em todos os indivíduos, estão presentes nos três indivíduos afetados e ausentes no 

indivíduo não-afetado e não são silenciosas. A análise in silico foi realizada apenas para as 

alterações de substituição de aminoácido e dela saíram as alterações 2, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 

13, 14, 15, 16, 20 e 22 (de acordo com a tabela 5) para validação e avaliação quanto à sua 

presença nos demais indivíduos afetados da família.  

Todas as 22 alterações avaliadas in silico encontram-se distribuídas em 13 genes, o que 

possibilitou a seleção de 15 destas para confirmação nos demais indivíduos da família. Estas 15 

variantes estão localizadas em oito genes, no entanto, apenas três deles localizam-se na região 

candidata alvo: MAGEC1, SPANXC e UBE2NL.  

 

Tabela 15: Dados técnicos do sequenciamento em larga escala para o material genético de 
cada indivíduo avaliado. 

Dado 
Taxa 

confiável 
Indivíduo I Indivíduo II Indivíduo III Indivíduo IV 

% leituras com 

identificação 

no genoma 

>77% 97,6874032 98,2348415 94,2208018 97,7650642 

% leituras 

realizadas nas 

duas direções 

~100% 99,1363580 99,2471718 99,2112579 99,1584549 

Média de 

cobertura 
>20 202,252445 150,561558 156,726397 121,795343 
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Figura 71: Lista de tipos de repetições presentes no genoma humano [a] e as porcentagens de 
cada cromossomo constituídas por tais repetições [b], modificado de Treangen & Salzberg 
(105). 

 

 

2.1. O gene MAGEC1: 

Nove das 15 alterações selecionadas pela avaliação in silico estão concentradas no gene 

MAGEC1, duas delas não haviam sido descritas até então, mas no momento da elaboração 

desta tese, ambas foram identificadas em bancos de dados de SNP como rs138268726 e 

rs140075882. Esse gene codifica uma proteína putativa de 1142 aminoácidos, um membro da 

família de antígenos tumor-específico MAGE. É também conhecido como o antígeno CT7 
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(108, 109), o qual é predominantemente expresso em células tumorais e vastamente estudado 

como alvo para vacinas e drogas de combate ao mieloma. A função das proteínas pertencentes 

a essa família ainda é desconhecida, mas alguns estudos in vitro têm encontrado evidências de 

sua interferência na apoptose mediada por p53, promovendo proliferação celular (110, 111, 

112). Ambas as alterações, que até então era inéditas, foram encontradas em estudos de 

população, em uma taxa de cerca de 6% dos alelos, dos quais apenas 1 a 1,8% são 

homozigotos. Além destas duas, outras quatro alterações estão descritas na população em 

baixas frequências, sendo que a maioria destas alterações pouco frequentes apresentou 

potencial mais deletério na análise in silico. Considerando a grande quantidade de alterações 

encontradas nesse gene e confirmadas para outros indivíduos da família, levantamos a hipótese 

de uma atuação complexa dos mesmos sobre o quadro clínico apresentado pelos pacientes, ou 

seja, a “soma” desses SNPs raros levaria a uma proteína MAGEC1 não funcional resultando 

em PPB para esta família. Para avaliar mais profundamente essa hipótese, seria necessária a 

genotipagem de controles para busca destes SNPs em nossa população e confirmação 

estatística da hipótese. 

 

2.2. O gene SPANXC: 

Um dos genes localizado na região candidata é o SPANXC, descrito em 1999 por 

Zendman et al. (113) como CTp11, pertencente à família de genes SPANX, cujos estudos de 

expressão têm indicado sua atuação no processo de desenvolvimento de células do esperma 

(114). O SPANXC codifica um precursor proteico nuclear de 97 aminoácidos, cuja expressão 

foi detectada em células de melanoma, preferencialmente as células primárias, sendo, por isso, 

frequentemente relacionado ao gene MAGEC1 (115). Uma possível função ligada a 

desenvolvimento e/ou divisão celular tornou esse gene um interessante alvo para nosso 

estudo, assim como o MAGEC1. Um alinhamento dos genes da família SPANX indica uma 

grande similaridade entre suas sequências, o que pode ter influenciado os resultados do 

sequenciamento em larga escala. Ao avaliar os dados técnicos, observamos que a região do 
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SPANX apresentava algumas falhas de leitura. Para determinar se a alteração mapeada 

provinha realmente de SPANXC e não de um erro de mapeamento, realizamos a clonagem do 

mesmo para a separação dos alelos. A análise dos produtos da clonagem mostrou que os 

indivíduos da família 1, na verdade não possuem a cópia completa do gene SPANXC, estando 

o mesmo fusionado com parte do SPANXD. Além disso, a análise dos produtos de 

amplificação demonstrou que a alteração foi devido a um erro de mapeamento, já que a 

variante GTG pertence ao gene SPANXD, enquanto a variante CTG foi identificada no gene 

fusionado. É importante salientar que a presença de genes híbridos já foi descrita para a família 

