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A polimicrogiria (PMG) ¢ uma malformagao do cortex cerebral causada por falhas no seu
desenvolvimento, caracterizando-se por um numero excessivo de pequenos giros e laminagao
anormal, dando a superficie cortical uma aparéncia irregular e grosseira. A gravidade de suas
manifestagoes clinicas se relaciona diretamente com a extensio da malformacao e das regides
cerebrais afetadas, sendo que a presenca de lesoes bilaterais ou unilaterais extensas indica um
pior prognoéstico. Uma das sindromes de polimicrogiria mais frequentes e, consequentemente,
mais bem descritas clinicamente, ¢ a polimicrogiria perisylviana bilateral (PPB). Essa forma de
polimicrogiria atinge a regido que tange a fenda Sylviana, podendo apresentar-se tanto
unilateralmente quanto em ambos os hemisférios. O padrio de heranga da PPB foi descrito
inicialmente como ligada ao cromossomo X por Borgatti e a/. em 1999. Ja em 2000, Guerreiro
¢t al. confirmaram o padrio de heranga consistente com heranga ligada ao cromossomo X, mas
ainda nenhum gene havia sido identificado como responsavel pelo distarbio. Nosso grupo
recentemente mapeou uma nova regiao candidata para a PPB em Xq27.1-q27.3, e esta tese se
propos a avaliar essa regiao através da técnica de sequenciamento em larga escala aliada a
tecnologia de captura para o cromossomo X. Os resultados apontaram como potenciais
patogénicos os genes MAGECT, UBEZNL, além da regiao do gene SPANXC, todos
localizados na regiao candidata, mas uma avaliagdo mais detalhada levantou a hipétese de uma
relagdo complexa entre as alteragdes encontradas no gene MAGECT e o quadro clinico dos
pacientes. Além da analise da regido Xq27.1-q27.3, considerando o grande nimero de genes de
microtdbulo que tem sido relacionado a malformag¢des do cortex cerebral, esse trabalho
também avaliou pacientes esporadicos e familias com histérico de PPB realizando triagem de
mutacOes nas regides codificantes dos genes AFF2, SLITRKZ e SLITRK4, localizados na
regido candidata, nos genes de microtibulo TUBA7A, TUBB2B ¢ TUBAS, além dos genes
SRPX2 e WDR62, presentes em trabalhos na literatura de malformagdes corticais. A triagem
foi realizada utilizando as técnicas de DHPLC e de sequenciamento utilizando a técnica de
Sanger por eletroforese capilar. Foi encontrada uma alteragdo potencialmente patogénica no
gene AFF2. As alteragoes identificadas neste estudo que resultam em troca de aminoacidos

foram avaliadas utilizando as ferramentas 7 silico MutPred, SNPs&GO, Polyphen 2, Panther e

xxi
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SIFT, de forma a fornecer mais informagdes a respeito de seu potencial patogénico. Além
disso, as variantes inéditas identificadas nesse trabalho foram estudadas em uma amostra de
individuos normais (grupo controle). Com esses dados foi possivel sugerir que algumas dessas
variantes encontradas possuem potencial patogénico 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 ¢f al. as an X-linked pattern, confirmed by Guerreiro ef a/. 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 MAGECT and
UBEZ2NL 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
MAGECT 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 size, microtubule genes TUBA7.A, TUBB2ZB and
TUBAS, and SRPX2 and WDRG62 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 77 si/ico 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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Hipécrates (460-379 a.C.), na Grécia antiga, ja discutia as causas da epilepsia e de
distirbios mentais, como € o caso de sua obra “On the Sacred Disease”’, abordando também uma
visdo espiritual do tema. De forma notavel, ele relacionou a epilepsia ao cérebro e reconheceu
a existéncia de um componente genético para o distirbio. Nos séculos seguintes, com o foco
da Medicina voltado para o corag¢do, 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 dissecagao de cadaveres humanos, resultou em grandes
avancos no entendimento da anatomia cerebral. O primeiro livto abordando doencas
neurolégicas, “De Cerebri Morbis” (1549), de Jason Pratensis, ja incluia a epilepsia em seu

conteudo.

No século XVII, trabalhos de neuroanatomia, como o do médico inglés Thomas
Willis, possibilitaram o reconhecimento da importancia funcional e clinica do cérebro, com a
descricao da base patolégica de um grande numero de doencgas, muitas delas neurolégicas. Em
seus livros, ele ilustra malformagdes cerebrais observadas em tecido post-mortem de pacientes
com formas congeénitas de retardo mental, correlacionando tais malformagdes com alteragGes

de comportamento.

Em 1873, Camillo Golgi estabeleceu a técnica que consistia na fixacio e impregna¢ao
de células do tecido nervoso por prata. A aplicacao dessa nova técnica culminou, em 1880, na
publicacdo do famoso artigo “Su/la fina anatomia degli organi centrali del sistema nervoso”, contendo
descricoes ricas e detalhadas de células nervosas de diferentes tecidos. Suas observacoes foram
o estopim para uma série de investigacOes acerca da embriogénese, em especial dos tecidos do
sistema nervoso (1) e possibilitaram a hipétese, formulada por Wilhelm von Waldeyer-Haltz,
de que as células nervosas sio as unidades estruturais basicas do sistema nervoso, que mais

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

Desse perfodo em diante, a neurociéncia clinica avangou significativamente, de forma

que neuropatologistas comegaram a estabelecer uma relagdo entre malformagdes corticais e
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epilepsia (3,4 e 5) e, pela primeira vez, levantou-se a hipotese de que as crises pudessem ser

causadas por descargas elétricas anormais no cérebro.

O surgimento do exame de ressonancia magnética (RM), na década de 1980,
revolucionou o diagnéstico das malformagoes corticais com seu notavel poder de resolugao e

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

1. EPILEPSIA:

Epilepsia é um quadro complexo, com etiologia variada e padrdes clinicos,
eletrofisiolégicos, patolégicos e de imagem diferenciados, sendo essa heterogeneidade a
justificativa para a utilizagdo do termo “sindrome” ao invés de “doenga” (7). Portanto, o termo
¢ utilizado para definir um conjunto de sindromes ou doencas de diferentes etiologias e
prognosticos, que apresentam uma caracterfstica comum: a ocorréncia de crises, as quais
recorrem na auséncia de condi¢ao toxico-metabdlica ou febril. Multiplas crises em um periodo

de 24 horas ou um episodio de status epilepticus sao considerados eventos isolados (8).

A crise epiléptica é causada por descargas elétricas anormais excessivas e transitorias das
células nervosas, resultantes da movimentacao iOnica através da membrana neuronal. Existem
varias causas para a ocorréncia de crises epilépticas, como disturbios metabdlicos, traumas
cranioencefdlicos, estados febris, defeitos genéticos, malformacbes corticais dentre outras.
Dentre todas estas causas destacam-se as epilepsias estruturais/metabodlicas e as malformacoes
de desenvolvimento cortical que constituem as maiores causas de epilepsia na infancia (9). Nos
casos em que a epilepsia é refratiria ao tratamento, a ressonancia magnética tem revelado uma

alta frequéncia de malformagoes corticais (10 e 11).
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De acordo com o Relatério da Comissao da International Ieagne Against Epilepsy ILAE) de

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

considerados no contexto de sindrome ou doenca:

Sindromes eletroclinicas: o uso do termo “sindrome” sera restrito a um grupo de
entidades clinicas que sdo identificadas de forma confiavel por um aglomerado de
caracteristicas eletroclinicas. Pacientes cuja epilepsia nao se encaixe nos critérios
para uma sindrome eletroclinica especifica podem ser descritos em relagdo a uma
variedade de fatores de relevancia clinica (por exemplo, etiologia conhecida e tipos
de crises).

Constelagoes: além das sindromes eletroclinicas com fortes componentes genéticos
e do desenvolvimento, hd uma série de entidades que nao sao exatamente sindromes
eletroclinicas no mesmo sentido, mas que representam constelagdes clinicamente
distintas, com base em lesGes especificas ou outras causas. Estas sao, quanto ao
diagnostico, formas significativas de epilepsia e podem ter implicacGes para o
tratamento clinico, particularmente a cirurgia. Estes incluem a epilepsia do lobo
temporal mesial (com esclerose hipocampal), hamartoma hipotalamico com crises,
epilepsia com hemiconvulsio e hemiplegia, e "sindrome" de Rasmussen. A idade na
apresentacao nao ¢ uma caracteristica definidora desses transtornos, no entanto, eles
sao suficientemente distintos para serem reconhecidos como entidades diagnosticas
relativamente especificas.

Epilepsias estruturais/metabdlicas: inclui epilepsias secundirias a lesdes ou
condic¢bes especificas estruturais ou metabdlicas, mas que nao se enquadram em um
padriao especifico eletroclinico. Portanto, essas entidades representam um menor
nivel de especificidade do que os dois primeiros grupos.

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

chamadas "criptogeénicas".
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Segundo o relatério da Organizagao Mundial da Saude do ano de 2009, cerca de 50
milhSes de pessoas apresentavam algum tipo de epilepsia, sendo que aproximadamente 90%
delas residem em paifses em desenvolvimento. Em 70% dos casos, o quadro clinico responde
aos tratamentos. No entanto, aproximadamente 75% das pessoas afetadas em pafses em

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

saude publica (13).

2. 0 DESENVOLVIMENTO DO CORTEX CEREBRAL:

O desenvolvimento do cértex cerebral humano é um processo que envolve
mecanismos complexos, requerendo uma eficiente maquinaria molecular e bioquimica para
atingir o grau de organizagao apresentado pelas suas camadas neuronais, cujas células se
diferenciam tanto morfolégica quanto funcionalmente. No intuito de facilitar o estudo deste
processo, pode-se didaticamente dividi-lo em trés grandes estagios: proliferacio, migracao e

organizagao celular.

O estagio de proliferacio celular caracteriza-se pela extensa divisao dos precursores
neuronais. Durante a fase de corticogénese, dois compartimentos germinativos, a zona
ventricular e a zona subventricular, paralelas aos ventriculos cerebrais, originam neurdnios
piramidais e uma fracdo dos neuronios inibitérios do coértex cerebral. Na zona ventricular,
progenitores neuroepiteliais dividem-se na superficie apical e sio submetidos a uma migracao
intercinética durante as fases G1 e G2 de seu ciclo celular. Posteriormente, ocorrem mitoses na
superficie basal da zona ventricular, originando progressivamente a zona subventricular.
Ambos compartimentos apresentam padrio de expressio génica diferenciados, ja que a zona
ventricular gera células neuronais para as camadas mais baixas, enquanto a zona subventricular
fornece células para as camadas mais distantes do cortex cerebral. Dessa forma, os primeiros
neurdnios formam uma pré-placa que é subsequentemente dividida por novos neurdnios

corticais, originando uma zona marginal externa e uma subplaca interna (figura 1). Com o
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progresso da corticogénese, os neurdnios pds-mitdticos migram radialmente dos
compartimentos germinativos para suas regides de estabelecimento no coértex cerebral,

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

A migracao celular ocorre através da movimenta¢ao dos neurdnios corticals, tanto
pelas fibras radiais gliais, quanto por transloca¢io nuclear ou somatica, em um padrao
denominado znside-out (figura 2), ja que os primeiros neurdnios 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.

Apbs o estabelecimento das células em seus destinos, ocorre a fase de organizagao
celular, estagio que envolve processos de extensao de neuritos, sinaptogénese e maturagao
neuronal, resultando em uma rede de ligagoes especificas entre as células, e na formagdo do
neocortex, que ja responde por cerca de 75% do cortex adulto, contando com vinte bilhdes de

células neuronais (20 e 21) .
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Figura 1. Esquema das principais etapas do processo de desenvolvimento do cortex cerebral

humano, modificado de Bentivoglio ef 2/ (2003). Abreviaturas: CP = placa cortical; IZ = zona

intermediaria; 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: Representacao esquematica do mecanismo zzside-out e dos padroes radial e tangencial
da migracdo, durante o processo de desenvolvimento do cértex cerebral, modificado de
Bentivoglio ¢ al. (2003). Abreviaturas: V = ventriculo; VZ = zona ventricular; IZ = zona
intermediaria; SP = subplaca; CP = placa cortical.

Uma falha em qualquer um destes trés estagios da embriologia cortical pode levar ao

desenvolvimento de malformagdes do cortex cerebral.
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3. MALFORMACOES DO CORTEX CEREBRAL:

A alta resolugao das imagens obtidas pela técnica de ressonancia magnética revelou a
aparéencia do cérebro 7 vivo, revolucionando o diagnéstico de malformagées do cortex cerebral
(MCC). O advento dessa tecnologia confirmou os dados que colocavam as malformag¢des do
cortex cerebral (MCC) como uma das principais causas de doenga mental e epilepsia (22),
tendo revelado sua alta prevaléncia, de 8 a 14%, nos casos de epilepsia refrataria a tratamento
medicamentoso (10 e 11), correspondendo a segunda etiologia mais frequente de epilepsia

refrataria, atras apenas da epilepsia de lobo temporal associada a esclerose hipocampal (23).

O termo malformagoes do cortex cerebral foi introduzido em 1996 para designar um
grupo de desordens que atingem criangas com atraso de desenvolvimento e adultos com
epilepsia, sendo classificadas de acordo com o estagio no desenvolvimento no qual ocorre o
distarbio. Com o avang¢o nos estudos genéticos e moleculares, novas sindromes foram
descritas e novos genes e mutagOes génicas foram identificados, gerando importantes
informagGes referentes ao processo de desenvolvimento do cortex cerebral e exigindo

atualizagbes dessa classificagdo, que ocorreram em 2001, 2005 e 2012 (24).

A tabela 1 apresenta, de forma resumida, a classificagao das malformacdes do cortex
cerebral, de acordo com sua dltima atualizagdo, enquanto a figura 3 ilustra algumas dessas

malformacoes através de imagens de ressonancia magnética obtidas de pacientes.
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Tabela 1: Classificagdo de malformagSes do cortex cerebral, de acordo com Barkovich ef a/. (2012).

CLASSE SUBCLASSE

Microcefalias congénitas resultantes de
proliferagdo reduzida ou apoptose

Malformagdes de proliferagao Rk

neuronal ou glial anormal ou -
Megalencefalias causadas por
apoptose . .
proliferagdo acentuada ou atraso na
apoptose
Disgenesia focal e difusa e Displasia

resultantes de proliferagdao anormal

Malformagdes resultantes de
anormalidades do inicio da fase de
migragao
Malformagdes resultantes de

Malformagdes devido a . .
anormalidades generalizadas na

migragdo neuronal anormal e
Anormalidades localizadas da fase de
migragao
Anormalidades causadas por defeitos
no final da fase de migragao ou defeitos

de limitagdo da membrana pial

Polimicrogirias e esquizencefalias

Malformacdes do Disgenesias corticais ligadas a erros
desenvolvimento pds- inatos do metabolismo
migratorio anormal Displasias corticais focais

Microcefalia pds-migratéria

PRINCIPAL
MANIFESTAGCAO

Heterotopia

periventricular (Fig. 1E)

Lissencefalias (Fig. 1B)

Heterotopia subcortical

Lissencefalia Cobblestone
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Figura 3: Imagens de ressonancia magnética de individuos normais e portadores de
malformacao cortical: [A] individuo normal, [B] paciente de lissencefalia, [C] individuo normal,
[D] paciente com polimicrogiria perisylviana (seta) e [E] paciente com heterotopia nodular

periventricular (setas).

3.1. Aspectos Genéticos das Malformagdes do Cortex Cerebral:

A etiologia das malformagoes do cortex cerebral é heterogénea, podendo estar ligada a
causas genéticas, causas nao genéticas ou uma combina¢ao de ambas. A identificagdo de uma
causa genética prové um diagnoéstico diferenciado ao individuo, facilitando uma previsao mais
precisa da evolu¢iao do seu quadro clinico e possibilitando um aconselhamento genético mais
preciso a familia do paciente (25). Além disso, a evolugao nos estudos genéticos de

malformagées corticais tém fornecido elementos importantes para o entendimento do
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processo de desenvolvimento do cértex cerebral, além de outros aspectos celulares e
fisiologicos de grande relevancia, como aqueles relacionados ao funcionamento do

citoesqueleto e sua atuacdo direta na migragao neuronal.

A evolugdo nos critérios de diagnoéstico das malformacdes do cortex cerebral tém
facilitado a escolha e agrupamento de familias para estudos de ligagao, fazendo com que as
descobertas de novos genes ocorram rapidamente. A funcao de tais genes frequentemente
confirma a hipdtese levantada para o mecanismo responsavel pelo disturbio através da

classificacio clinica.

Em 2008, Guerrini, Dobyns e Barkovich (20) listaram as malformac¢oes do cortex
cerebral com causa genética até entdo descritas. Sao 27 quadros clinicos, relacionados a 33 /o,
dos quais 24 genes foram mapeados. Dos 33 /o, apenas quatro localizam-se no cromossomo
X, sendo os outros 29 autossomicos. A grande maioria dos genes ja identificados esta
relacionada a malformagoes da fase de migragio, revelando a importancia de processos como o
transporte via microtibulos, posicionamento centrossomal, transporte nuclear, estabilizacao de
microtdbulos, fusdo e transito de vesiculas e integridade neuroependimal no desenvolvimento
cortical. Desde entdo, nao surpreende que mutagdes nos genes de microtubulo Alfatubulina
1A (TUBATA), Alfatubulina 8 (TUBAS), Betatubulina 2B (TUBB2B) e Betatubulina 3 (TUBB3)
tem sido associadas a malformagoes resultantes de migracdo neuronal anormal e de
desenvolvimento pos-migratério. Em 2009, Jaglin ef al. (27) relataram mutagbes de novo no gene
TUBBZB encontradas em quatro pacientes com polimicrogiria bilateral assimétrica e em 2012,
Guerrini ez al. (28) descreveram trés novas mutagoes, neste mesmo gene, em pacientes que
apresentavam polimicrogiria difusa e paquigiria, estendendo o espectro de fenotipico de
malformagdes corticais associadas ao gene TUBB2B. Abdollahi ef a/. (29) identificaram um caso
de sindrome autossomica recessiva causada por uma mutagao no gene TUBAS, encontrada em

pacientes com polimicrogiria generalizada associada a hipoplasia do nervo 6ptico.
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Ja o gene TUBATA, que codifica uma subunidade estrutural de microtibulos, tem sido
relacionado a diferentes tipos de malformagdes do cortex cerebral, com diferentes mutacoes
identificadas. Poirier ¢f al (30) encontraram mutagoes de novo em seis pacientes nao-familiais
que apresentavam um grande espectro de disgenesias cerebrais. Ja Fallet-Bianco e @/, em 2008,
e Leucortois e al., em 2010, (31 e 32) descreveram casos de fetos portadores de mutagoes no
gene TUBATA que apresentaram quadros extremas de disgenesia cerebral que resultaram em
aborto. Bahi-Buisson ¢ al (33) detectaram seis mutagdes de novo no gene TUBATA em
pacientes de lissencefalia. Kumar ef a/. (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 mutaces e duas ja descritas anteriormente. E
mais recentemente, em 2011, Jansen e 4/ (35) identificaram duas novas mutacoes nesse gene,
uma delas em um paciente com agiria/paquigiria e a outra em trés pacientes de uma familia,

dois deles com quadro de polimicrogiria perisylviana.

Outro gene que tem sido relacionado a malformagoes corticais ¢ o WD repeat domain 62
(WDR62), de fungao ainda nao descrita. Dois desses trabalhos utilizaram a técnica de
sequenciamento de exoma. Bilguvar ef 2/, em 2010 (306), identificaram mutag¢Oes nesse gene em
pacientes com grande espectro de malformagdes corticais, incluindo microlissencefalia, agiria,
paquigiria, esquizencefalia e microcefalia. Esse trabalho também analisou expressao do
WDR62 em cérebro de camundongos em desenvolvimento. Murdock e a/ (37) também
identificaram, através da técnica de sequenciamento de exoma, mutagdes no gene WDRG2,
agora em um par de irmaos do sexo masculino, um deles com polimicrogiria parietal bilateral,
enquanto o outro apresentou polimicrogiria extensa e um foco de heterotopia de massa
cinzenta na regiao parietal direita. Também em 2011, Bhat ez a/. (38), identificaram duas novas
muta¢Ses em duas familias afetadas por paquigiria, microlissencefalia, heterotopia em banda,

espessamento giral e cortex displasico.
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4. POLIMICROGIRIAS:

O termo polimicrogiria (PMG) define um ndmero excessivo de pequenos giros
separados por sulcos rasos (15, 39) e um padriao anormal de laminagdo, conferindo a superficie
cortical uma aparéncia irregular, visivel ao exame de ressonancia magnética de cranio.
Microscopicamente, ¢é possivel observar dois padrdes histologicos de polimicrogiria:
simplificagao no nimero de camadas corticais, que apresenta quatro camadas, ao invés de seis
delas, ou auséncia total de camadas (40). Esse distarbio ¢ relacionado a falhas na fase de
organizag¢ao cortical, incluindo o final da fase de migragao (41), assim como a padronizagio e
organizac¢ao regional do cérebro em estagios prematuros de desenvolvimento cortical,

geralmente entre a 17% a 25-26" semanas de gestacao (42,43).

A polimicrogiria é uma malformacdo altamente heterogénea, podendo resultar de
eventos genéticos e destrutivos, incluindo infecgGes, hipoxi-isquemia e trauma. Em muitos
casos, até a analise 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 lesdo isolada ou associada com outras malformagdes corticais, como a
heterotopia nodular periventricular (44) ou a esquizencefalia (45), ou ainda como parte de
multiplas anomalias congénitas graves (46). Sua forma mais comum é simétrica, bilateral e

acomete principalmente a regido perisylviana.

A gravidade das manifestagdes clinicas esta diretamente relacionada a extensao do
disturbio e a regido acometida. A polimicrogiria ndo é necessariamente associada a epilepsia,
apesar de sua incidéncia nesses pacientes ser alta, em torno de 87% (47). Os individuos ainda
podem apresentar déficit cognitivo em graus variaveis, sinais pseudobulbares caracterizados,
principalmente, por dificuldades na aquisicio e desenvolvimento da linguagem oral e/ou
escrita e dificuldades de mobilidade da lingua, com consequente distirbio de mastigacio e

salivagao. As lesoes bilaterais ou unilaterais extensas estao relacionadas a um pior prognostico.
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O mecanismo de epileptogénese nos pacientes de polimicrogiria nao ¢ conhecido.
Modelos experimentais sugerem uma area mais extensa de perturbacao funcional, além da

anormalidade detectada visualmente, por isso o tratamento cirurgico ¢ pouco recomendado

(48).

Nos exames de imagem, a aparéncia da polimicrogiria varia de acordo com a idade do
paciente. Em pacientes recém-nascidos até dois anos de idade, o cortex polimicrogirico
apresenta-se delgado, com multiplas e pequenas ondulagdes. Apds a mielinizacdo, o cortex
polimicrogirico apresenta-se levemente mais espesso. A superficie pial pode apresentar-se lisa,

como resultado da fusio 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 ez
al. em 1993 (50) e é a forma mais comum de polimicrogiria, apresentando espectro clinico 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 observagao histolégica ao microscopio revelou tanto a forma com quatro camadas,
quanto a auséncia total de camadas. Essas anormalidades, geralmente, se apresentam de forma

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

Os pacientes apresentam em geral um quadro de diplegia facio-faringeo-glosso-
mastigatéria, levando a prejuizo na fala e degluticio, e quando os danos sao muito extensos,
pode ser observado um quadro de quadriparesia espastica (51). Além disso, a maioria dos

pacientes possui quadro de retardo mental, sinais piramidais e epilepsia, com crises iniciadas,

58 objetivos



.

R

UNICAMP
geralmente, entre quatro e 12 anos de idade. Dentre os tipos de crises mais frequentes estao
auséncias atipicas, drop-attacks tOnicos e atonicos, e crises tonico-clonicas. Apenas 26% dos

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

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

4.2. Aspectos Genéticos das Polimicrogirias:

As diferentes formas de polimicrogirias tém sido associadas a poucos genes, incluindo
o Sushi-repeat containing protein, X-linked 2 (SRPX2) (52), Paired box 6 (PAXG6) (53), T-box brain
gene 2 (IBR2) (54), KIF1-binding protein (KLAA1279) (55), RAB3 G'TPase activating protein subunit 1
(RAB3GAPT) (56), G protein-coupled receptor 56 (GPR56) (42) and Colageno, tipo XVIII, alfa 1
(COL18AT7) (57), sendo todos, com excecao do SRPX2, encontrados em sindromes raras.

Somente a PPB, a polimicrogiria bilateral generalizada e a polimicrogiria bilateral
frontal tiveram recorréncia familial descrita dentre as sindromes polimicrogiricas. No caso da
PPB, o espectro de achados histologicos nas familias ¢ vasto, com ténues desorganizagdes
corticais que resultam em mudangas estruturais dificeis de serem detectadas por técnicas de

imagens (58).

A primeira descri¢ao de ocorréncia de um padrao familial da PPB foi feita em 1996 por
Andermann e Andermann (59) e caracterizada como heranca ligada ao cromossomo X. Desde
entdo, cerca de 28 casos familiais de PPB ja foram descritos, e desses, 75% sido compativeis
com o padrio de heranga ligado ao cromossomo X. Ainda assim, nenhum gene foi identificado
para nenhum desses casos. Em 1999, Borgatti e a/. (60) descreveram um caso de PPB com
herang¢a ligada ao cromossomo X. Ja em 2000, Guerreiro e /. (61), num estudo multicéntrico
que reuniu 12 familias, realizaram a investigacio sistematica de membros da familia de

pacientes com quadro clinico de PPB confirmando o padrio de heranga consistente com
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heranca ligada ao cromossomo X. Este estudo identificou individuos assintomaticos que

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

Estudos recentes, utilizando analise de ligagio genética, mapearam uma regiio
candidata em Xq28 em cinco familias com uma forma da PPB ligada ao cromossomo X (62).
Outra regiao candidata foi mapeada na regiao 16q12.2-21 em 2 familias palestinas nao-
relacionadas e que apresentavam pais consanguineos nao-afetados e membros da prole
afetados com polimicrogiria frontoparietal bilateral, sugerindo heranc¢a autossomica recessiva
para esta sindrome (63). Posteriormente Chang e al. (64) acrescentaram 19 pacientes
provenientes de 10 familias com polimicrogiria frontoparietal bilateral, todos ligados a regiao
cromossomica 16q. Em 2004, Piao ez /. (42) identificaram o gene GPR56 como responsavel
pela polimicrogiria frontoparietal bilateral num estudo com 12 familias, sendo que a maior
parte dos pacientes apresentou atraso no desenvolvimento, distarbio de linguagem, dificuldade
de marcha e epilepsia. Este gene codifica uma proteina expressa em células progenitoras

neuronais das zonas ventricular e subventricular durante o periodo de neurogénese.

Ja em 20006, Robin e al. (65) relacionaram pacientes de PPB com a sindrome de delecao
22q11.2. Ainda em 2006, Roll ¢z al. (52) identificaram uma mutagao no gene SKPX2 em um
paciente portador de PPB associada com epilepsia rolandica e dificuldades na fala, sua mae e
uma tia, ambas ndo afetadas. O gene SRPX2 encontra-se na regiao Xq22 e codifica uma
proteina de fun¢ao ainda desconhecida. Uma das proteinas associadas ao SRPX2 ¢ a ¢ysteine
protease cathepsin B (CSTB), a qual é relacionada epilepsia mioclonica progressiva do tipo
Unverricht-Lundborg (EPM1), que se manifesta através de multiplos tipos de crises, mioclonia,

demeéncia e ataxia (66).

Cantagrel ¢f al, em 2007 (67) identificaram uma transloca¢do na regidao do gene

Nonhomologons end-joining factor 1 (NHE]T) em um paciente com polimicrogiria extensa.

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

compreendendo uma regiao de 13cM, em pacientes com PPB na regido Xq27.1-q27.3 (68, 69),
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uma regido mais centromérica que prevista por Villard ez a/ (62). O ponto forte de nosso
trabalho foi a utilizagdo de uma unica familia, grande o suficiente para gerar /lod scores

significativos, sem o risco da presenca de heterogeneidade na regido.

Além disso, varios trabalhos foram publicados nos dltimos trés anos relacionando tanto
a polimicrogiria, como outras MCC a mutagdes em genes de microtubulo. O desenvolvimento
do coértex cerebral envolve diversos mecanismos celulares complexos em seus estagios
distintos, entre os quais se destaca o papel crucial dos componentes do citoesqueleto (70), fato
reforcado pela descricio de mutagoes nos genes Doublecortin (DCX) e lissencephaly-1 (LLIST) em

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

Considerando esse panorama de genes relacionados a MCC, além do estudo da regiao
candidata descrita por Santos ef al. (2008), selecionamos alguns genes para a triagem de

mutagoes em casos esporadicos de nossa casuistica (tabela 2).

O estagio atual do entendimento da genética das polimicrogirias sugere que mutagdes
em genes especificos afetariam a proliferagao celular em regides da zona embrioldgica
ventricular subjacente a diferentes areas corticais ou uma relagado com genes envolvidos em
padronizagdo e organizagao regional do cérebro em estigios prematuros de desenvolvimento
cortical. Considerando que a divisaio do processo de desenvolvimento do cortex cerebral é
mais didatica do que real, e que estas trés fases sao parcialmente simultaneas, ou seja, o final da
fase de proliferagao coincide com o inicio da migragao, e que o mesmo ocorre com as fases de
migracao e organiza¢ao celular, é relevante que o estudo genético de malformagdes corticais
vislumbre tal complexidade e nao descarte produtos génicos que possam atuar em qualquer

etapa do processo.
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Tabela 2: Genes selecionados para analise de triagem de mutagdes em pacientes
esporadicos e pequenas familias.

METODO
~ ~ UTILIZADO NA
GENE LOCALIZACAO FUNCAO TRIAGEM DE
MUTACOES
AFF2 - _— DHPLC +
Regulacdo da transcricdo e de .
(Membro 2 da .. . sequenciamento
- Xq28 splicing alternativo, .
Il lasticidade sindptica pelo método de
AF4/FMR2) P P Sanger
SLITRK2 Modulagdo daT proliferacao DHPLC +
de neuritos, de .
(Membro 2 da N sequenciamento
- Xq27.3 sobrevivéncia neuronal e .
familia SLIT e . pelo método de
; no estabelecimento de
NTRK-like) . Sanger
sinapses
SLITRK4 Modulagdo dé proliferacao DHPLC +
de neuritos, de )
(Membro 4 da A sequenciamento
o Xq27.3 sobrevivéncia neuronal e ,
familia SLIT e . pelo método de
. no estabelecimento de
NTRK-like) . Sanger
sinapses
SRPX2 DHPLC +
(sushi-repeat N .
L Processos de adesdo sequenciamento
containing Xq22.1 X
rotein. X-linked celular pelo método de
p ’2) Sanger
TUBA1A 12013 Subunidade estrutural de See?i?éi?j?ﬂ?
(Alfatubulina 1A) q microtubulos P
Sanger
TUBAS8 Subunidade estrutural de Sequencllamento
. 22q11 . , pelo método de
(Alfatubulina 8) microtubulos
Sanger
TUBB2B 6075 Subunidade estrutural de Seec:ger:(céltaorgsr::
(Betatubulina 2B) P microtubulos P
Sanger
WDR62 Sequenciamento
(WD repeat 19g13 Desconhecida pelo método de
domain 62) Sanger
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O Objetivo Geral deste trabalho foi procurar por mutagbes em pacientes esporadicos com

polimicrogitia e casos familiais de pacientes com polimicrogiria perisylviana bilateral.

Os Objetivos Especificos 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 regido previamente identificada em

Xq27.1-427.3

3. Buscar o gene responsavel pela polimicrogiria perisylviana bilateral contido na regido
cromossémica Xq27.1-g27.3, utilizando tecnologia de captura e enriquecimento do exoma
do cromossomo X seguido de sequenciamento em larga escala em pacientes pertencentes a

familia na qual a ligagdo genética foi confirmada.
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1. ASPECTOS ETICOS

Todos os individuos cujo material genético foi utilizado neste estudo assinaram
formulario de consentimento para coleta de sangue e analise molecular, tendo o mesmo sido
aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp (parecer

#383/2000).

Para assegurar que toda a manipulagdo da informagdo clinica e molecular seja
confidencial, questionarios clinicos e amostras de sangue e de DNA siao identificados por um

cédigo comum designado no momento em que o individuo entra no estudo.

Informagoes geradas durante o nosso projeto e que possam ter implicacOes na
confirmacdo diagnodstica de individuos sintomaticos serdo comunicados aos profissionais
responsaveis pelo acompanhamento dos pacientes. Este projeto nio gerou dados para serem
usados em diagnoéstico preditivo de individuos assintomaticos, com risco de desenvolver a

doencas.

2. PACIENTES:

Este estudo abrangeu um total de 40 pacientes (tabela 3), sendo 24 casos isolados com
polimicrogiria sem comprovagao de recorréncia familiar por exames de neuroimagem, além de
16 pacientes provindos de seis familias (figuras 4 a 9), todos identificados e acompanhados nos
ambulatérios do Hospital das Clinicas da UNICAMP e do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da USP Ribeirao Preto.

Os pacientes foram submetidos a exame neuroldgico detalhado e avaliagdo cognitiva e

de linguagem por equipe multidisciplinar. Além disso, todos os pacientes e a maioria dos
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membros das familias foram submetidos a exame de ressonancia magnética de alta resolugao

para deteccao de alteragoes morfoldgicas corticais.
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Tabela 3: Dados de pacientes, esporadicos e familiais, cujo material genético foi avaliado neste projeto.