SPANX, alguns indivíduos chegam até mesmo a não possuir cópias de determinados genes 

desta família que são substituídos por outros. Esse cenário provavelmente é consequência de 

duplicações segmentais e recombinações não homólogas, causadas pela grande identidade das 

sequencias (116, 117, 118). Os indivíduos com ausência de SPANXC descritos na literatura 

não possuem nenhuma síndrome ou anormalidade neurológica. Esses dados em conjunto com 

a ausência de expressão do gene SPANXC no sistema nervoso central, tornam o mesmo um 

candidato pouco provável a estar envolvido com a etiologia da PPB na família 1. 

A família de genes SPANX, da qual também faz parte o gene já discutido SPANXC, 

codifica proteínas de baixo peso molecular, entre 15 – 20KDa. O cluster SPANX, no 

cromossomo X, é constituído por cinco genes, localizados na região Xq26.3-q27-3, cujas 

sequências são altamente similares entre si. A subfamília SPANX-N foi identificada em 2004 

por Kouprina et al. (119) e é composta por quatro genes, altamente conservados, cuja 

similaridade entre suas sequências varia de 60 a 80%. Estudos de Kouprina et al. (116) indicam 

que os genes SPANX-N são expressos em outros tecidos, além do testicular, incluindo 

pulmão, próstata, ovário, placenta, útero, tecido mamário e cólon. Individualmente, há pouca 

informação sobre os membros desta família. O gene SPANXN4 localiza-se na região Xq27.3, 

ou seja, na região candidata identificado para a família 1 e, de acordo com dados do Ensembl, 

apresenta dois produtos proteicos. A base de dados UniGene (82) indica sua expressão 

somente em testículos e em baixa quantidade. Maiores detalhes sobre sua função ou relação a 

quadros clínicos diferenciados não estão disponíveis na literatura. Sendo assim, apesar de 
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termos identificado uma leitura diferenciada na região deste gene, a ausência de expressão do 

mesmo no cérebro e no período de desenvolvimento, torna este gene um candidato 

improvável como responsável pela etiologia da PPB na família 1.  

Esta grande identidade entre os membros da família SPANX e o elevado número de 

repetições na região candidata ainda suscitou uma hipótese de modificação estrutural, como 

uma deleção de uma grande área que não seria detectada pela técnica de captura e 

sequenciamento e que poderia estar presente nos indivíduos sequenciados. No entanto, a 

análise através de SNParray não indicou grandes alterações no cromossomo X dos pacientes, 

eliminando tal hipótese. De qualquer forma, não podemos descartar a possibilidade de que 

eventos como translocações equilibradas e inversões estariam associados com a PPB nesta 

família, já que as mesmas não podem ser detectadas por limitações da técnica CytoScan HD 

SNP Array. 

 

2.3. O gene UBE2NL: 

O gene UBE2NL, assim como o MAGEC1 e o SPANXC, localiza-se na região 

candidata identificada, mais especificamente na região Xq27.3. Esse gene faz parte da família 

de enzimas conjugadas a ubiquitina e codifica uma proteína denominada UBE2NL (Putative 

ubiquitin-conjugating enzyme E2 N-like). O perfil de ESTs do UniGene (82) lista, entre os locais de 

sua expressão, tecidos embrionários e cérebro.  