REGISTRO UNIDADE DE . DATA DE EXAME SINAIS ,
GENERO NEUROIMAGEM i FAMILIA
DO DNA COLETA NASCIMENTO NEUROLOGICO PSEUDOBULBARES
HC - PMG PS parietal .
1 609/98 M 03/04/1996 o normal auséncia 1
UNICAMP posterior bilateral
HC - . dificuldade de mover a
2 610/98 M 05/01/1985 PMG PS difusa normal ] 1
UNICAMP lingua
HC - nao PMG PS parietal .
3 611/98 F . ) o normal auséncia 1
UNICAMP disponivel posterior bilateral
HC - PMG PS parietal dificuldade de
4 612/98 M 27/01/1988 e normal R j 1
UNICAMP posterior bilateral verticalizagcdo da lingua
HC - nao PMG PS parietal ..
5 2172/04 M . , . . normal auséncia 1
UNICAMP disponivel posterior bilateral
hemiparesia incompleta
HC - PMG PS parietal e desproporcionada a
6 525/03 M 16/03/1998 L normal . L
UNICAMP posterior bilateral direita (predominio

crural)
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PMG PS o ”
8 443/03 fic- M 26/07/2003 frontoparietal normal deficiente da lingua, 3
i
UNICAMP P disfagia, dificuldade de

posterior bilateral ~ ,
protusdo da lingua

HC -
10 27/99 F 11/11/1994 PMG PS bilateral normal auséncia 4
UNICAMP

HC - PMG PS parietal fala anasalada e
12 573/03 M 19/07/1993 . normal . 5
UNICAMP posterior explosiva
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HC - nado . reflexo do vomito
14 997/01 M . , PMG PS bilateral normal L, 6
UNICAMP disponivel diminuido

reflexo do vomito
diminuido, fala

HC -
16 999/01 UNICAMP F 06/04/1996 PMG PS bilateral normal caracterizada por 6
trocas, substituicoes e
omissao

dupla hemiparesia

HC - PMG PS fronto espastica, N . o
18 674/04 F 17/04/2000 . . ) nao especificado Esporadico
UNICAMP parietal hiperreflexia global e

presencga de clonus
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. dificuldade de
HC - PMG PS bilateral . o L o
20 1335/03 M 19/07/1995 . hemiparesia direita lateralizagdo e Esporadico
UNICAMP difusa o i
verticaliza¢do da lingua

HC - PMG PS parietal x ‘1
22 1381/03 M 07/02/1997 L normal nao tem Esporadico
UNICAMP posterior bilateral

HC - PMG PS simétrica N . o
24 848/04 M 05/01/1995 normal nao especificado Espordadico

UNICAMP bilateral
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HC -
26 322/08 UNICAMP M 19/10/1996 PMG Parietal ndo disponivel nao especificado Esporadico

PMG
28 552/08 M 27/09/1989 frontotemporale  hemiparesia esquerda nao especificado Esporadico

HC FMRP -

UspP . sy
parietal a direita

hipotonia global e
HC FMRP -

30 188/09 USP F 18/07/2003 PMG PS bilateral retardo mental nado especificado Esporadico

moderado
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) . retardo mental grave,
agenesia parcial de ) .
HC FMRP - hidrocefalia, ~ . .-
32 463/09 30/08/2000 corpo caloso e ) . ndo especificado Esporadico
UsP o mielomeningocele,
PMG rolandica ) .
bexiga neurogénica
HC FMRP - retardo mental ~ e -
33 497/09 14/04/2001 PMG ndo especificado Esporadico
USP moderado
retardo mental
HC FMRP - o - .
34 503/09 USP 26/10/1992 PMG moderado, n3o especificado Esporadico
hemiparesia direita
HC FMRP - retardo mental 5 . L.
35 505/09 25/11/1997 PMG temporal ndo especificado Esporadico
USP moderado
HC FMRP - . . L.
36 506/09 USP 07/05/1994 Normal retardo mental ndo especificado Esporadico
HC - . 1 , ~ e 1
37 525/09 12/05/2001 PMG nao disponivel ndo especificado Esporadico
UNICAMP
HC FMRP - PMG fronto- hemiparesia esquerda . . L
38 533/09 13/08/2000 ) o ndo especificado Esporadico
uspP parietal direita e retardo mental
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HC - . 1 , ~ o -
39 569/09 M 08/11/2001 PMG PS ndo disponivel nao especificado Esporadico
UNICAMP
HC - . . , N . Ly
40 47/10 UNICAMP M 06/10/2005 PMG difusa ndo disponivel n3o especificado Esporadico

Onde F = feminino, M = masculino, PMG = polimicrogiria, PS = perisylviana.

77 material e métodos



A

4.\
UNICAMP

Tabela 4. Tipos de polimicrogirias apresentados pelos pacientes avaliados neste projeto.

Esporadicos Familiais %
Perisylviana 12 15 67,5
Temporal 2 0 5
Parietal 3 1 7,5
Difusa 6 0 15
Rolandica 1 0 2,5
Familia 1
! [1T@
1 2
00 O e W OO O e
1 2 3 4 5 6 7 8 9

T

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

Familia 2

. OO

1

yorss

Figura 5: Heredograma de familia cujo material genético foi avaliado junto aos pacientes

esporadicos.
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esporadicos.

Familia 3

Figura 6: Heredograma de familia cujo material genético foi avaliado junto aos pacientes

Familia 4

D_

1 2

—0

.o

1 2

esporadicos.

Figura 7: Heredograma de familia cujo material genético foi avaliado junto aos pacientes
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Familia 5

| (O

Ca

Figura 8: Heredograma de familia cujo material genético foi avaliado junto aos pacientes

esporadicos.

Familia 6

I [

1 2

8 9
3 4

5

iy

10
6

14 | 15
7

Figura 9: Heredograma de familia cujo material genético foi avaliado junto aos pacientes

esporadicos.
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3. EXTRACAO DE DNA GENOMICO

A técnica utilizada para a extragado do DNA genomico segue o protocolo de
extra¢do por fenol e cloroférmio que propicia a extragao de grande quantidade de DNA
(acima de 700pg a partir de 20mL de sangue venoso): cerca de 20 a 30mL de sangue
venoso foram colhidos dos individuos. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos
a 1500 g e a parte intermediaria, na qual se localizam os leucécitos, foi transferida para
um tubo de propileno de fundo conico. Em seguida foram adicionadas as solugoes de
RSB 1x até completar o volume de 11mL e 60uLl. de Nonidet. Apds ser homogeneizada,
a solucdo foi centrifugada por 10 minutos a 1500g e o sobrenadante foi descartado.
Adicionou-se 0,5mL de RSB 1x , 3mL de solu¢ao SDS a 10% e 80uL de proteinase K
(100mg/mlL). As amostras foram incubadas a 37° por 24h. Apés a incubagao, foram
acrescentados 3mL de fenol, seguido de homogeneizacdo e centrifugacao a 5000g por
10 minutos. A parte inferior do tubo foi descartada e acrescentou-se 1,5ml de fenol e
1,5mL de solugiao de cloroférmio alcool isoamilico, seguidos de homogeneizagao e
centrifugaciao a 5000gpor 10 minutos, sendo a parte inferior do tubo descartada. Este
processo foi repetido com 3mL de solu¢do de cloroférmio alcool isoamilico. O DNA
gendmico foi entdo precipitado com 6mL de etanol absoluto. Em seguida o DNA foi
transferido para tubos conicos de 1,5mL e diluidos em aproximadamente 200-250uL de

TE 1x.

4. TRIAGEM DE MUTACOES:

Como havia sido identificada uma regiao candidata em Xq27.1-27.3 (68) com
cerca de 67 genes descritos, adotou-se a estratégia de selecionar genes presentes nesta
regiao utilizando as bases de dados do National Center for Biotechnology Information (72),
com o programa Map Viewer®, tendo como base caracterfsticas funcionais, relacio dos
genes com canais io6nicos e mobilidade celular, ja que pode haver relagio entre a
polimicrogiria e o processo de migragao neuronal. Os primeiros genes-alvo foram o

SLITRK? e o SLITRK4. Também foram selecionados dois genes que haviam sido
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recentemente relacionados a malformacgoes do cortex cerebral e doengas neuroldgicas:

SRPX2 e AFF2 (52, 73).

Inicialmente utilizou-se um método de triagem de mutagdes seguido de
seqienciamento das amostras candidatas a portarem alteracOes pela triagem inicial. O
método de triagem escolhido foi a técnica de DHPLC (Denaturing High-performance 1.iquid
Chromatography) (74).

A medida que o projeto se desenvolveu e a técnica de sequenciamento capilar
pelo método de Sanger foi se tornando mais acessivel, inclusive com a aquisi¢io de
novo equipamento sequenciador, abandonou-se a etapa intermediaria 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 malformacdes do cortex cerebral, TUBA7.A4, TUBAS,
TUBB2B e WDRo62 (70, 27, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38). Esses genes foram
sequenciados nos pacientes esporadicos e familias que nao foram submetidas a analise
de ligacdo. Tanto na estratégia utilizando DHPLC, quanto na analise direta por
sequenciamento, apenas as regioes codificantes foram analisadas, além de pequenas

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

Ja no caso da familia que apresentou ligagdo para a regiao 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 descri¢ao dos métodos utilizados durante todo o processo, desde

a estratégia de triagem de mutag¢oes por DHPLC até o sequenciamento em larga escala.
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4.1. Amplificagao de DNA por PCR:

Para o estudo da regido candidata, foram selecionados os genes SLITRKZ e
SLITRK4, SRPX2 e AFF2. Sequéncias iniciadoras (primers) especificas foram
sintetizadas para seus exons (anexo 1). Também foram construidos primers para analise
de genes de microtibulo recentemente relacionados a malformacées do cortex cerebral

(anexo 1), principalmente devido a atuacao dos mesmos durante a divisao e proliferagao

celular. Esses genes sao: TUBATA, TUBB2B, TUBAS e WRD2.

As reagoes de PCR foram realizadas para um volume final de 22ulL, contendo

40ng de DNA genomico; 100ng de cada primer, 2.2nL de tampao 10x, 200uM de dGTP,
dCTP, dTTP e dATP; 0.5 unidades de Tag DNA polimerase e 1.0 a 2.0mM de MgCl,.
Para alguns pares de primers, foi necessaria a utilizagdo de DMSO para a otimizagao da

reacao.

4.2. Detecgao de Mutagdes:

A triagem de mutagOes, inicialmente, foi realizada através da técnica de DHPLC
(Denaturing High-performance Liguid Chromatography) para os genes SRPX2, AFF2, SLITRK? e
SLITRK4.

A técnica de DHPLC baseia-se na leitura do padrio de retencio de amostras de
DNA em seus capilares. A regido de interesse é amplificada, suas duplas fitas sao
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 presenca de uma
alteracdo, sao geradas moléculas heteroduplexes, além das homoduplexes ja esperadas. Em
seguida, o produto de PCR renaturado, adicionado de acetato de trietilamonio (TEAA) e
acetonitrila (ACN), ¢ injetado nos capilares. O TEAA realiza a retencao das duplas fitas,
homoduplexes e heteroduplexes, em esferas hidrofébicas 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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cromatograficos. Como as moléculas heteroduplexes sio menos estaveis, estas sdo
removidas antes das moléculas homoduplexes, portanto quando ha uma altera¢do na regiao
analisada, o perfil cromatografico apresentado ¢ diferenciado, sendo detectada a passagem

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

A triagem de mutagoes foi realizada com temperaturas especificas para cada
fragmento, definidas pelo software WAVEMAKER™. Aliquotas de 5pl 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 cromatograficos diferenciados na analise de
DHPLC foram submetidos a seqiienciamento por eletroforese capilar através do aparelho

MegaBacel000 (GE Healtheare Lifesciences).

A reacdo submetida ao seqiienciamento consiste de 4pL de solugdao pré-mix, 1uL
de ptrimer (5pmol/puL) e 1puL do produto de amplificacio para um volume final de 15pL.
Essa reacio é submetida a 35 ciclos de 95°C por 20 segundos, 50°C por 15 segundos, 60°C
por 1 minuto. Sua purificagao é realizada com etanol e acetato de amonio 7,5mM, como

sugerido pelo fabricante (GE Healtheare Lifesciences).

Ja os fragmentos referentes as analises dos genes de microtibulos, TUBATA,
TUBAS, TUBB2B e WDR62, foram sequenciados no aparelho ABI 3500 xL. (Applied
Biosystems, Life Technologies Corporation).

Nesse caso, a reagdao consiste de 4ul. de agua deionizada, 2ul. de tampao 5x, 1uL
de primer (5pmol/pL), TuL de solucio BigDye e 2uL de produto de amplificagio. Tal reagio
¢ submetida a 95°C por dez segundos, temperatura de anelamento do primer pot cinco
segundos e 60°C por quatro minutos. Sua purificacao ¢ realizada adicionando 40pL de
isopropanol a 75% a cada produto de rea¢do. A amostra é mantida a temperatura ambiente

por 5 minutos e, em seguida, submetida a centrifugacao por 45 minutos (2254g). A amostra
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¢ vertida para eliminagdo do isopropanol e, em seguida, recebe 10 ul. de etanol a 70%, a
qual é submetida a centrifugacdo por 45 minutos (2254g). O etanol ¢ eliminado vertendo as
amostras, as quais sao aquecidas a 60°C por 5 minutos para evaporacio de todo etanol
restante. Essas amostras serdao mantidas a 4°C, protegidas da luz até o momento da corrida

no aparelho sequenciador, quando sdo ressupendidas em tampao para injegao.

Todas as alteragbes potencialmente patogénicas que foram identificadas, tanto na
triagem de mutagoes em genes candidatos, quanto na analise dos experimentos de captura e
sequenciamento, também foram estudadas em um grupo controle composto de no minimo
100 individuos normais. Esta etapa foi realizada para certificar de que nao se tratavam de

variantes polimérficas normais da populagao.

4.4. Enriquecimento, Captura e Sequenciamento em Larga Escala:

Desde sua publicagao por Frederick Sanger e colaboradores em 1977 (75), o
método de sequenciamento com dideoxinucleotideos terminadores de cadeia, ou método
Sanger, foi amplamente adotado para estudos de genética molecular nos mais variados
organismos e com os mais diferentes propositos, alcancando o campo do diagnéstico
clinico. Entre as vantagens sobre os métodos existentes a época estavam a baixa toxicidade
dos reagentes e a maior eficiéncia, que foi aprimorada com o surgimento dos
sequenciadores automaticos, que tornaram as analises mais rapidas 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 langamento comercial do primeiro método de sequenciamento em larga escala ou
next generation sequencing (NGS) no ano de 2005 alterou drasticamente o cenario da genomica,
ampliando a capacidade de geracao de dados e diminuindo o tempo de sua obtencao.
Desde entio, a evolugao tecnoldgica 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 trés dias, a um custo consideravelmente mais baixo, ampliando os

horizontes da pesquisa basica, aplicada e clinica (76, 77). Com a massiva geracao de dados,
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as novas técnicas de sequenciamento criaram um novo patamar de necessidades quanto a
infraestrutura computacional, ja que a grande quantidade de informacdao gerada a cada
experimento exige um grande aparato de bioinformatica que possibilite armazenar e

analisar tantos dados de imagem e de sequéncia.

Com o intuito de selecionar, direcionar e, consequentemente, economizar esfor¢os
para o sequenciamento de regioes especificas do genoma, as técnicas de enriquecimento e
captura evoluiram paralelamente ao sequenciamento em larga escala. Dentre elas, kits
utilizando o método de captura por hibridiza¢ao foram desenvolvidos especificamente para
utilizacdo em plataformas de sequenciamento wext gemeration e consiste, basicamente, na
hibridizacilo do DNA fragmentado a sequéncias complementares alvo especificas. Essa
ligacdo pode ocorrer tanto em solugao, quanto em suportes sélidos, como placas de array,

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

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

lllumina Genome Applied
Roche 454 GS FLX Sanger
Analyzer Biosystems SOLiD
Comprimento
das leituras 400 36 35 800pb
(bases)
Tempo de
10h 2,5 dias 6 dias 3h
corrida
Total de bases
500Mb 1,5Gb 4Gb 800pb

por corrida

Neste projeto foi utilizada a plataforma de sequenciamento Illumina HiSeq
(Illumina), localizada no Genoscope (Centro Nacional de Sequenciamento da Franga). Para

a captura, optamos pelo kit da Agilent SureSelect DNA Capture Array® (Agilent
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Technologies), SureSelect™” Human X-Chromosome Panel Kit, que permite a selegio de
regioes codificantes do cromossomo X humano. No protocolo desse kit de enriquecimento
e captura da Agilent (figura 10) amostras de DNA genémico sdao fragmentados, recebem
adaptadores a suas extremidades e sdao hibridizados em solugao, com uma biblioteca de
RNA biotinilada, a qual seleciona as regides de interesse. A essa solucio de fragmentos de
DNA sao 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 nao capturados sao descartados, a solucdo ¢ lavada para a retirada
das beads magnéticas e os fragmentos de DNA de interesse sio, entio, amplificados,
utilizando os adaptadores para a ligacio dos primers universais, para serem submetidos ao

sequenciamento.

O DNA genémico de quatro individuos selecionados da familia com ligag¢ao para a
regido Xq27.1-q27-3 foi avaliado nessa etapa. Trés destes individuos siao afetados e
possuem o mesmo haplétipo, enquanto um deles nao é afetado pela PPB e possui um
haplétipo diferente dos anteriores. Além disso, dois dos individuos selecionados sao mae e

filho, possibilitando uma melhor observacdo da segregacdo dos alelos.
Os parametros iniciais para a analise dos dados obtidos foram:

e Abrangéncia de todo o cromossomo X;
e Leituras de alta qualidade: pelo menos 6 leituras;

e Indiferenca quanto a presenca nas bases de dados HapMap, 1000 genomes e

dbSNP 132.
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Figura 10: BEsquema ilustrativo do protocolo para uso do SureSelect'” Human X-

Chromosome Panel Kit, da Agilent Technologies (modificado do protocolo fornecido pelo

fabricante em www.agilent.com).
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Figura 13:

Lista de SNPs fornecida pelo Pipeline do Genoscope baseada nas sequéncias analisadas.
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5. ANALISE IN SILICO:

A analise 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
avaliacido dos produtos do sequenciamento, listando os SNPs mapeados, sua localizacao
cromossomica, e links para bancos de dados das alteragdes ja descritas. As alteragoes
identificadas na analise dos resultados foram avaliadas utilizando os algoritmos listados na

tabela 6.

Tabela 6: Algoritmos utilizados para a analise 7 silico das alteracoes detectadas.

Nome do algoritmo Enderego
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 alteragbes nao-sinonimias identificadas na triagem de mutagbes em genes
candidatos também foram avaliadas com esses softwares, com exce¢ao do Polyphen®, que nio

se encontrava mais disponivel na rede.