A ubiquitina é uma proteína que participa do processo, altamente conservado em 

eucariotos, de modificação pós-tradução de outras proteínas. Ela pode ser conjugada a lisinas 

em um processo denominado ubiquitilação, uma etapa que pode ocorrer quando a ubiquitina 

está inserida em processos de degradação proteica, reparo de DNA, replicação de DNA, 

sinalização do sistema imune, regulação de ciclo celular e divisão. A atuação da ubiquitina se dá 

através de uma cascata de reações e as enzimas do tipo E2, como é o caso da UE2NL, agem na 
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etapa intermediária dessa cascata, entregando a ubiquitina ativada ao substrato. Uma falha 

nesse processo pode resultar no desenvolvimento de doenças inflamatórias, dificuldade de 

resposta à hipoxia, câncer e desordens neurodegenerativas (120, 121). Recentemente, uma 

proteína da família das hidroxilases de ubiquitina foi relacionada a quadros de disfunção 

sináptica e perda de memória (122). Essas evidências de ligação entre as ubiquitinas e as 

funções de sinapse e ciclo celular tornam o gene UBE2NL um candidato interessante à nossa 

análise, considerando que a mutação encontrada interrompe a tradução da proteína de 153 

aminoácidos na posição 89, ou seja, prejudica completamente a função da proteína por impedir 

a formação de seu sítio de ação.  

A alteração que encontramos no UBE2NL cria um codon de parada prematuro no gene. 

No entanto, uma pesquisa mais detalhada em bases de dados de SNPs do NCBI (72), mostra 

que este alelo que leva a produção de um codon de parada tem ampla distribuição populacional, 

inclusive sendo o alelo mais frequente em algumas populações testadas. A presença desta 

variante em um grande número de amostras de indivíduos normais praticamente exclui o gene 

UBE2NL como responsável pela etiologia de PPB na família 1.  

A triagem de mutações em pacientes esporádicos e pequenas famílias explorou genes 

presentes na literatura de polimicrogirias e malformações do córtex cerebral, identificando uma 

alteração, no gene AFF2, com potencial patogênico a ser mais bem investigado. O próximo 

passo seria a coleta e análise de material genético de pais e irmãos destes pacientes, para testar a 

possibilidade de herança das alterações, assim como estudos funcionais seriam propícios para a 

análise de suas consequências moleculares. Já a análise da região candidata Xq27.1-27.3, através 

do sequenciamento de todo o cromossomo X, elencou genes e regiões candidatas, através da 

identificação de SNPs e da cobertura da leitura das regiões cromossômicas. Os SNPs foram 

avaliados por algoritmos disponíveis in silico e confirmados através de sequenciamento pelo 

método de Sanger, além de terem sido mapeados para os demais indivíduos da família, 

afetados ou não. A análise destes resultados, junto às informações disponíveis nos bancos de 

dados de SNPs sugere que essas variantes identificadas, principalmente no gene MAGEC1, 
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possuem potencial patogênico, mas estudos funcionais, como observação de fenótipo celular 

ou animal ou estudos de mutação sítio-dirigida, devem ser realizados para corroborar tal 

hipótese.  
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 Em 2008, nosso grupo de pesquisa publicou um trabalho apontando a região 

cromossômica Xq27.1-27.3 como possível portadora da alteração responsável pelo quadro de 

polimicrogiria perisylviana bilateral em uma família avaliada no Ambulatório de Neurologia do 

Hospital das Clínicas da Unicamp (68). Dando prosseguimento a esse trabalho, esta tese teve 

como objetivo avaliar a região candidata descrita, utilizando a técnica de sequenciamento 

massivo do cromossomo X, em busca de evidências para a causa genética dessa malformação 

cortical. Para este objetivo, as conclusões foram as seguintes: 

 Foram encontradas alterações potencialmente deletérias em genes candidatos 

localizados na região candidata Xq27.1-27.3 para polimicrogiria perisylviana bilateral 

familial, principalmente no gene MAGEC1. 

 Não encontramos evidências de alteração estrutural submicroscópica desbalanceada 

nos pacientes com polimicrogiria perisylviana bilateral ligada ao cromossomo X da 

família 1 avaliados; 

 

Adicionalmente, esta tese se propôs a avaliar genes candidatos em pacientes 

esporádicos através de triagem de mutações. Essa parte do estudo utilizou diferentes técnicas, 

acompanhando a evolução das tecnologias desenvolvidas. As conclusões referentes a esta etapa 

são as seguintes: 

 

 Não foram encontradas evidências do envolvimento dos genes TUBA1A, TUBA8, 

TUBB2B, SLITRK2 , SLITRK4  e WDR62 no fenótipo de polimicrogiria nos pacientes 

avaliados neste estudo; 

 Uma alteração com potencial patogênico foi identificada no gene AFF2. 
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Dessa forma, as recomendações para os próximos passos são: 