Os softwares MutPred®, Polyphen®, Polyphen2® e SNPs&GO® avaliam a substitui¢io
da base nitrogenada baseando-se numa combina¢ao de parametros funcionais e estruturais das

proteinas, enquanto o SIFT® e o Panther” consideram informagoes evolutivas para tal (79).
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Além desses algoritmos, também foi utilizada a escala Grantham (80), um método que
avalia a troca de aminoacidos considerando sua composi¢ao, polaridade e volume molecular.

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

Tabela 7: Classificacao de valores para escala Grantham

Score Predicdo

0-50 Conservativo
51-100 Moderadamente conservativo
101-150 Moderadamente radical

>150 Radical

6. IDENTIFICACAO DE ALTERACOES NOS DEMAIS INDIVIDUOS DA
FAMILIA:

Através dos dados obtidos com a analise de predi¢ao de mutagdo, 15 alteragoes foram
selecionadas para também serem avaliadas nos demais individuos da familia ligada a regiao
Xq27.1-q27.3 (afetados e nao afetados) de forma a possibilitar uma correlagio entre a
segregacao dos alelos e o quadro clinico. Para tal, primers foram sintetizados flanqueando a
regiao da alteracdo (anexo 1 — tabela 7), no intuito de amplificar a sequenciar pela técnica de

Sanger o DNA dos demais individuos.
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7. CLONAGEM DO GENE SPANXCPARA VALIDAGCAO DE ALTERACAO:

Analises de bioinformatica nao permitiram a construcdo de primers totalmente
especificos para SPANXC, devido a sua alta homologia com outros membros da familia
SPANX, por isso ele foi amplificado por PCR juntamente com o gene SPANXD, que foi o
maximo de especificidade obtida com a técnica. Para a separagdo dos alelos dos genes e
confirmacao da alteragdo identificada pelo sequenciamento realmente pertencer ao gene
SPANXC, e nao a outro gene da familia SPANX, os produtos de PCR foram clonados em

vetores pPGEM®T Easy (Promega), seguindo o procedimento a seguir.
a) Ligacao dos fragmentos de DNA

Para a ligacao dos fragmentos em pGEM-T Easy preparou-se uma solugdo composta
de cerca de 100ng do vetor, o inserto a ser ligado (3x a quantidade do vetor), 5puL. do tampao

2X da ligase (Promega) ¢ 1,0ul. da T4 DNA ligase (Promega, 3U/puL). Esta solucio foi

mantida a 16°C por 12-16 horas e em seguida foi estocada a -20°C.
b) Transformacio bacteriana

As células competentes de FEscherechia coli DHb5a, armazenadas a —80°C, foram
descongeladas em gelo. Adicionou-se a estas cerca de 10ulL da reagao de ligagao. A mistura
permaneceu em gelo por 30 minutos em seguida foi levada a temperatura de 42°C por um
minuto e 30 segundos e novamente levada a gelo por 1 minuto. Em seguida adicionou-se de
400 a 800uL. de meio SOC sendo a cultura levada a agitacdo vigorosa a 37°C por uma hora.
Cerca de 200uL foram plaqueados em placas LB-agar mais o antibiético apropriado. As placas

foram deixadas em incubadora a 37 °C por 12-18 horas.
¢) Extracao de DNA plasmidial (Mini-Prep)

Utilizamos a mini-prepara¢ao caseira, que consiste de ressuspensao com 300ul da

solucdo 1 (Tris-HCI 50mM, pH 8.0, EDTA 10mM, pH 8,0 e 6ul de RNase 1mg/mL), seguido
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da adi¢do de 300ul de solu¢ao 2 (NaOH 200mM, SDS 1%, agitacdo por inversio suave do
tubo cinco vezes, incubagdo a temperatura ambiente por 5 minutos, 300ul de solugdo 3
(acetato de potassio 3M, pH 5.5), agitacdo por inversio, centrifugacido a temperatura a 14°C
(1000g) durante 10 minutos, transferéncia de 700-800ul do sobrenadante para um novo tubo,
precipitacao primeiro com 400ul de isopropanol seguida de inversao e centrifugagao a 1000g
por 10 minutos a 4°C, descarte do sobrenadante, nova precipitacdo com 500ul de alcool etilico
70%, inversao do tubo e centrifugacio durante 5 minutos a 1000g, descarte do sobrenadante e

elui¢ao em 30ul de 4gua deionizada.

8. BUSCA DE ALTERACOES ESTRUTURAIS ATRAVES DA TECNICA DE
SNPARRAY:

Para avaliar a possibilidade de grandes delegcdes ou alteragdes estruturais na regiao
Xq27.1-27.3, utilizamos a técnica de SNParrazy para analisar o DNA gendmico de pacientes da
Familia 1. O kit utilizado foi o CytoScan HD da Affymetrix, seguindo as recomendagbes do
fabricante. Este kit permite a detec¢dao de aberragdes cromossomicas e SNPs, com mais de 2,6
milhées de marcadores de copy mumber. 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 analise, trés individuos afetados foram selecionados da Familia 1, de acordo
com a qualidade do material genético disponivel, e estes estio indicados no heredograma na

figura a seguir.
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Figura 14: Heredograma indicando os individuos cujo DNA foi avaliado através da técnica de
SNParray.

O protocolo, com duracao de quatro dias, se divide em dez etapas, descritas

resumidamente a seguir:

a) Digestao das amostras de DNA com a enzima Npl:

Cada amostra de DNA, a 50ng/ul, foi submetida a uma reacio de digestio
adicionando 1ul de enzima Nspl, 2ul de tampao da enzima, 0,2ul de tampao BSA e 11,55ul de
agua. As reagoes foram processadas em um aparelho termociclador (Mastercicler Gradiente

Eppendotf®) sob temperatura de 37°C por 120 minutos e 65°C por 20 minutos.

b) Reacao de ligagao com adaptadores:

Para a reagao de ligacao, foram adicionadas as amostras de DNA processadas 0,75ul de

solu¢ao com adaptadores a 50uM, 2,5ul. de tampao T4 DNA Ligase 10x e 2ul. de enzima T4
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DNA Ligase. Em seguida as rea¢oes foram levadas a um aparelho termociclador (Mastercicler

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

¢) Amplificacdo dos fragmentos por PCR

As amostras de DNA digeridas e ligadas a adaptadores foram diluidas com 75uL de
agua e, para cada amostra, sete aliquotas de 10uL. foram transferidas para uma nova placa, para
amplificacdo dos fragmentos através da técnica de amplificacao em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando os reagentes a seguir: 39,5ul. de agua, 10 ul. de tampao TITANIUM Tagq PCR 10x,
20uL de reagente GC-Me/t, 14ul. de ANTP a 2,5mM, 4,5ul. de primera 100pM e 2ul. de enzima
TITANIUM Taq DNA Polimerase 50x. A reag¢ao 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 reagao foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 2% para verificagdo do padrio

de amplificagao dos fragmentos.

d) Purificacio:

A purifica¢ao das amostras amplificadas foi realizada com beads magnéticas e etanol em

um procedimento baseado em repetidas centrifugagcdes e um suporte magnético.

e) Quantificacio:

As amostras purificadas foram avaliadas quanto a concentracio ideal (4500 a 7000ng/uL) e sua

pureza foi observada pelas relagdes de absorbancia (A260/280 entre 1,8 e 2,0 e A320 < 0,1).
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f) Fragmentacao:

Os produtos da purificagao sio, entdo, fragmentados utilizando reagentes especificos,
além de 4gua e tampao, fornecidos pelo fabricante para a preparacao de um Master Mix de
fragmentacao. A solugdo ¢ 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 padrio de fragmentagao ¢ avaliado por eletroforese em gel de agarose 3%.

g) Marcacio do DNA:

O proximo passo foi adicionar ao 51plL de cada uma das amostras 14ul. de tampao
TdT 5x, 2ul. de DNA Labeling Reagent 30mM e 3,5ul. de enzima TdT e submete-los as
temperaturas de 37°C por 4 horas e 95°C por 15 minutos, utilizando um aparelho

termociclador (Mastercicler Gradiente Eppendorf®).

h) Hibridacao:

O DNA marcado recebeu 165ul. de Hyb Buffer Part I, 15ul. de Hyb Buffer Part II,
7ul de Hyb Buffer Part III, 1ul. de Hyb Buffer Part IV e 2uL. de Oligo Control Reagent 0100.
Em seguida, foi feita a desnaturacio em aparelho termociclador (Mastercicler Gradiente
Eppendorf®) a 95°C por 10 minutos. As amostras, aplicadas aos chips, foram colocadas no

forno de hibridacdo por 16 horas a temperatura de 50°C e rotagdo de 60rpm.
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1) Lavagem:

Apbs a hibridagao, os chips passaram pela estagao de lavagem com tampdes (GeneChip
Fluidies Station 450, Affymetrix®) que realiza automaticamente um processo de injecio de

solugoes para remover residuos em excesso.

1) Escaneamento:

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

1.1. Gene SRPX2:

As reagoes de PCR para cada um dos 11 exons do gene SRPX?2 foram protocoladas, no

intuito de determinar sua temperatura de anelamento ideal, além da propor¢ao dos reagentes.

Na analise cromatografica por DHPLC dos produtos de amplificagdo de todos os

pacientes, foi observado um padrao diferenciado de retencdo em dois pacientes, no exon 1,

quando comparados aos controles (figura 15).

Figura 15. Anidlise cromatografica permitindo observar os picos de retencdo de paciente

alterado (lilas) e controle (vermelho).

Tais fragmentos foram submetidos a seqienciamento por eletroforese capilar

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

na 82" base do éxon 1 (figura 16), um polimorfismo ja descrito e identificado como refSNP 1D

rs1343213.
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Figura 16. Anilise de seqienciamento por eletroforese capilar do exon 1 de paciente com
alteracao no DHPLC, destacando local da alteracio.

Ainda no exon 1 desse gene foi encontrado outro perfil cromatografico alterado (figura
17) em dois pacientes. Cinquenta controles nao relacionados foram testados e nao

apresentaram o mesmo perfil cromatografico.

Figura 17. Anidlise cromatografica permitindo observar os picos de retencio de paciente
alterado (azul) e controle (preto).

Ja a analise cromatografica do exon 9 indicou cinco diferentes padroes
cromatograficos. Sendo assim, decidimos sequenciar diretamente o exon 9, no qual nao foram

detectadas alteracdes.
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Também encontramos uma alteracio intronica nao descrita na base de dados do NCBI
(72) em quatro pacientes de nossa amostra (Figura 18), trata-se de uma transversio de uma

citosina para uma adenina na posi¢ao c¢.1095+8C>A.

Para os demais exons foram encontrados padroes de retengao cromatografica alterados

em varios pacientes, mas a analise de sequenciamento nao apontou nenhuma alteracao.

Figura 18. Cromatograma de sequenciamento por eletroforese capilar mostrando a
transversao citosina para adenina (SNP intronico) em heterozigose (seta).

1.2. Gene AFFZ

A analise do gene AFF2 através da técnica de DHPLC foi realizada até o inicio do
exon 20 para todos os pacientes do projeto. Os parametros 6timos para a reagao de PCR
foram estabelecidos e seus perfis de retengao comparados a controles. Algumas rea¢oes nao
funcionaram perfeitamente, nao permitindo a leitura do cromatograma e foram sequenciadas

diretamente.

Dos padrées alterados, o sequenciamento por eletroforese capilar identificou duas
alteragbes. Uma delas, encontrada em cinco pacientes, ¢ uma substituicao de uma timina por
uma guanina no intron 15 e é um polimorfismo ja descrito, denominado refSNPID

rs16994895 (figura 19). Sua descricio nao o relaciona a nenhum quadro patogénico. A 2°
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alteracdo, encontrada em dois pacientes, ¢ uma troca de uma citosina por uma adenina na 843°
base do exon 11 (c.2400C>A). Nao foi encontrada descricao dessa alteracao na literatura, em

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

] Chromas - BO7 [E=NECmEEE
File Edit Options Help
File B07.abd__Sequence Mame: B07 __Run ended: Dec 3, 2008
80 a0
ES T T A A G G A T G T A T G T T T C A
<] = v

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

O exon 20 foi analisado por seqiienciamento direto e ja que o mesmo se trata de um
exon extenso, dividimos o produto a ser amplificado em trés partes. Nao foi identificada

alteracao em nenhuma delas.

1.3. Gene SLITRK?

A anilise dos produtos de amplificacio por DHPLC identificou varios padroes de
eluicao, que foram sequenciados. A visualizagdo dos cromatogramas para o produto de
amplificagao referente ao exon 1.2 (fragmento 2 do exon 1) revelou quatro padrées

cromatograficos, descritos a seguir.
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Para a temperatura de analise de 57,5°C no DHPLC foi identificado um paciente com
padrao alterado, no entanto, o seqiienciamento automatico nio evidenciou nenhuma alteragao

neste paciente em relacao a sequéncia controle.

Para a temperatura de analise de 59,5°C no DHPLC foram identificados cinco
pacientes com padrao alterado. A analise do sequenciamento destes individuos nao identificou

nenhuma alteracao.

Para a temperatura de analise de 59,5°C no DHPLC foram identificados dois pacientes
com outro tipo padrio alterado. O seqiienciamento também nido evidenciou nenhuma

alteracio.

Para a temperatura de analise de 59,5°C no DHPLC foram identificados seis pacientes
com mais de um tipo de padrio alterado. O sequenciamento dos mesmos nao evidenciou

nenhuma alteragao nos produtos de amplificacdo referentes a estes produtos de amplificagao.

A anilise de DHPLC na temperatura de 61,1°C nao pode ser realizada, sendo assim
sequenciamos todos os pacientes. Novamente nenhuma alteragao na sequencia dos pacientes

foi encontrada.

A visualizagao dos cromatogramas para o produto de amplificagao referente ao exon

1.3 (fragmento 3 do exon 1) revelou quatro padres cromatograficos, descritos a seguir.

Para a temperatura de analise de 57°C no DHPLC foram identificados dois pacientes
com padrao alterado. O sequenciamento automatico dos mesmos nao evidenciou nenhuma

alteragao na sequencia de nucleotideos.

Para a temperatura de analise de 57°C no DHPLC foram identificados mais dois

pacientes com outro tipo de padrio alterado (Figura 20). Um deles, pela analise de
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sequenciamento automatico, nio demonstrou nenhuma alteragao, no entanto o outro paciente

possui o SNP 152748588 T>C, ja descrito no NCBI, em homozigose (Figura 21).

Para a temperatura de analise de 58,7°C no DHPLC foi identificado um paciente com
padrao alterado. A anilise do seqiienciamento identificou uma transi¢ao de timina para citosina
em um paciente do sexo masculino com polimicrogiria perisylviana posterior bilateral, esta

alteragdao é o SNP rs2748588 T>C, o qual ja esta exemplificado na Figura 21.

1 2 3 ES 5 [} mi

Figura 20. Analise cromatografica do gene SLITRK? exon 1.3 mostrando padroes de retengdao
diferentes identificados em pacientes com PMG. O pico verde ¢ o mais comum e o pico azul é
o menos comum. A seta indica a diferenga entre os picos.

Para a temperatura de analise de 61,6°C no DHPLC foi identificado um paciente com
padrao alterado (Figura 22). O seqienciamento automatico evidenciou duas alteragoes de
sequencia, uma delas é o SNP rs2748588 T>C, exemplificado na Figura 26, a outra ¢ uma
transicdo em homozigose de timina para citosina também ja descrita no NCBI como SNP

£52748589 T>C (Figura 23).

108 resultados



PN

o
UNICAMP

Ton 10 120
[A]GAAATCGTCCAACTC c o6 L6 T 6 A € T &

ol e YR

130 140

[B] G A A A T C G T coC A A c T [ O C G A G T

150
G

F

C T G

Figura 21. [A] Cromatograma de seqienciamento automatico mostrando o SNP rs2748588
T>C. [B] Cromatograma de seqiienciamento automatico mostrando a sequencia selvagem

m

Figura 22. Analise cromatografica do gene SLLITRK2 exon 1.3 mostrando padroes de retengao
diferentes identificados em pacientes com PMG. O pico rosa é o mais comum e o pico azul é

o menos comum (alterado).
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5o 260 270
[A]CCAGACCAAGTCCCCTGTGCCTCTCAC

270 280
[B] A G A C C A E G T C T C C T G T G C C T C

Figura 23. [A] Cromatograma de seqiienciamento automatico mostrando o SNP rs2748589
T>C. [B] Cromatograma de seqienciamento automatico mostrando a sequencia selvagem.

A visualizagio dos cromatogramas para o produto de amplificagdo referente ao exon

1.4 (fragmento 4 do exon 1) revelou dois padrées cromatograficos, descritos a segui.

Para a temperatura de analise de 56,4°C no DHPLC foi identificado um paciente com
padrao alterado. A analise por seqiienciamento automatico niao evidenciou nenhuma alteragao

de nucleotideos neste produto de amplificagao.

Para as temperaturas de 58,9 e 59,9 °C a analise por DHPLC identificou varios padroes
de eluicdo. O sequenciamento da maioria deles nao identificou nenhuma alteracio na
sequencia de nucleotideos, no entanto noés identificamos em um paciente o SNP

1s2748589C>T ja descrito na base de dados do NCBI (Figura 24).

A visualizagio dos cromatogramas para o produto de amplificagdao referente ao exon

1.5 (fragmento 5 do exon 1) revelou os padroes cromatograficos a seguir.

110 resultados



PN

o
UNICAMP

210 220
[A] cC c C T A A C cC A G G T T G A A T C T G A G A A

200 210 221
[B] cC o T A A C cC A G G c T G B A T C T G B G B A kY c

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

Para a temperatura de analise de 59°C no DHPLC foi identificado outros pacientes

com padrio alterado. O sequenciamento de um deles identificou uma transi¢ao de timina para

citosina, g.144905816T>C (Figura 20).

-

Figura 25. Analise cromatografica do gene SLITRK?2 exon 1.5 mostrando padrées de retengao
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 diferenca entre os picos.
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130

110 20
T & & T T T G 6 6 xlCT G T TG T T G T T T T C

Figura 26. Cromatograma de seqienciamento automatico mostrando a transicao de timina
para citosina em heterozigose.

T

1.4 Gene SLITRK4

A visualizagdo dos cromatogramas para os produtos de amplificagao referentes ao exon

2.3 (tfragmento 3 do exon 2) revelou os quatro padrdes cromatograficos descritos a seguit.

Para a temperatura de analise de 57,8°C no DHPLC foi identificado um paciente com
padrao alterado. O seqiienciamento automatico nao revelou nenhuma alteragao de

nucleotideos para este fragmento amplificado.

Para a temperatura de analise de 57,8°C no DHPLC foi identificado um paciente com
outro padrio alterado. O seqienciamento automatico nao revelou nenhuma alteragdo de

nucleotideos para este fragmento amplificado.

Para a temperatura de analise de 57,8°C no DHPLC foi identificado um paciente com
mais um tipo de padrao alterado. Novamente o seqiienciamento nio evidenciou nenhuma

alteracio.

Para a temperatura de analise de 59,2°C no DHPLC foi identificado um paciente com
um tipo de padrio alterado. O seqiienciamento nao identificou nenhuma alteracao no produto

de amplificagdo analisado.
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A visualizacdo dos cromatogramas para os produtos de amplificagao referentes ao exon
2.4 (fragmento 4 do exon 2) revelou varios padrées cromatograficos de eluigdo. O

sequenciamento nao evidenciou nenhuma alteragao.

Ja a visualizagdo dos cromatogramas para os produtos de amplificacao referentes ao

exon 2.5 (fragmento 5 do exon 2) revelou os padrdes cromatograficos a seguir.

Para a temperatura de analise de 56,4°C no DHPLC foram identificados quatro
pacientes com um padrao alterado. O seqiienciamento automatico nao evidenciou nenhuma

alteragdo na sequencia de nucleotideos deste fragmento.

Para a temperatura de analise de 56,4°C no DHPLC foi identificado um paciente com
outro tipo de padrio alterado. Também nao foi identificada nenhuma alteracio por

seqiienciamento automatico.

Para a temperatura de analise de 57,8°C no DHPLC foi identificado um paciente com

um padrio alterado. Nenhuma alteracio foi identificada por seqiienciamento automatico.

Para a temperatura de analise de 57,8°C no DHPLC foram identificados dois pacientes

com um padrao alterado. Nenhuma alteragdo foi identificada por seqiienciamento automatico.

A visualizacao dos cromatogramas para os produtos de amplificacdo referentes ao exon

2.6 (fragmento 6 do exon 2) revelou os dois padrdes cromatograficos a seguir.

Para a temperatura de analise de 57,5°C no DHPLC foram identificados varios tipos de

padrdes de eluicao. O seqienciamento automatico nao evidenciou nenhuma alteragao.

Para a temperatura de analise de 58,3°C no DHPLC foram identificados quatro
pacientes com um padrio alterado. Nenhuma alteragao foi identificada por seqiienciamento

automatico.
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A visualizacdo dos cromatogramas para os produtos de amplificagao referentes ao exon
2.7 (fragmento 7 do exon 2) revelou varios padrées cromatograficos de elui¢do, mas sem

alteragoes identificadas pelo sequenciamento automatico.

1.5. Gene TUBAIA:

O sequenciamento dos exons do gene TUBA7.A revelou cinco trocas de base, todas no
exon 4 do gene. As cinco alteragoes ja foram descritas e constam no banco de dados de SNPs

do NCBI (72).

Tabela 8: Alteracoes identificadas na andlise por seqlienciamento por eletroforese capilar do
gene TUBATA.

ALTERACAO RefSNP CARACTERISTICA N2 DA FIGURA
1 c.440A>G rs1056875 Sinonimia 27
2 c.453G>C rs697624 Sinonimia 28
3 c.510T>C rs1065741 Sinonimia 29
4 c.522G>A rs61730859 Sinonimia 30
5 ¢.1008G>A rs1062432 Sinonimia 31
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L Rele.m ._-llll I.l__________'_-lJ

E.-’-'-..-i‘-.ET TAT E.ﬂ.E.ﬁ.GGE.ﬂ..ﬂ.ﬁG.ﬁ..ﬂ.G.ﬂ.T GCTGCCAATAAN

[A]

CAACTTAT E.&E.&GGE.&.&EG&.&G.&T GCTGCCAATAXY
[B]

CAAL TTATCACLA GLCAAGDGAAGAT GETGELAATAA

Figura 27. Anilise de sequenciamento que identificou a altera¢ao sinonimia rs1056875. No
cromatograma A se observa o local da troca de base de individuo heterozigoto, enquanto em B
se observa a leitura de cromatograma considerado normal.

Hln.._.--aallllllllllll-lllll..ll-J

[A]

LT UL T ql.llln-llllll
-EiECEEﬂGETTTEEﬁEAGE

ol T L,Jmut

TTETEE.-‘-‘«TTTAEEEGGEAECCEAGGTTTEEACAGE

Figura 28. Anilise de sequenciamento que identificou a alteracdo sinonimia rs61730859. No
cromatograma A se observa a leitura de cromatograma considerado normal, enquanto em B se
observa o local da troca de base de individuo heterozigoto para a alteragao.
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TICTHEAGTTCACCTCGETGCTCATRHRGAACGTLCT

Il

Figura 29. Anilise de sequenciamento que identificou a alteragdo sinonimia rs697624. No
cromatograma A se observa o local da troca de base de individuo heterozigoto, enquanto em B
se observa a leitura de cromatograma considerado normal.

JLLLLLLLLELLEE LLLLEL M. .......'“I
TCCAAGCT R 4 - yCACECES

“ uﬂ_l.

[B]

CCAAG

Figura 30. Analise de sequenciamento que identificou a alteracdo sinonimia rs1065741. No
cromatograma A se observa o local da troca de base de individuo heterozigoto, enquanto em B
se observa a leitura de cromatograma considerado normal.
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EEATTGEE.&EEATE.&.&?.&EE.&.&.GEGT.-’-‘-.EE.-'l'-.TEE.ﬂ

[A]

CCATTGCCACCATCAARACCAAGCEGTACCATCC A

l-----_m------- - o o Eom

I:I:.-’-'-.TTGEE.&EEATEA.&E.&EE.&.&GEGT.&.EE.&.TEE.-ﬁ
[B]

CLATIGC CAL CAI CAAGALCAAGC GBI ACC AT C CA

Figura 31. Analise de sequenciamento que identificou a alteragao sinonimia rs1062432. Em A
se observa o local da troca de base de individuo heterozigoto, enquanto em B se observa a
leitura de cromatograma considerado normal.

1.6. Gene TUBAS:

Na anilise do sequenciamento dos exons do gene TUBAS foi identificada a
substituicao ¢.816C>T, que consta na base de dados de SNPs do NCBI (72) como 152234332

e ¢ sinonimia, ou seja, ndo resulta em troca de aminoacido na tradu¢ao do gene.
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[A]
TTCLCGLTGGICACCTIAY GCRCLCCAT CATCTCIGE
B A EERREREEERERREIERRERERRERIEGRERERBRERERE R
TTEEEGETGGTEﬂEETﬁEGEGEEEﬁTEﬁTETETGE
[B]

Figura 32. Analise de sequenciamento que identificou a alteragao sinonimia rs234332. Em A
se observa o local da troca de base de individuo heterozigoto, enquanto em B se observa a
leitura de cromatograma considerado normal.

1.7. Gene TUBBZ2B:

O seqlienciamento dos exons desse gene identificou a dele¢aio 1607delT, ja descrita

como o SNP 1567130760 e cuja localizacao esta na regido nao codificante.

L--qiluiqqulqqunnlll-q-qnq.-qlql
TCACTGTTGCCTGTCAETTTTTTITTICCTTITTT

bttt

3 e i 5 e e T e 6 e 5 1 8

Figura 33. Anilise de sequenciamento que identificou a alteragao 1s67130760. No
cromatograma observa-se o local no qual hd auséncia de uma timina.
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1.8. Gene WDRo62:

A analise do gene WDRG62 foi realizada através de sequenciamento pelo método de

Sanger e identificou doze alteragoes (tabela 9), todas ja descritas anteriormente e constando em

bancos de dados. Dessas doze alteragdes, apenas duas resultam em troca de aminoacido na

proteina traduzida e uma localiza-se em regiao de sitio de splicing. As demais oito alteragdes

sdo intronicas e uma ¢ silenciosa

Tabela 9. AlteracGes identificadas no seqiienciamento do gene WDR62

Alteracdo RefSNP Caracteristica Figura
1 c.700-18C>T rs10423651 Intrénico -
2 ¢.1233+13C>T rs76130844 Intrénico -
3 c.1371+138C>T rs116976346 Intronico -
4 c.1371+92T>C rs7246292 Intrénico -
5 c.1415A>C rs147021603 Q472P 34
6 c.1641G>A rs2301734 sitio de splicing 35
7 ¢.1643-10C>T rs4806263 Intrénico -
8 c.1768+28G>A rs77938609 Intrénico -
9 €.2147-34G>A rs2301736 Intrénico =
10 c.2271G>A rs61494900 Sinonimia -
11 c.3082+76G>T rs2311004 Intrénico -
12 c.3914A>T rs2074435 Q1305L 36

Onde L = leucina, Q = glutamina, P = prolina
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[A]
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-.'-. llﬂl-"-. ---.- ™o ——-,- ]
TGGCCACTCCC GGE.#GEEE.-’-‘-..-’-‘-.E.-’-‘-.E.-’-‘-.EEE.-’-‘-.[
[B]

Figura 34. Analise de sequenciamento que identificou a alteracao rs147021603. Em A se
observa o local da troca de base de individuo heterozigoto, enquanto em B se observa a leitura
de cromatograma considerado normal.

EEA.-‘-‘-.GEC.&GAG.&.EEGGTG.-‘-‘-.GEEEGEK-‘-.G

[A] \ |
ﬂ |1 Illll \
CCAAGCCAGAGACGGOGGTGAGCCCGCARG
L L LB ey I e T h.1..
EE#«AGEEAGAG.&C?GGTGAGEECGEF—'«G
[B]

“‘mhl\:\[\/\i@%{\l\f\ﬁﬂm

EE&AGEEAGAGACHGGTGAGEECGE&.G

Figura 35. Analise de sequenciamento que identificou a alteracao rs2301734. Em B se observa
o local da troca de base de individuo heterozigoto, enquanto em A se observa a leitura de
cromatograma considerado normal.
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GECIGIGATEEG TEEIG NG CEEECOIGLATAEL CAGE

AL LLL L LLLLL ELLLE LLELLL LLLLLLLL R LLAL.
GCETGTG.&TGGGETEETGE'\i\-"GEEEEECGTGG.-’-‘-.T.-’-‘-.EEE;’-‘-.GE

 EC LT ATGEEL P BT G WGEE L PG IGOATACECAGE

B
[E] GCETGTG.&TGGGETEETGE;GEEEEECGTGGF—'«T.&EEEF—'«GE

GEETGTGATGGGET EETGETGEEEEEEGTGGF—'«TAEEEF—'«GE
_——— e 0 -1

Figura 36. Analise de sequenciamento que identificou a alteragdo 1s2074435. No
cromatograma A, observa-se a leitura considerada normal. Em B, observa-se o cromatograma
de um heterozigoto para a alteracio. E no cromatograma C , observa-se a leitura de um
individuo homozigoto para a alteragao.
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2. ANALISE IN SILICO DE RESULTADOS DA TRIAGEM DE MUTACOES EM
PACIENTES ESPORADICOS E PEQUENAS FAMILIAS:

As alteragbes nao sinonimias identificadas na triagem de mutagdes em pacientes
esporadicos e nas pequenas familias foram analisadas utilizando os algoritmos SIFT, Polyphen,
Polyphen 2, SNPs&GO, MutPred e Panther. Os resultados dessa analise (tabela 10), apesar de
heterogéneos, apontaram um potencial patogénico mais significativo para a alteragao

identificada no gene AFF2.
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Tabela 10: Analise i» silico das alteracoes identificadas pela triagem de mutagoes através de DHPLC e sequenciamento pelo método
de Sanger.

Ganho de metilagdo
em N800 (P =0.0231)

Ganho de sitio de Possivelmente

N80OK 0.523 o B Tolerado o neutro 4 -3.09554 0.52387
ligagsio MoRF (P = prejudicial

0.0281)

Ganho de
ubiquitinagdo em N800
101 - (P =0.0369)

1 AFF2 AAC/AAA moderadamente

radical

Ganho de metilagdo
em N767 (P = 0.0206) transcrito

Ganho de sitio de Possivelmente

N767K 0.514 ligacio MORF (P = Tolerado orejudicial n3o consta -3.09554 0.52387

0.0281)

Ganho de
ubiquitinagdo em N767
(P =0.0369)

no Uniprot
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N441K

N767K

76 -

rs147021603 Q472P moderadamente

conservativo

113 -

rs2074435 Q1305L

moderadamente

radical

Ganho de metilagao
em N441 (P = 0.0148)
Ganho de sitio de
ligagdo MoRF (P =
0.0281)

Ganho de
ubiquitinagdo em N441
(P =0.0325)

Ganho de metilagdao
em N767 (P = 0.0191)
Ganho de sitio de
ligagdo MoRF (P =
0.0281)

Ganho de
ubiquitinagdo em N767
(P =0.0351)

Gain of glycosylation at
Q472 (P = 0.0098)

Gain of catalytic
residue at Q472 (P =
0.0134)

Perda de folha (P =
0.0315)

Possivelmente
Tolerado Lo
prejudicial

Possivelmente
Tolerado Lo
prejudicial

Tolerado Benigno

Tolerado Benigno
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ndo consta

no Uniprot

transcrito
ndo consta

no Uniprot

transcrito
nao consta

no Uniprot

neutro 10

-3.09554 0.52387

-3.09554 0.52387

position does not align
to the HMM

position does not align
to the HMM
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Perda de acessibilidade

asolvente (P =0.0231) transcrito position does not align
Perda de d d P .

Qi3ioL 0.280 ir'ozs_:) esordem { Tolerado Benigno ndo consta to the HMM
Perda de hélice (P = no Uniprot
0.0626)

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

Para efeito de interpretacdo dos resultados, o algoritmo MutPred® oferece um “general score”’, que setia a probabilidade de uma
substituicdo de aminoacidos ser deletéria ou patogénica, adicionado de uma lista com as cinco principais possibilidades de
consequéncias geradas por tal alteragdo, com seus respectivos valores P para o impacto sobre certa estrutura ou propriedade

funcional. Ja no caso do algoritmo Panther®, o parametro P estima a probabilidade de uma dada variante causar um efeito

deleterious

deletério sobre uma fungao proteica e tal parametro é gerado a partir do score subPSEC. Quanto mais negativo o score subPSEC, mais

severa ¢ a substituicio e maior é o P » podendo este variar de O a 1.

deleteriou;
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Essas trés alteragdes foram testadas em grupo de 100 individuos controle através de
sequenciamento pelo método de Sanger, e nenhuma delas foi encontrada nos individuos

normais.

3. AVALIACAO DA REGIAO CANDIDATA - CAPTURA E SEQUENCIAMENTO
EM LARGA ESCALA:

Para essa etapa foram selecionados quatro individuos da familia, representando as trés
geragdes que estudamos, incluindo um individuo nao-afetado, para efeitos de comparagiao. Tal
selecao baseou-se, principalmente na qualidade do DNA disponivel para o experimento,

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

(Figura 64).

o N N

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

A técnica de captura da Agilent seguida por sequenciamento Illumina caracteriza-se por
proporcionar uma alta cobertura das regides analisadas, assim como precisao das leituras. Em

uma comparagao entre as plataformas de sequenciamento next generation Roche 454, Illumina e
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ABI SOLID, Harismendy e/ a/. (81) encontrou melhor desempenho do sistema Illumina para

os seguintes topicos: acuracia do sequenciamento, acuracia na detec¢ao de variantes, taxa de

cobertura de leitura e taxa de discrepancia 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 analise.

Tabela 11: Dados técnicos da avaliacio do DNA de pacientes da familia 1 através de captura e

sequenciamento em larga escala.

Dado Individuo | Individuo Il Individuo 111 Individuo IV

% leituras com identificagdo
97,6874032 98,2348415 94,2208018 97,7650642

no genoma

% leituras realizadas nas duas

99,1363580 99,2471718 99,2112579 99,1584549
diregGes
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 pipe/ine do Genoscope.

103170k 103180k 10300k 103200k 103210k 103220k 103230k 103240k 1032%0k 103260k 103270k 103280k 103200k 103300k 10330k 1033208 103330k 103340k 103360k 103360k
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cheis £.be1 kip | } ; ! ! { ! ;
103268k 1032668k 103268k 103268k 10368k 103268k 1030688 1632688 1032658
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Al cA1725 A :AL72T
C/T 908 80X G/R 100K 47%
AUC 1613 AUC:DLELS AUC:D2617
C/T 1008 98X G/R 98, 7E54Y BEX G/A 94,3396 53X
ALC 01857 AUC :CLB99 AUC:C1901
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L
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R
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Para a analise dos dados do seqiienciamento em larga escala utilizamos como filtro dos

SNPs identificados:

—_

Presenca de alteraciao nos individuos afetados e auséncia no individuo nao-afetado;

N

Abrangéncia de todo o cromossomo X;

3. Indiferenca quanto a presenca nas bases de dados HapMap, 1000 genomes e
dbSNP 132;

4. Alteracbes nao-sinonimias;

5. Alta qualidade de leitura (no minimo seis leituras de cada regiao);

Foram identificadas 25 alteragdes, das quais 22 estdo presentes simultaneamente nos

trés individuos afetados.