 Avaliar as regiões não-codificantes dos genes e da região candidata; 

 Avaliação da alteração no gene AFF2, através da coleta e análise de material genético 

de pais e irmãos do paciente no qual a alteração foi encontrada, além de estudos 

funcionais; 

 Genotipagem de controles, mapeamento da família I e análise estatística para alterações 

identificadas no gene MAGEC1; 

 Estudos funcionais de alterações identificadas no sequenciamento massivo da família I, 

como observação de fenótipo celular ou animal ou estudos de mutação sítio-dirigida; 

 Triagem de mutações em novos genes candidatos, como, por exemplo, o gene FOXP2. 
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ANEXO 1 

Listas de sequências iniciadoras (primers) para as reações de amplificação de DNA 
por PCR 

 

Tabela 16: Sequências de primers e respectivas temperaturas de anelamento estabelecidas para a 
amplificação dos exons do gene SRPX2. 

NOME SEQÜÊNCIA T.A. (°C) 

SRPX2_1F GCT TAA GCC AGC CTC TGT GT 

56,0 
SRPX2_1R TGG GTC TCC TTA TCC CCT TC 

SRPX2_2F GGG AGG AAA AGG GAC CAT AA 

57,4 
SRPX2_2R AGT CTA ACT CTT CCT TCT CCA AGT C 

SRPX2_3F AGT TGG ATG AGA GGG GGA AG 

56,5 
SRPX2_3R AAT CAC AGC CCC TGA TTC C 

SRPX2_4F TGT CTT TTC ACC AAC ACC ACA 

57,5 
SRPX2_4R TCC GGG CAT ATA CCC TCA G 

SRPX2_5F TCT GAT GTT TCT CCC TGT GCT 

57,0 
SRPX2_5R GGA ATG CCT TCT GTG GTG AG 

SRPX2_6-7F GTG TGT GGC ATT GCT TCA GT 

57,5 
SRPX2_6-7R GGT GGG TCA GGG TAG AGC AG 

SRPX2_8F GCA CCC TCT TAG CCT TTC CT 

58,0 
SRPX2_8R CCT GTC CAT GAG GAA GAT CC 

SRPX2_9F ATG GGA GAA ACA GCC AGA GA 

57,4 
SRPX2_9R TGC TGC AGA GAA CAA CTC TGA 

SRPX2_10F CCT TTC CCA CAC TGC TTC AT 

58,0 
SRPX2_10R AAG TTT GGC AGC CTC CCA 

SRPX2_11F GTA GAG CCT GTG GGG ATG G 

54,0 
SRPX2_11R TGT CAA ACT CAC CCA CCT CA 
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Tabela 17: Sequências de primers e respectivas temperaturas de anelamento para a amplificação 
dos exons do gene AFF2. 

NOME SEQÜÊNCIA T.A. (°C) 