Também foram realizadas analises com diferentes parametros, como alteragoes em sitio
de splicing, alteragdes presentes na unido dos trés individuos afetados, ao invés da interseccio, e
os resultados sempre foram muito similares. Para alteracdes de cédon de parada prematuro,
nao houve nenhuma muta¢io encontrada. Além disso, optamos por manter a analise mais
abrangente, utilizando o parametro “indiferente” para a presenga nas bases de dados HapMap,
1000 genomes e dbSNP 132, de forma a garantir que todas as alteragdes segregando nos

individuos afetados fossem vislumbradas.
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Tabela 12: Lista de alteragoes identificadas pelo seqienciamento em larga escala do
cromossomo X de pacientes de familia detentora da regiao candidata

CODON

AMINOACIDO

POSICAO NO

GENE LOCALIZACAO ALTERADO ALTERADO  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 F3395 83723541 rs35161124
7 IRS4 Xq22.3 CAT/GAT H/D 107976940 rs1801164
8 MAGEC1 Xq27.2 ATT/ACT /T 140994419 rs138268726
9 MAGEC1 Xq27.2 CAG/CAC Q/H 140994066 rs140075882
10  MAGECI Xq27.2 CAT/TAT H709Y 140995315 rs56256227
11  MAGECI Xq27.2 CTC/GTC L443V 140994517 rs62611966
12 MAGECI Xq27.2 CTT/ATT 1283 140994037 rs176045
13 MAGECI Xq27.2 cTT/CCT L337P 140994200 rs57227275
14  MAGECI Xq27.2 TCC/TTC S241F 140993912 rs12558365
15  MAGECI Xq27.2 TCT/CCT S267P 140993989 rs77648555
16  MAGECI Xq27.2 TCT/TGT S406C 140994407 rs62611965
17 POF18B Xq21.1 ATG/TTG M/L 84563135 rs363774
18 RPA4 Xq21.33 GCT/ACT A/T 96139406 rs2642219
19  SPANXC Xq27.2 CTG/GTG LV 140335742 rs60435127
20 TGIF2LX Xq21.31 GCT/CCT A/P 89177109 rs11575111
21 TGIF2LX Xq21.31 GTC/ATC v/l 89177673 rs2290380
22 UBE2NL Xq27.3 TTA/TGA L/* 142967468 rs237520

Onde A = alanina, C = cisteina, D = acido aspartico, F = fenilalanina, H = histidina, I =
isoleucina, K = lisina, I. = 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. ANALISE IN SILICO DE RESULTADO DO SEQUENCIAMENTO EM LARGA
ESCALA:

As alteragdes identificadas pelo seqiienciamento 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: Analise z silico das alteracoes identificadas pelo seqiienciamento em larga escala.

Gain of catalytic

residue at S215 (P =

0.0148) Possivelmente .
0,249 Tolerado Benigno Neutro 9 -1,67 0,21
Loss of prejudicial
phosphorylation at

$215 (P = 0.0149)

Loss of
121 phosphorylation at

S89 (P =0.0148)
1 ARL1I3A rs41307262 Moderadam 0,169 Gain of catalytic

ente radical residue at S89 (P =
0.0148))

Tolerado Benigno Benigno X X -1,67 0,21

Loss of sheet (P =
0.0063) No Panther HMM
Gain of helix (P = .

0,287 0.0117) Tolerado Benigno Benigno X X hit
Loss of
phosphorylation at
5215 (P = 0.0147)
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Loss of MoRF
binding (P = 0.0291)
Loss of
0243 phosphorylation at Tolerado Provavelmente Provavelment Neutro 3 No Panther HMM
29 ’ T130 (P =0.1187) prejudicial e prejudicial :
rs5984611 hit
2 CPXCRI Conservativo Gain of sheet (P =
0.1208)
« X Tolerado Provavelmente Provavelment X X
prejudicial e prejudicial
Gain of
phosphorylation at
Y3 (P = 0.0176)
144 0,15 Loss of catalytic Tolerado Benigno Benigno Neutro 10 | NoPanther HMM
3 CPXCR1 rs5940915 Moderadam residue at Y3 (P = hit
ente radical 0.0645)
Gain of glycosylation
at T5 (P = 0.0838)
X x Tolerado Benigno Benigno X X
4 H2BFM* rs2301384 *alteracdo de codon de parada prematuro
101 Loss of disorder (P = No Panther
0.0087) L. Provavelmente Provavelmente i
5 | H2BFWT | rs17332043 | Moderadam 0,249 Deletério Neutro 1 HMM hit
Loss of methylation at prejudicial prejudicial
ente radical K90 (P = 0.0387)
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HDX

IRS4

MAGEC1

rs35161124

rs1801164

rs138268726

155

Radical

81
Moderadam
ente

conservativo

89

Moderadam

0,338

0,097

0,097

0,18

0.189

Gain of relative solvent
accessibility (P = 0.0104)
Gain of phosphorylation
at F339 (P = 0.0186)
Loss of stability (P =
0.0252)

Gain of relative solvent
accessibility (P = 0.0104)
Gain of phosphorylation
at F397 (P = 0.0186)
Loss of stability (P =
0.0252)

Gain of relative solvent
accessibility (P = 0.0104)
Gain of phosphorylation
at F397 (P = 0.0186)
Loss of stability (P =
0.0252)

Gain of helix (P = 0.0349)

Loss of loop (P = 0.0603)

Loss of MoRF binding (P
=0.0831)

Gain of glycosylation at
1410 (P = 0.0286)
Loss of sheet (P =

0.0483)

Deletério

Deletério

Deletério

Tolerado

Deletério

Possivelmente

prejudicial

Possivelmente
prejudicial

Possivelmente
prejudicial

Benigno

Provavelmente

prejudicial
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prejudicial

Benigno

N3do
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Neutro

Neutro

Neutro

10

10

No Panther
HMM hit

No Panther
HMM hit

No Panther
HMM hit
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ente Gain of loop (P = 0.0502)
conservativo
Loss of helix (P = 0.0558)
Gain of | P =0.069 L. .
0.062 ain of loop { ) Deletério Benigno
Loss of solvent
accessibility (P = 0.1144)
40 Gain of catalytic residue .
9 MAGEC1 rs140075882 c y 0.048 at Q59 (P = 0.1255) X Posrs;Yj(lirirlctiear}te
onservativo Loss of helix (P = 0.1299) prel
Gain of catalytic residue Possivelmente
0.046 at Q58 (P =0.1255) X reiudicial
ICI
Loss of helix (P = 0.1299) preju
83 Gain of loop (P = 0.024)
Moderadam Gain of solvent B N3o
10 MAGEC1 rs56256227 ente 0,15 accessibility (P = 0.0328) Deletério informado
Gain of phosphorylation
conservativo at H709 (P = 0.0401)
Gain of sheet (P =
32 0.0344) N3o
11 MAGEC1 rs62611966 0,163 Loss of catalytic residue Tolerado -
Conservativo informado
at L443 (P = 0.0716)
Loss of loop (P = 0.0804)
Gain of sheet (P = .
12 MAGEC1 rs176045 0,39 Tolerado Benigno
5 0.0344)
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Nao
informado

Nao
informado

Neutro

Neutro

Neutro

Neutro

10

10

No Panther
HMM hit

-1,40 | 0,16

No Panther
HMM hit
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rs57227275
13 MAGEC1

rs12558365
14 MAGEC1

Conservativo

0,238

0,234

98
Moderadam
ente

. 0,214
conservativo

155 0,2

Loss of stability (P =
0.1905)
Loss of glycosylation at

5278 (P = 0.1923)

Gain of sheet (P =
0.1208)

Loss of glycosylation at
S80 (P =0.1882)
Loss of stability (P =
0.1905)

Gain of sheet (P =
0.1208)

Loss of glycosylation at
S79 (P =0.1882)
Loss of stability (P =
0.1905)

Gain of relative solvent
accessibility (P = 0.0082)
Gain of loop (P = 0.0166)
Loss of helix (P = 0.0237)

Loss of phosphorylation
at $241 (P = 0.01)

Loss of glycosylation at

- Benigno

- Benigno

Tolerado Benigno

Tolerado Benigno
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Nao
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Radical P239 (P = 0.034)
Loss of sheet (P =
0.1158)
Loss of sheet (P =
0.0063)
0,22 Loss of phosphorylation - Benigno
at S43 (P = 0.0065)
Gain of loop (P = 0.024)
74
rs77648555 Moderadam
15 MAGEC1 ente 0,167 Tolerado Benigno
conservativo
Loss of glycosylation at
112 S406 (P = 0.018)
rs62611965 Gain of catalytic residue , Nao
16 | MAGECI Moderadam 0,287 Deletério
ente radical at 5406 (P = 0.0488) informado
Loss of phosphorylation
at S406 (P = 0.0601)
Loss of catalytic residue
at M349 (P = 0.046)
rs363774 15 .
Loss of phosphorylation .
17 POF1B , 0,25 Tolerado Benigno
Conservativo at $351 (P = 0.1637)
Loss of disorder (P =
0.1988)
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Nao
informado

Nao
informado

Benigno

Neutro

Neutro

Neutro

10

10

No Panther
HMM hit

No Panther
HMM hit

-2,17 | 0,30
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Gain of glycosylation at
58 A33 (P = 0.0136)
rs2642219 Moderadam Loss of ubiquitination at Beni
RPA4 t Tolerado enigno
ente K35 (P = 0.0755)
conservativo Gain of phosphorylation
at A33 (P =0.116)
Gain of MoRF binding (P
=0.0776)
Loss of helix (P = 0.079) Tolerado Benigno
Loss of catalytic residue
32 atL68 (P =0.1331)
SPANXC rs60435127 Conservativo
X Tolerado Benigno
X Tolerado Benigno
Gain of glycosylation at
A9 (P =0.0328)
TGIE2LX rs11575111 27 Gain of solvent Deletéri Provavelmente
. eleterio
Conservativo accessibility (P = 0.3194) prejudicial
Gain of phosphorylation
atT11 (P =0.3347)
Loss of sheet (P =
29 0.0228)
TGIF2LX rs2290380 C ti Tolerado Benigno
onservativo Gain of loop (P = 0.024)
Gain of relative solvent
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Benigno

Benigno

Benigno

Provavelmente

prejudicial

Benigno

Neutro

Neutro

Neutro

Neutro

10

10

10

-2,46 | 0,36
0,07 0,12
0,07 0,12
0,07 0,12
No Panther
HMM hit
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accessibility (P = 0.025)
22 UBE2NL* rs237520 *alteracdo de cddon de parada prematuro
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A partir dos resultados da andlise i silico, 15 das 22 alteragdes foram selecionadas para
investigacdo no restante da familia e para a busca em grupo de individuos controle, considerando a
predicdo de prejuizos causados pela alteragdo a protefna resultante de sua tradugdo. Os SNPs

selecionados foram os seguintes:

e Gene CPXCRT: 1s5984611.

e Gene H2BFM: £s2301384.

e Gene H2BFIWT: £s17332043.

e  Gene HDX: rs35161124.

o  Gene MAGECT: 15140075882, rs138268726, 1s56256227, 1562611966, 1s176045,
rs57227275, rs12558365, 1577648555, 1s62611965.

e Gene SPANXC: 1560435127

e  Gene TGIF2L.X: 1rs11575111.

e  Gene UBE2NL.: 1s237520.

5. BUSCA DE ALTERACOES NOS DEMAIS INDIVIDUOS DA FAMILIA 1 ATRAVES DE
SEQUENCIAMENTO PELO METODO DE SANGER:

A analise 7 silico dos resultados obtidos com sequenciamento em larga escala apontou
as alteragoes nos genes HDX, HZBFWT, CPXCR1, MAGEC1, H2BFM, TGIF2I.X,
SPANXC e UBE2NL como aquelas com maior possibilidade de relacao com a patogenicidade
do quadro clinico. A validagdo desses resultados foi realizada através de amplificagdo e
sequenciamento por eletroforese capilar das regioes, de forma a confirmar os dados obtidos no
sequenciamento em larga escala e eliminando possiveis artefatos de técnica. Além disso, o

restante da familia 1 (demais individuos afetados) foi avaliada para a presenca das mutagdes.
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RERERRREE IIIIJ

T T.&CGGAGTAATTETTCTCETEATTTTE

™
MO OV WY
T TACGEAGTAAT TCT TCTCCTCAT TTT G
™ Iﬂ!all!ll ]III

- -
EElE_H_ -0

TTAEGGAGTMTT;TTETEETEATTTT

[A]

[B]

. R WA A AIVA ]
TTACGGAGTMTTTTTCTCCTEATTTT

Figura 39. Anilise de sequenciamento que confirmou a alteragao rs35161124, no gene HDX.
No cromatograma A, observa-se a leitura de um homozigoto para a alteragdo, uma troca de
uma timina por uma citosina. O cromatograma B apresenta a sequéncia selvagem.

ERRREPRREEnEnERnEEnEnEEnn Nl
AT E.&E.&.&.&.&ETE#TTTTEG.&ETTTE

AT E.ﬁ.E.ﬁ..ﬁ..ﬂ..ﬁ.ETE.ﬁ.TTTTEG.ﬁ.ETTTE
FRRPRERPRRPRPRR R PR RR

ATCACAAAALCT EETTTTEG.E'-.ETTT

[A]

[B]

e S T 8 R B e N S

Figura 40. Analise de sequenciamento que confirmou a alteragao 1s5984611, no gene
CPXCRIT. No cromatograma A, observa-se a leitura de um homozigoto para a alteragdao, uma
troca de uma guanina por uma adenina. O cromatograma B apresenta a sequéncia selvagem.
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LI LLLLLLE _ Y1010 10]

ECCTGTETTETETEEF—'«TTTTEETE.-’-‘-.G.-’-‘-.GTE

v vy

[EEETETET FEFERFECATETFEET B G HT

[A]

EEETGTETTETETEIK-\TTTTEETEAGK-\GTE

[B]

EEETBIET I ETE TNl TT el A LAGIE

Figura 41. Anilise de sequenciamento que confirmou a alteragdo rs56256227, no gene
MAGECT. No cromatograma A observa-se a leitura de um individuo heterozigoto para a
alteragdo, a troca de uma citosina por uma timina, enquanto o cromatograma B apresenta a

leitura de individuo homozigoto.

[A] EEGG.&EGGEEEEEETG.&G.&EEE.&.&.&E

[B]

Figura 42. Analise de sequenciamento que confirmou a alteragdo rs11575111, no gene
TGIF2I.X. No cromatograma A observa-se a leitura de individuo normal, enquanto em B ¢
observada a leitura de individuo heterozigoto para a alteragio, uma troca de guanina por

citosina.
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[A]
[B]

[cl

I EER R ERREIIRIBELEERERLRA L EE
G4AGCAGGTTCACCAGGGCECTCAGCLCT

Wy

GAAGCAGGITCACCAGGGCECT CAGECT

FEERREERPEREREE R . PP
Gf-‘x.-’-‘xGE.-’-‘xGGTTE#—‘A.E;.&GGGEETE.&GEET

Jlﬁl ll |'n|| ﬁ' ﬂ

GAaAGCaGGETTCACTAGGGCCTCAGCCT

GA&GEAGGTTME:&GGGEET CAGELT

GAAGLCAGGITCALCYAGGGC LT CAGLCCET

Figura 43. Anilise de sequenciamento que confirmou a alteracao rs2301384, no gene HZBFM.
No cromatograma A observa-se a leitura de individuo normal, enquanto em B ¢é observada a
leitura de individuo homozigoto para a alteragdo, uma troca de citosina por timina, e em C se
observa leitura de individuo heterozigoto.
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(A]

[B]

[cl

Figura 44. Analise de sequenciamento que confirmou a alteragio 15237520, no gene
UBE2NL.. No cromatograma A observa-se a leitura de individuo normal, enquanto em B ¢
observada a leitura de individuo homozigoto para a alteragao, uma troca de timina por guanina,

mEER I_.,ll_ll.'_,___,,a_-

B

.&G.-’-‘-..&T.&.&GTTI.-’-‘-.G.&T.&TTTTG

VAW A

LGS ATALGTTTAGATATTTIG]

AGAATAAGTTEA Fl.-'-‘«T.-'-\TTTTG

.&G.&.&T.&.&GTT?.&G.&T.&TTTTG

AN AANANA,

S AAT A SGTTEAGATATTTIR

e em C se observa leitura de individuo heterozigoto.

Figura 45. Anilise de sequenciamento que confirmou a alteracdo 1s7764855 no gene
MAGECT. No cromatograma observa-se a citosina na posi¢ao onde, em individuos normais,
encontra-se uma timina.

ITTTTEEEE..-'-‘-.GTETEEWETEE.-’-'-.G.-’-'-.TTE

VP

.

1 TTCECCCAaGTCTCCWETCCA GATTQ
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ﬁ.ETTT.ﬁ.ETG.ﬁ.GTETTTTEE.ﬁ.G.ﬁ.GT

(A]
--n._--_-!----------'-,---_!
.ﬁ.ETTT.ﬁ.GTG.ﬁ.GTﬁTTTTEE.ﬁ. GaGTT

[B]

Figura 46. Analise de sequenciamento que confirmou a alteragdo rs176045 no gene
MAGECT. Em A observa-se o alelo selvagem, e em B observa-se a alteragao, uma troca de
citosina por adenina.

llllalalllu___ - LLLLLEL T

TG:’-‘«EETEETEETESTEETEE:’-‘«ETTT
[A]

_ln.____.nnalluﬂl‘i.--liﬂ

TG.&GEEGETEETIETEETEE.&ETTT
[B]

Figura 47. Anilise de sequenciamento que confirmou a alteragdo rs12558365 no gene
MAGECT. Em A observa-se o alelo selvagem, ¢ em B observa-se a alteragao, uma troca de
citosina por timina.
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[A]
[B]
TTCCC CAG

A BB B EﬁGTETEETETEt.&GﬁTTEE

e

ETEETETEE.-’-".G.-’-'-.TTEE

Figura 48. Anilise de sequenciamento que confirmou a alteragdo rs57227275 no gene
MAGECT. Em A observa-se o alelo selvagem, e em B observa-se a alteragdao, uma troca de

timina por citosina.

t LT

.I'l"'l'l"lll'li

BBITITELE ﬁGTETEETETEEﬁGﬁT
[A] ‘l |
lGfoTfEEEEﬁGTETEETETEbAGﬁT
EmepEEP R EER EPpeeEREEERREEEEm
RGPl Tl LB AT CE I i T C i AR aE
[B] "

GGTTTTEEEEﬁthTEETETcbﬁsﬂt1

Figura 49. Anilise de sequenciamento que confirmou a alteragdo rs62611965 no gene
MAGECT. Em A observa-se o alelo selvagem, ¢ em B observa-se a alteragao, uma troca de

citosina por guanina.
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[A]

[B]

T
cc

(e

AGT ETEETETEE.&G&TTEET

.-'B.GT ETEET ETEEﬂGﬂ.TTEET

FEER
cck

EEE

! - Il l.l!lllll._!

..........

.-'-‘-.ET I:T EETETEE.&G&TTEET

.-'-‘-.GT ETEETGTEE.&GK-‘«TTEET

Figura 50. Analise de sequenciamento que confirmou a alteragio rs62611966 no gene
MAGECT. Em A observa-se o alelo selvagem, e em B observa-se a alteragao, uma troca de

citosina por guanina.
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1L LELL REERR .
BB EE.-'-‘-.G.-’-‘-.ITEET.-’-‘-.TG.-’-‘-.EE

[A]

(CCTCTCCAGATTCCIATGALC
-IIIIII'..I.II".I.!.‘I._II.I

EETETEE.&G.&ETEETATG.&EE

[B]

Figura 51. Analise de sequenciamento que confirmou a alteracio rs138268726 no gene
MAGECT. Em A observa-se o alelo selvagem, e em B observa-se a alteragao, uma troca de
timina por citosina.

t.-uln_.._.Illl_____n_.. o
L GAGAALCT EﬂEﬂETﬂ.ETTTTE

[A]
nﬁsﬁaﬁﬁtTEﬁGﬁGTﬁtTﬁTTc
--...'-.-:ll-'_ .-.._-'-_---'-__q
SﬁGﬁGﬂﬁETEﬁEﬁGTﬁETTTT&
[B]

AGAGAACT. I:.-'-‘-.I:.-'-‘-.ET.-'l'-.I:TTTT

Figura 52. Anilise de sequenciamento que confirmou a alteragio rs140075882 no gene
MAGECT. Em A observa-se o alelo selvagem, e em B observa-se a alteracdo, uma troca de
guanina por citosina.
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De todas as alteracGes, apenas o SNP 1517332043, identificado no gene H2BFIWT', nao
foi confirmado (figura 79).

———— s
m EEEEEEEEFREm-BE.EER
= - -

I:T.-'-‘-uTTTEEEI:EGGGTGETG:-'E-.:-c

WAANAAAAAANAAAANNY

CTATTTEEEECEGEGT GE T:GA 4

Figura 53. Anilise de sequenciamento da alteragao rs173332043 no gene H2BFW'T, na qual s6
foi observado o alelo selvagem.

As alteragées nos genes CPXCR7, HDX e HZBFM foram encontradas tanto em
individuos afetados da familia 1, quanto em nao-afetados. Ja as alteragoes dos genes TGIF2I.X

e UBE2NL s6 foram localizadas em pacientes.

Dentre os genes, apenas o MAGECT, o SPANXC e o UBE2NL localizam-se na regiao
candidata, mais especificamente nas regides Xq27.2 e Xq27.3, enquanto todos os outros genes
encontram-se entre as regido Xq2l.1 e Xq22.3. Considerando que a sequéncia do gene
MAGECT ¢ extremamente repetitiva em sua extensao e que o gene SPANXC apresenta
altissima similaridade com os outros genes da familia SPANX, achamos mais prudente
analisarmos a sequéncia completa de ambos os genes, através de amplificagio e

sequenciamento por eletroforese capilar.

Devido a alta homologia do gene SPANXC com outros membros da familia SPANKX,

analises de bioinformatica nao permitiram a constru¢ao de sequéncias iniciadoras totalmente
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especificas, portanto o maximo de especificidade obtida resultou na amplificagio do gene
SPANXC e do gene SPANXD. Para poder separar os alelos dos genes e determinar se a
alteragao identificada pelo sequenciamento realmente pertencia ao gene SPANXC, e ndo a
outro membro da familia SPANX, tendo sido atribuida erroneamente ao gene SPANXC
devido a0 mapeamento de sequéncias com alta identidade, os produtos de PCR foram
clonados em vetores pPGEM®T Easy (Promega) ¢ inseridos em E. co/i para selegao dos clones
recombinantes e seu sequenciamento pela técnica de Sanger com primers especificos do vetor
(SP6 e T7). Este procedimento foi realizado para todos os individuos afetados e portadores do
haplotipo. A analise das sequéncias dos clones evidenciou que os individuos analisados desta
familia ndo possuem uma cépia do gene SPANXC, mas um gene hibrido SPANXD/C e a
copia 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 alteracio CTG/GTG identificada no gene SPANXC trata-se na verdade de um erro de

mapeamento das reads geradas pelo sequenciamento de segunda geragao.

No caso do gene MAGECT, devido ao grande nimero de alteragdes encontradas no
sequenciamento em larga escala, mais especificamente nove, iniciadores foram construidos
para toda a regiao codificante do gene e todas as nove alteragoes foram confirmadas em

individuos afetados.

Todas as alteracGes identificadas estao descritas em bases de dados de SNPs, que
forneceram dados de frequéncia dos alelos descritos nas populacoes testadas. Observa-se que
as alteragoes rs12558365, 1577648555 e rs176045 estio presentes em uma frequéncia muito
mais alta na populagao testada, quando comparadas as demais alteragoes. Se essas informagoes
forem cruzadas com os resultados da analise 7z silico, nota-se que a maioria dos SNPs mais
raros foram avaliados pelos algoritmos como mais deletérios, ou seja, com maior possibilidade

de agdo patogénica.
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Uma analise posterior, com leitura de todos os reads gerados pelo sequenciamento,
apontou uma delegao de trés pares de base no gene SPANXN4 (figura 54), localizado na
regiao Xq27.3. A delecdao esta presente nos trés individuos afetados (figuras 56, 57 e 58) e

ausente no individuo nao-afetado (figura 55), como ilustra a figura abaixo.
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Figura 54. Analise de sequenciamento através de visualizacdo dos reads gerados aponta delegao
no gene SPANXN4, no destaque, em vermelho.

E interessante observar que o individuo C, do sexo feminino e afetado, apresenta
menos copias da delegio do que os individuos afetados do sexo masculino, que s6 possuem

um cromossomo X.
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Figura 55. Alinhamento dos reads obtidos do individuo A, nao-afetado, na regidao do gene
SPANXN4. No destaque, o local da delecio.
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regiao do gene SPANXN4. No destaque, o local da delegao.
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do gene SPANXN4. No destaque, o local da delecio.
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Figura 58. Alinhamento dos reads obtidos do individuo D, afetado do sexo masculino, na
regiao do gene SPANXN4. No destaque, o local da delecido

6. BUSCA DE ALTERACOES ESTRUTURAIS ATRAVES DA TECNICA DE
SNPARRAY:

Pacientes contendo o haplétipo para a regido candidata Xq27.1-27.3 foram submetidos
a analise de microarray. As etapas de digestao, ligacdo dos adaptadores e PCR foram realizadas
com sucesso como pode ser visualizado no gel abaixo que mostra o padrao de amplificagao

dos fragmentos genomicos entre 2000 e 150pb (Figura 59).
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o o
" el
- | v
— —
- — —
| | =Toopb
|t ==
- -
-500pb

Figura 59. Visualizagio dos produtos de PCR em gel de agarose 2%. Amostras 1 a 7, em
seguida o branco (trés canaletas), amostras aleatérias. M é o marcador de peso molecular de

100pb.

Em seguida foram realizadas as etapas de purificagdo com beads magnéticas,

quantificacio e fragmentagao do material amplificado. Pode ser vizualizado o sucesso das
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etapas, com exce¢ao da primeira canaleta, pois todas as amostras apresentam o padrio de
fragmentos entre 125 e 25pb (Figura 60). Por fim foram realizadas as etapas de marcagao,

hibridag¢ao, lavagem e escaneamento dos SNParvays.

A anilise dos SNParrays dos individuos afetados, utilizando o programa Chromosome
Analysis Suite, foi realizada para alteracoes de alta resolucio, e nio identificou grandes eventos

de delecao ou ganhos no cromossomo X (figuras 61, 62 e 63), como o esperado.

O foco deste experimento era a regiao candidata, mais especificamente a regido
cromossomica contendo os genes SPANXC, MAGECT ¢ UBE2NL. A analise com 0 mesmo
software, mas desta vez focando a regido candidata em questdo, mostra resultados similares

quando comparada ao quadro geral (figuras 64, 65 e 66).

Figura 60. Visualizagao dos produtos da fragmentacao em gel de agarose 2%. Amostras 1 a 7.
M ¢é o marcador de peso molecular 50bp.
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O programa de andlise de dados apontou algumas alteragdes em outros cromossomos

que foram avaliadas quanto a patogenicidade e a presenga em bancos de dados, nio tendo sido

identificada nenhuma alteragao inédita com potencial patogénico.

Um exemplo deste tipo de alteragio, no caso um ganho no brago longo do

cromossomo 17 em 17g21.31 pode ser visualizado na figura 67.
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Figura 61. Panorama geral do Cromossomo X de uma mulher portadora do haplétipo.

Observar a distribuicao homogénea dos spofs ao longo de todo cromossomo (a linha se
mantém praticamente no valor 2, demonstrando a presenca de duas copias).
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Figura 62. Panorama geral do Cromossomo X de um homem portador do haplétipo.
Observar a distribuicio homogénea dos spots ao longo de todo cromossomo (a linha se
mantém praticamente no valor 1, demonstrando a presenca de uma copia).
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Figura 63. Panorama geral do Cromossomo X de um homem portador do haplétipo.
Observar a distribuicao homogénea dos spofs ao longo de todo cromossomo, ja que a linha
se mantém praticamente no valor 1, demonstrando a presenc¢a de uma copia.
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Figura 64. Panorama da regiao candidata Xq27.1-q27.3 de um homem portador do
haplétipo. Observar a distribuicdo homogénea dos spozs ao longo de todo cromossomo,
com a linha se mantendo praticamente no valor 1, demonstrando a presenca de uma copia.
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Figura 65. Panorama da regiao candidata Xq27.1-q27.3 de uma mulher portadora do
haplotipo. Observar a distribuicdo homogeénea dos spozs ao longo de todo cromossomo,
com a linha se mantendo praticamente no valor 2, demonstrando a presenca de duas copias.
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Figura 66. Panorama da regiao candidata Xq27.1-q27.3 de um homem portador do
haplotipo. Observar a distribuicdo homogeénea dos spozs ao longo de todo cromossomo,
com a linha se mantendo praticamente no valor 1, demonstrando a presenca de uma copia.
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Figura 67. Analise de alta resolugao da regido cromossémica 17q21.31 do individuo I11-4
da familia 1. Notar as barras em azul e vermelho que representam variagdes no niamero de
copias ja descritas em bancos de dados e nao associadas a quadros patologicos.
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1. TRIAGEM DE MUTACOES EM PACIENTES ESPORADICOS E PEQUENAS
FAMILIAS:

11. O gene SRPXZ:

O gene SRPX2 (sushi-repeat containing protein, X-linked 2) localiza-se na regiao Xq22.1 e é
composto por 11 exons. Ele codifica uma proteina de 465 aminoacidos e ¢ expresso,
predominantemente, no cérebro, placenta e tecido vascular (82). Sua proteina ¢ composta por
uma sequéncia sinalizadora, seguida de trés dominios sushi-repeat ¢ um dominio hyalin-repeat
(Figura 68). Os dominios sushi-repeat estao presentes em uma série de proteinas envolvidas em
processos de adesao celular. Ja a fungao do dominio hyalin-repeat ainda nao foi elucidada, mas

alguns trabalhos demonstram seu envolvimento também com processos de adesao celular (83).

Em analise evolutiva, o gene SRPX2 foi inserido em uma familia composta de cinco
genes: SRPX2, SRPX, SELP (selectin P precursor), SELE (selectin E precursor) e SVEPT (selectin-like
protein). Outra familia de proteinas, a das seletinas, também apresenta dominios sushi-repeat e sao
evolutivamente similares ao SRPX2. As seletinas estio relacionadas a processos de migragao de

leucécitos, fixacao e rotagao celular (84).

O gene SRPX? foi identificado em 1999 por Kurosawa e/ al., em estudos de leucemia
aguda em células leucémicas pro-B, e foi inicialmente denominado gene SRPUL. Em 2000,
Roll ¢t al. (52) encontraram duas mutagdes neste gene, uma delas em pacientes com crises
rolandicas associadas com dispraxia oral e de fala, além de retardo mental; e a outra mutagao
foi descrita em um paciente com polimicrogiria perisylviana bilateral, assim como em sua mae
e uma tia, ambas nao-afetadas. Em 2009, Tanaka e a/. (84) detectaram uma alta expressio do
gene em células de tumor gastrico e demonstraram sua atua¢ao no aumento da mobilidade e da
fixacdo celular. Ja em 2010, Roll e7 a/ (85) demonstraram a intera¢ao da proteina SRPX2 com o

receptor de ativador de plasminogénio uPAR (urokinase plasminogen activator receptor), e
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descreveram o papel da proteina FOXP2 na regulacao da atividade de ambas proteinas, sendo
que mutagdes no gene FOXP2, que causam a perda de sua funcio, estao relacionadas a graves
distarbios de fala e linguagem. O complexo uPAR regula a protedlise extracelular, a ativagao
das integrinas e sinalizacdo celular. Ainda em 2010, em um trabalho com angiogénese induzida
em células endoteliais, Miljkovic-Licina e7 a/. (83) detectaram sua expressao em tecido vascular
em formagao e relacionaram-no a regulacao da migracao celular e formacao de novos vasos. E
ainda demonstraram a interagdo da proteina SRPX2 com a uPAR vascular, durante a
angiogénese, a qual atua facilitando a migracao de células endoteliais em proliferacio. Mais
recentemente, Tanaka e¢# a/ (86) publicaram um novo trabalho demonstrando que a proteina
SRPX2 ¢ um proteoglicano, abrindo um novo patamar de possibilidades funcionais para a
mesma, inclusive pelo fato de ser secretada, aumentando a adesao de células cultivadas 7 vitro.
Em todos os trabalhos citados menciona-se a atuagao da proteina SRPXZ em processos de
mobilidade celular, o que remete a fase de migracao neuronal durante o desenvolvimento do

cortex cerebral.

SRPX2 1 Sushi 1 Sushi ==}

Figura 68: Representagao grafica da estrutura da proteina SRPX2, modificado de Tanaka e a/.
(86). SP = signal peptide (peptideo sinal)
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O estudo de mutagdes no gene SRPX2 revelou duas alteragoes:

a.  Um SNP ja reportado, o refSNP ID rs1343213;

b. Uma troca de adenina para citosina, c.1095+8C>A;

O SNP rs1343213 ja esta descrito em base de dados de SNPs, localiza-se na regiio
5’'UTR e nao ha nenhum relato de relagdo com fenétipo anormal ou alteragdao na expressao ou

produto génico..

A transversio de adenina para citosina g.99922411C>A foi identificada em um
individuo do sexo masculino com polimicrogiria perisylviana parietal posterior e ocorre na 7%
base do zntron 9-10. Apesar da proximidade da alteragdo com o sitio de splicing, estudos tém
demonstrado que a base presente nessa posi¢ao da sequéncia niao apresenta grande relevancia
para o processo de remocao do ztron (87, 88). Portanto, a possibilidade de uma rela¢do direta

entre tal alteracdo e o quadro clinico 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 extraido e analisado através de PCR em Tempo
Real utilizando sondas especificas e comparando com individuos controle. Esse material
também poderia ser submetido a analise de western Blot para detecgdo e quantificagao da
proteina SRPX2. Estes dois ensaios seriam de grande valia para testar se a alteragao influencia
nas quantidades de RNA mensageiro e proteina. Outro experimento interessante setria 0 ensaio
da luciferase, que consiste na clonagem da regido com a inser¢ao em um vetor para a eXpressao
deste gene, concomitantemente, ¢ também clonada a regiao selvagem (sem inser¢ao) no
mesmo vetor. Em seguida, sdo comparadas as intensidades de expressao do gene da luciferase,
sendo quantificada desta forma a influéncia de regides controladoras normais ou com

mutagdes sobre a expressio génica.
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1.2. O gene AFF2

O gene AFF2/FMR2 localiza-se na regido cromossomica Xg28 e seus cinco transctitos
produzem cinco diferentes proteinas, a principal delas com 1311 aminoacidos. Sua expressao
ocorre predominantemente em sangue, cérebro e linfonodos, além de placenta e tecido
embrionario. Ele pertence a familia AFF, que reiune o genes AFF1/AF4 (ALL1-fused gene from
chromosome 4), AFF2/FMR2 (fragile X mental retardation 2), AFF3/1.AF4 (lymphoid nuclear protein
related to AF4) e AFF4/ AF5¢31 (ALLT-fused gene from 5¢31), este ultimo também chamado de
MCEF (major CDK9 elongation factor-associated protein) (91).