AFF2 1F TGT ATG TCC TGC CAT ATC CTT G 

61,5 
AFF2 1R TGC TGC TCT CAT GAT TGT GAG G 

AFF2 2F TTT GCT TTA CTT GCT TGT CAT G 

55,0 
AFF2 2R GCA GTT GCC TCA AAT ACA GTG 

AFF2 3.1F TTA ATC ATA CCC GCT CAT TCC 

53,5 
AFF2 3.1R TTC CTT TGC AGA TGG GTT TG 

AFF2 3.2F TGC AAA GGA AGA CAG TAA CCC 

58,0 
AFF2 3.2R GAG AGC TGC TTG TGA ATA CTG G 

AFF2 4F CAA AGA TGC CTT AAA GAT CAC G 

53,4 
AFF2 4R ACC CGC AAG ATT TCT TCA AC 

AFF2 5F TCA CTG GCA GTT TGC AAG CAT C 

58,2 
AFF2 5R TTG CCA CTG AGA ATC CAG TTG G 

AFF2 6_7F CCT TAT AGG AAT CGC AGC ATC 

56,0 
AFF2 6_7R ACA ATG GGA AAT TTG ATT CTC C 

AFF2 8F TTC ATG GGA AAC TCT GAG CAC C 

61,0 
AFF2 8R AAA GCC ATT CCA GTT CCT CCT G 

AFF2 9F TTG GAA AGC TGC ACT TGG ACA G 

61,0 
AFF2 9R TTT CTT CAT CAG GAG CAC AGG G 

AFF2 10F CCA CTC TAC CTG CAT TTC ACA G 

61,0 
AFF2 10R TCT GTG TGT GTG TGT GTT GAG G 

AFF2 11.1F CTT GCT GCT GTT TCT CAA TCT G 

58,0 
AFF2 11.1R AAT GAA TTC CCG AGA CTT TGG 

AFF2 11.2F CAA GAT TGT GCC AAA GTC TCG 

59,0 
AFF2 11.2R TAC CTT GTG CTT ACG TTT GCC 

AFF2 12F TGC CAT GCA TTT CAA GCT C 59,0 
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AFF2 12R TGA ACA ATC ATA CCA AGC CAT C 

AFF2 13F AGT TCT GCT GCA AAG ACA TGA G 

59,0 
AFF2 13R TCC AAG ATG CTT ACA TTT ACC G 

AFF2 14F TTG CCT TCT TTC GTA ACG TGC 

57,0 
AFF2 14R TGA TGC TGA GGT CTT ATT TGG G 

AFF2 15F AAG CAT TGG TTT CTG AAA GAG C 

57,0 
AFF2 15R TAA CCA AGC CCT GAG AAC TTT G 

AFF2 16F CAT TGC CAA ATG TTC CCT GTG 

58,0 
AFF2 16R ATT GCA GAA AGG CCA TTC ACC 

AFF2 17_18F CAA AGG TAT GCA ATG AGG CTG 

56,0 
AFF2 17_18R TTC ACT CCT GAC TTG TCA ATG C 

AFF2 19F TTG TCT CTT TCC ATT TCC CAG 

56,0 
AFF2 19R TCT TTG CCT CTG TTT CTC TGT G 

AFF2 20.1F AAG CAG CTT CTC AAT GTG GTG C 

58,0 
AFF2 20.1R TTG CAT TTC TCA GGA GCC TGT C 

AFF2 20.2F TTG TGA TAA AGA CAG GCT CCT G 

58,0 
AFF2 20.2R TTA TGG ACC CAC TTA CCA ACT G 

AFF2 20.3F TTG GTA AGT GGG TCC ATA ACT G 

58,0 
AFF2 20.3R AAT GCA TGG ATA GTG TTT ACC C 
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Tabela 18: Sequências de primers e respectivas temperaturas de anelamento para amplificação 
dos exons do gene TUBA1A. 

NOME SEQÜÊNCIA T.A. (°C) 

TUBA1A_3.2F AGA GTG GGT GAG TGA CCA G 

56 
TUBA1A_3.2R GCT GGG GAT ATG ACC TC 

TUBA1A_3.3F AAC AGT TCA ATT CTG TGT TTG 

56 
TUBA1A_3.3R CTG GTC ACT CAC CCA CTC 

TUBA1A_3.4AF AGA AAG CTG TTC ATG GTA GG 

56 
TUBA1A_3.4AR TCC TGG AAG ATG TAT GAA AAG 

TUBA1A_3.4BF CAG ACC ACA ACT TTT CAA TG 

56 
TUBA1A_3.4BR CCC TGA ATG TTG ACC TGA C 

  

 

Tabela 19: Sequências de primers e respectivas temperaturas de anelamento para amplificação 
dos exons do gene TUBA8. 

NOME SEQÜÊNCIA T.A. (°C) [MgCl2] 

TUBA8.1F AGG ACC CGG AGA TTT GAG 

56,7 1,75 
TUBA8.1R ACT CCT CGA CCC TGA ACTG 

TUBA8.2F CCA GAC TCT CTG ACC TCG TTG 

62 1,75 
TUBA8.2R TCT GCA GTT TCG AGA TGT TCT C 

TUBA8.3F TGG GCA GTA GGA CCT AAT GG 

61 1,75 
TUBA8.3R GAT GCC AAC ACA GAG GAA GG 

TUBA8.4F TTT CTT CTC ATG TCC TGC TCT C 

62 1,5 
TUBA8.4R TAT CCT TGG TCA CCT CCC TC 

TUBA8.5F TGT ATC TTC TTC TGT GGC TCC TC 

62 1,25 
TUBA8.5R CTT GAC ACC AGC TGA CAT GAT C 
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Tabela 20: Sequências de primers e respectivas temperaturas de anelamento para amplificação 
dos exons do gene TUBB2B. 

NOME SEQÜÊNCIA T.A. (°C) [MgCl2] 

TUBB2B_1F ATG TGT CCA CCT GGA TAC GCA C 

64 2,0 
TUBB2B_1R CCA TAC TGT GAC TGC GGA AAG G 

TUBB2B_2F AAG AGA CCA GTT CCT GCC TCA G 

62,5 1,75 
TUBB2B_2R CCC AAG CCC GAG TAA CAA AC 

TUBB2B_3F GCT CGG AGC ATT ACG TCA G 

50* 1,75 
TUBB2B_3R GGA AGG TCT GCA TTT GGC 

TUBB2B_4F TTG GGT TGT CGG AAC TGA GTC 

62,5 1,75 
TUBB2B_4R AGG AAG CCC AAT GAA ATA CTG C 

TUBB2B_5F TTG CCT GAG GGT CTA AGT CAC 

59,4 1,75 
TUBB2B_5R CAC CAG GCA CTC ACC AAA C 

TUBB2B_6.1F TGC TAA GAG CTT GGT GTC CTG 

60,9 1,75 
TUBB2B_6.1R CTT GAA CAG CTC CTG GAT GG 

TUBB2B_6.2F ATG TCG GCC ACC TTC ATC 

60,4 1,75 
TUBB2B_6.2R TGA AGA CAC ACA CTG TGC TTT C 

*Necessita de adição de DMSO à reação 

Tabela 21: Sequências de primers e respectivas temperaturas de anelamento para amplificação 
dos exons do gene WDR62. 

NOME SEQÜÊNCIA T.A. (°C) [MgCl2] 

WDR62_1-2F CCG CAC AGC AGC ACT AAT G 

58 1,75 
WDR62_1-2R ATG GCG AGC AGC TTC TCA C 

WDR62_3-4F TTT CTT TGC AGG TGT CAC TCG 

64,2 1,75 
WDR62_3-4R GTC TTT CCC AGA ATC GCT GTC 

WDR62_5F AAT AGA ATC ATC CCA GGA CCC 

61,3 1,75 
WDR62_5R TGA GCA CCT ACC CAT GAG TAT C 

WDR62_6-7F CGG AAC CAG TGA TCA GCT C 64,1 1,75 
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WDR62_6-7R CCC TGT GCC CAA GAC ATA G 

WDR62_8-9F CAG TCC AGT GGA ATG AGT GC 

60,8 1,75 
WDR62_8-9R CCT GCA GAC ACA TAT CAC GAG 

WDR62_10F CGT GAA GCA CCA AAT CCA C 

60,8 1,75 
WDR62_10R AGA TGG ATC TGG AAG CAT GG 

WDR62_11-12F GTG ATT GAT TAC CCA TGT GGC 

63,4 1,75 
WDR62_11-12R TGC TCA TAT GTC CTC AGG GAG 

WDR62_13-14F GTC ATC CTT TGC CTT GTC CTC 

61,7 1,75 
WDR62_13-14R CAC TGT GTG GCA GCT GAA TG 

WDR62_15F TGC TTC TGA GCT GCT CGT G 

61 1,75 
WDR62_15R GGG AGC TGT TCA TGG GAT TAC 

WDR62_16F TGG CCA TTC TGA CCT ATT CTA G 

60 1,75 
WDR62_16R TCC CAG CTG TCA TCC ACA G 

WDR62_17F TGG TCA CAC TGC CCT TCT G 

64 1,75 
WDR62_17R ACC ATG TTG TCT AGG AAG GTC C 

WDR62_18-19F TGC CTA ACA CAC AGC GTC CTC 

64 1,75 
WDR62_18-19R TGG GTC CCT CAA TTC CTT CC 

WDR62_20F CAA GAG CCA GAG AAT GAG GTG 

57,8 1,75 
WDR62_20R TCC AAC TCC TCA CCT TCA GC 

WDR62_21-22F AGT GAC ATG TGG GTC CCT TTC 

64 1,5 
WDR62_21-22R TCT ACA CAG GCA GGC TGA GTG 

WDR62_23F GCC TTG TGT GTC TCT CTT TGA C 

64 1,25 
WDR62_23R TCT TGG CCA CCA CTG TGT C 

WDR62_24F CTC TCC TTA CCA TCC TCA TTC C 

62 1,5 
WDR62_24R AAA CCC AGC AAT GAT TCC C 

WDR62_25F GTT TGT TGG GTT GTT TGT CCT C 

64 1,5 
WDR62_25R AAC AAA GGG CTG TCT CAC TGA G 

WDR62_26F GAG TGA GCA CTC AGC CAG TTG 

65 1,5 
WDR62_26R CTG CCC TTC ACC ATC TCA TG 
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WDR62_27-28F CCT CAG AAT GGC TGT GCT G 

62,8 1,25 
WDR62_27-28R CTT GGC TGA ACG CAC AGA C 

WDR62_29-30F CAG AAT GGT CAG GCT GTG G 

62,8 1,5 
WDR62_29-30R AAG CAG TTG CTC TCC ACT CAC 

WDR62_31-32- TCT GTA CAT AAG GGT TTC TGG G 

59 2,0 
WDR62_31-32- TGA CTC CAC CAC ACA GAA CTG 

WDR62_34F GTT CTG TGT GGT GGA GTC AGT G 

63,4 1,0 
WDR62_34R GAG CTG AGC CAA CTA GCA CAC 

WDR62_35-36F GCT CAT CTT GCT CAT TCC CTT C 

64 1,75 
WDR62_35-36R TCC TCT GGG CAT CAC CTT CTA C 

  

Tabela 22: Sequências de primers e respectivas temperaturas de anelamento para análise das 
alterações nos genes HDX, CPXCR1, MAGEC1, TGIF2LX, SPANXC, H2BFM e UBE2NL. 

NOME SEQÜÊNCIA T.A. (°C) 

HDX_sense CGG ACC TCA TTA CAT ACA GC 
62 - 65 

HDX_antisense TGA TCC AGG TCC CAA ATC 

CPXCR1_sense AAC CTC CCA GGA AGA TGT TG 
50 – 54 

CPXCR1_antisense TGT TAT GGC TCT CTC GTG ATG 

H2BFWT_sense CTG CGT GAC ACT TCA TCC AAT C 
50 – 62 

H2BFWT_antisense ACT GGT CTT TCA GGC CAC ATT C 

MAGEC1a_sense AAT CCT GCG AGT TCC TTC 
58 

MAGEC1a_antisense GTC ATA GGA ATC TGG AGA AGA G 

MAGEC1b_sense CTC CTC CAC TTT AGT GAG TC 
56 

MAGEC1b_antisense AAG ACT CAA TAA AGT GTA GGA G 

MAGEC1c_sense CTG TCC AGT CTC CTC TCC ATA G 
58 

MAGEC1c_antisense AAG TGG AGG AGG AGC AGA TAC 

TGIF2LX_sense TTA CAG ACC TGC CCA TGC TTT C 
50 – 65 

TGIF2LX_antisense TTG AAG CAT ATC CGG GAG AAT G 
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SPANXC_sense GCT ACA GGA GGA ACG TGA A 
58 

SPANXC_antisense TAT CAA CAC ATT TCT AAA GCA TA 

H2BFM_sense GTT CTT GCT ATC TAA TGG C 
58 

H2BFM_antisense GTT CTG AAT AGA GCC TTT G 

UBE2NL_sense AGT TCC TGG CAT CAA AGC 
60 

UBE2NL_antisense TTC CAC TGC TCC ACT ACA TC 

 

 

Tabela 23: Sequências iniciadoras para o sequenciamento dos genes MAGEC1, SPANXC e 
SPANXD. 

NOME USO T.A. (°C) 

MAGEC1 4.1F PCR 60 

MAGEC1 4.1R PCR 

MAGEC1 4.2F PCR 63,9 

MAGEC1 4.2R PCR 

MAGEC1 4.3F Para seqüenciar - 

MAGEC1 4.3R Para seqüenciar 

MAGEC1 4.4F PCR 59 

MAGEC1 4.4R PCR 

MAGEC1 4.5F Para seqüenciar - 

MAGEC1 4.5R Para sequenciar 

MAGEC1 4.6F PCR 59 

MAGEC1 4.6R PCR 

MAGEC1 4.7F Para seqüenciar - 

SPANXC/D F PCR 
50 

SPANXC/D R PCR 

SPANXD R Para sequenciar - 
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ANEXO 2 

Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP 
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ANEXO 3 

Formulário de Consentimento Livre e Esclarecido para Pesquisa Médica 
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ANEXO 4 
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