Entre as fun¢des descritas para esse gene consta a regulacio da transcricao e de splicing
alternativo. Uma expansio do codon CCG de cerca de 200 repeti¢cdes localizada na regiao 5’
nao traduzida deste gene é responsavel pelo seu silenciamento, que resulta numa forma branda
a limitrofe de deficiéncia intelectual nio-sindromica, o retardo mental FRAXE. Estes dados,
junto a resultados de experimentos 7 vivo indicam que a proteina AFF2/FMR2 teria uma
funcdo relacionada a plasticidade sinaptica (92, 91). Considerando que o correto
estabelecimento de conexdes sindpticas acertadas ¢ um dos principais eventos durante a fase de
organizagao cortical, o gene AFF2, localizado préximo a regido candidata identificado por

nosso grupo, tornou-se um forte candidato em nossas analises de casos esporadicos.

A triagem de mutacbes no gene AFF2, apesar de trabalhosa devido a sua extensio,

somente revelou duas alteracoes:

a) O SNP rs16994895 no intron 15;
b) A alteragao c.2400C>A, no exon 11.

O polimorfismo 1516994895 localiza-se na 42* base do intron 15, sua descri¢ao na base
de dados do NCBI nao o relaciona a nenhuma condi¢do patogénica e, considerando a sua
distancia do exon mais proximo, a probabilidade de essa alteracio estar ligada a alguma

modifica¢do na expressao do gene ou até ao quadro clinico é muito baixa.
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Ja a alteracdo ¢.2400C>A nao ¢ descrita e resulta na troca de uma asparagina por uma
lisina. O fato de a alteracio ser de sentido trocado (wissense), ou seja, de resultar em troca de
aminoacido, possibilitou sua avaliacdo utilizando diferentes ferramentas de bioinformatica.
Tanto as avaliacGes baseadas em informacdes evolutivas, como é o caso do SIFT e do Panther,
assim como sofwares que utilizam parametros estruturais e funcionais, MutPred, Polyphen 2 e
SNPs&GO, indicaram uma possibilidade baixa a média da substituicdo de aminoacido causar
prejuizos a fun¢io proteica. A resposta que mais fornece suporte a hipétese patogénica veio da
Grantham Scale, que classificou a alteragao em “moderadamente radical”’. Nesse caso, a
comparagao baseia-se nas caracteristicas moleculares dos aminoacidos em questao e necessita
ser também analisada por ferramentas que levem em conta a estrutura tridimensional da
proteina. A mesma alteragdo estd ausente em material genético proveniente de um grupo
controle composto de mais de 100 individuos, corroborando a hipdtese de que tal gene pode

ter um papel na etiologia da PMG neste paciente.

1.3.  Osgenes SLITRK2E SLITRK4:

As proteinas da familia SLITRK sdo apresentadas, na literatura, como proteinas de
membrana que tém como caracteristica a presenca de dominios LRR (ewcine rich repeats) em sua
estrutura, pertencendo a superfamilia de proteinas LRR (94, 95). Os dois membros dessa
familia SLITRK2 e SLITRK4 se caracterizam por apresentar dois dominios LRR na regido N-
terminal, além de uma regiao C-terminal similar aos receptores de neurotrofina. Ambos os
genes localizam-se na regiao cromossomica Xq27.3. O gene SLITRK?2 ¢ predominantemente
expresso no cérebro e no ouvido, enquanto o SLITRK4 ¢ expresso no cérebro, traqueia e

tecido renal.

Estudos funcionais dos membros da familia SLITRK indicam sua atua¢do no processo

de modulacdo da proliferagao de neuritos, de sobrevivéncia neuronal e no estabelecimento de
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sinapses. Além disso, diferentes trabalhos tém demonstrado relacio dos genes desta familia

com disturbios psiquiatricos, sendo o SLITRKZ associado a casos de esquizofrenia (95).

Apesar dos indicativos funcionais e de localizagao tornarem estes genes candidatos
extremamente interessantes para este estudo, a analise do gene SLITRKZ identificou apenas
SNPs silenciosos e ja descritos como ndo associados a quadro patologicos, como rs2748588
T>C, 152748589 C>T, 152748589 T>C e 2.144905816T>C. Estes SNPs, por nio resultarem
em troca do aminoacido traduzido ou alteragao de fungdo do cdon, nao possuem potencial
patogénico. Em relagdo ao gene SLITRK4, o sequenciamento pelo método de Sanger apontou
que os padroes diferenciados obtidos no DHPLC eram causados por artefatos da técnica, nao

tendo sido detectadas variantes na sequéncia nucleotidica.

1.4. Os Genes de Microtubulo:

Defeitos genéticos que resultam em falhas na fase de migracdo do desenvolvimento do
cortex cerebral sio uma das maiores causas de disgenesia cortical e destacam o papel do
citoesqueleto neste processo. Reforcando esse aspecto, genes de microtibulo ou associados a
ele tém sido relacionados a causas de malformagoes corticais. Um destes exemplos é a FLNA,
uma proteina que se liga a actina e atua na remodelagem do citoesqueleto, um dos processos
intracelulares que promovem sua migraciao. Mutag¢oes no gene da FILN.A resultam em nddulos
de neurdnios diferenciados em torno da zona ventricular, uma malformacao cortical
denominada heterotopia nodular periventricular. Além disso, os genes DCX e LIS, cujas
funcoes também estio estreitamente relacionadas a microtibulos, sio associados a disturbios
de migracdo neuronal. Consequentemente, as subunidades de microtibulo das familias de alfa
e beta-tubulinas foram estudadas em pacientes com um grande espectro de malformagdes
corticais, tendo mutagoes identificadas em quadros clinicos que indicam falhas na fase de
migracao neuronal, inclusive nos casos de polimicrogiria, uma desordem que ¢ geralmente

relacionada a falhas na fase de organizacdo. A presenca de heterotopia radial colunar na massa
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branca, blocos de neurénios heterotopicos em ambos hemisférios e heterotopia cerebelar em
um feto com polimicrogiria relacionada ao gene TUBBZB apontam para erros de migracao
neuronal. E considerando que o inicio da organiza¢ido neuronal coincide com o final da
migracao no processo de desenvolvimento cortical, deve-se considerar que alguns quadros de

polimicrogiria possam resultar de falhas no processo tardio de migracao.

O gene TUBATA ¢ um dos representantes da familia de Alfa-tubulinas, uma das seis
familias que compoem a superfamilia Tubulina. Ele esta localizado na regiao cromossémica
12q13, possui quatro exons e codifica uma proteina de 451 aminoacidos. Juntamente com as
beta-tubulinas, as alfa-tubulinas sao os principais componentes do microtubulo, enquanto as
gama-tubulinas tem sua funcdo mais expressiva na concep¢ao destas estruturas. As delta e
épsilon-tubulinas nao estao presentes em todos os seres eucariotos e as zeta-tubulinas sao

proteinas exclusivas de protozoatios.

As alfa e beta tubulinas formam um dimero que constitui a principal subunidade dos
microtibulos, estando presentes no citoesqueleto de todos os organismos eucariotos e, por
isso, sao sequéncias altamente conservadas. Devido a sua atuagdo em uma estrutura tao
essencial como o citoesqueleto, o gene TUB.ATA ¢ altamente expresso em todos os tecidos do

corpo humano.

A triagem de mutagdes no gene TUBATA identificou cinco alteragdes sinonimias
(tabela 8), ou seja, nao resultam em troca de aminoacido no produto proteico, portanto ha
poucas chances de uma influéncia destas alteracGes na proteina. Alteragdes sinonimias podem
originar sitios de splicing alternativos, mas esse tipo de evento é extremamente dificil de ser
previsto e exige estudos de expressio génica. No entanto, pelo fato das alteracoes ja terem sido
descritas anteriormente, e sem relagdo com fenétipo alterado, a possibilidade de relagao com o

quadro clinico de nossos pacientes é remota.
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Figura 69. Estrutura de dimero alfa/beta-tubulina, modificado de Nogales ez a/. (96).

Apesar desses resultados, o histérico recente de genética de malformagdes corticais tem
citado o gene TUBATA, além de outros genes de microtibulo, com certa frequéncia (30, 34,

35, 97).

Um segundo representante da familia de alfatubulinas, o gene TUBAS, localizado na
regiao 22ql1, apresenta quatro produtos proteicos, sendo o principal deles uma proteina de
449 aminoacidos (98). Ao contrario do gene TUBATA, o gene TUBAS é expresso em poucos

tecidos, entre eles cérebro, coragao e , principalmente, musculo estriado esquelético (99).

A analise desse gene s6 identificou uma alteragdao, uma substitui¢io de uma citosina por
uma timina designada como 152234332 em dois pacientes esporadicos, que nao resulta em

troca de aminoacido, ou seja, ¢ silenciosa.

O representante da familia de proteinas beta-tubulinas gene TUBBZB esta localizado na
regido 6p25 do genoma humano e codifica uma proteina de 445 aminoacidos. Nele foi
identificada uma tnica alteragdo, a delecao rs67130760, encontrada em seis pacientes

esporadicos e um paciente de uma pequena familia. O SNP localiza-se na por¢ao 3’UTR nao-
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codificante do exon 6, portanto a possibilidade de tratar-se de uma alteracio patogénica é
baixa. Além disso, a variante esta depositada em banco de dados e esta presente em individuos

normais.

1.5. O gene WDRG62:

O gene WDRG62 localiza-se na regidao cromossomica 19q13, possui 36 exons e produz
cinco diferentes transcritos que resultam em cinco proteinas de tamanhos que variam entre
414 e 1523 aminoacidos. De acordo com o site UniGene (82), ele é expresso em varios tecidos
do corpo humano, mas com destaque para testiculos e linfonodos. Apesar dos varios estudos
publicados recentemente relacionando esse gene a malformagdes do cortex cerebral, sua exata
funcao ainda é desconhecida e, devido a esses relatos, cada vez mais se associa o WIDR62 ao
processo de desenvolvimento do cortex cerebral. Nos ultimos dois anos, seis trabalhos
relatam uma relagdo desse gene com quadros clinicos de microcefalia associada a disfungoes
cardiacas, retardo mental e outros tipos de malformagao cortical (100, 101, 102, 103, 104, 38),

o que fez desse gene um alvo interessante para nosso estudo.

A triagem de mutagoes deste extenso gene revelou 12 alteragdes ja descritas em bases
de dados (tabela 9), das quais nove estao localizadas em porgdes intronicas, distante dos exons e
com poucas possibilidades de possuirem carater patogénico. Uma das alteragdes é sinonimia,
ou seja, nao resulta em troca de aminoacido no produto protéico. Duas delas causam troca de
aminoacido, o que possibilitou a avaliagao 7 silico. E a Gltima alteragao ocorre no sitio de splicing
do exon 16, podendo repercutir na expressao de dois dos seus cinco transcritos. No entanto, a
presenca do alelo em individuos normais, como pode ser visualizada na base de dados do

NCBI, praticamente exclui o potencial patogénico desta alteracao.

A analise 7 silico dos SNPs 15147021603 e rs2074435 foi realizada para todos os
transcritos nos quais elas poderiam constar e apontou baixa severidade em todas as trocas de

aminoacidos avaliadas. Ja a classificacio do Grantham Scale apontou uma possibilidade
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moderada de prejuizos a proteina. Como ja comentado antes, essa classificagido baseia-se
exclusivamente nas caracteristicas dos aminacidos em questdo, ignorando a estrutura ou fungao
protéica, portanto optou-se por considerar esse resultado apenas quando apoiado pelas outras
ferramentas. Além disso, a presenca das mesmas em bases de dados do NCBI, descritas em

individuos normais, diminui em muito a probabilidade de patogenecidade destas variagdes.

De todas as alteracbes encontradas nesta triagem de mutagdes, uma apresentou
potencial patogénico e necessita de avaliagdo mais profunda (tabela 14). Para tal, as proximas

acoes devem se concentrar em estudos funcionais e de efeitos na expressao do respectivo gene.

Tabela 14: Alteragao com maior potencial patogénico identificada neste estudo.

Alteracio Gene Caracteristica Préoximos passos

Avaliar presenca de

alteracio em pais e irmios
Substituicio de s P
c.2400C>A AFF2 _ lisi
asparagina por lisina
paragiiiap Estudo funcional através

de western blot

2. ANALISE DA REGIAO Xq27.1-27.3:

No ano de 1977 a revista Proceedings of the National Academy of Sciences publicou dois
artigos extremamente relevantes para a gendémica: em fevereiro daquele ano Allan Maxam e
Walter Gilbert relataram um método de sequenciamento de DNA utilizando moléculas
marcadas radioativamente e sua separacao 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 dideoxinucleotideos terminadores de cadeia marcados (75).
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Esse ultimo método, menos prejudicial a saude humana, foi aprimorado e refinado, de forma a
disseminar-se entre os varios projetos de genética ao redor do mundo, tornando-se parte

importante da pesquisa basica, aplicada e clinica até os dias atuais.

Ap6s um periodo de 26 anos, em 2003, foi lancado comercialmente o primeiro método
de sequenciamento em larga escala, ou next generation sequencing (NGS), como sao conhecidas as
técnicas de sequenciamento massivo, o processo massivo de sequenciamento paralelo de
moléculas de DNA tunicas ou amplificadas clonalmente que sdo separadas espacialmente e,
depois alinhadas. Esse aparato tecnolégico aumentou em varias grandezas a capacidade de
gera¢ao de sequencias e diminuiu drasticamente o tempo de obtenc¢do de pacotes de dados do
tamanho de um genoma inteiro de um organismo. Como base de comparacio, o genoma
humano, resultado de um grande consércio com varios grupos de pesquisa envolvidos,
demorou 13 anos para ser enfim obtido. Atualmente, através de apenas um experimento, ¢
possivel obter o mesmos montante de informagao em cerca de dois ou trés dias. Esse avan¢o
revolucionou o campo da genomica, aumentando consideravelmente a eficiéncia da pesquisa, e
trouxe consigo novos desafios para a bioinformatica, que agora precisa resolver as questoes de
armazenamento e analise dessa enorme quantidade de dados produzidos pela biologia

molecular (76, 77).

A utilizagdo do sequenciamento em larga escala (NGS), dependendo do objetivo do
estudo, pode ser uma estratégia exagerada e resultar em um pacote de informagdes muito
maior do que o necessario para um projeto ou tematica. Como solugdao para essa questdo, as
técnicas de captura e enriquecimento desenvolveram-se junto a uext generation sequencing
technology, possibilitando selecionar e direcionar o sequenciamento, economizando esfor¢os e
facilitando a analise dos resultados. Como uma evolugao de técnicas como o PCR Multiplex e o
PCR Nested, que utilizam sequencias iniciadoras diferentes em uma mesma reagao para selecao
de regides do genoma, a tecnologia de captura por hibridizac¢ao faz uso de bibliotecas de RNA
e beads magnéticas para escolher e preparar as partes do DNA de interesse, que serdo entiao

submetidas ao sequenciamento em larga escala. Os kits disponiveis atualmente apresentam-se
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em solugdo ou utilizando arays para a captura do DNA e permitem a selecio de regides
codificantes de todo genoma, o chamado exoma, de cromossomos especificos, microRNAs,
entre outras abordagens, desenvolvidas de acordo com a demanda dos pesquisadores. Isso
poupa ao geneticista todo o trabalho de pesquisa da regido de interesse, desenho e sintese de
primers, além das multiplas rea¢oes de amplificagdo, sequenciamento e andlise de DNA,

tornando o processo mais rapido e econdémico (78, 100).

As principais tecnologias de NGS presentes no mercado atualmente sao a Roche 454,
Illumina/Solexa® e SOLID® da Applied Biosystems. Em um estudo de Harismendy ez a/. (81) é
realizada uma comparagao entre as trés tecnologias, a acuracia na obteng¢ao das sequéncias e de
variantes. A plataforma Illumina obteve os melhores resultados na identificagio de SNPs, o
que favorece o nosso estudo, que adotou tal plataforma. Outros parametros foram avaliados e
comparados com a técnica de Sanger ¢ em todos eles as plataformas de NGS apresentaram
taxas de erro baixas. Um fator considerado extremamente importante ¢ delicado para a
qualidade do experimento, que ¢ a cobertura da regido nao foi responsavel pelos erros, os quais
foram relacionados principalmente a caracteristicas das regioes estudadas, como a presenga de
elementos repetitivos, uma regiao de homopolimeros maior que seis bases, repeticoes simples

ou a presenc¢a de uma dele¢ao maior que 30pb.

A presenca de repetices tem sido um dos maiores desafios das técnicas de
sequenciamento em larga escala e das ferramentas de andlise desenvolvidas para a técnica,
principalmente no caso da genética humana, ja que cerca de 50% do nosso genoma consiste
em repeticoes (107). As repeticoes melhor caracterizadas do genoma humano costumam ser
separadas em dois grupos: repeticdes curtas em Zanderz ou microssatélites e repeticoes longas
intercaladas, chamadas de SINEs (elementos nucleares curtos intercalados) e LINEs
(elementos nucleares longos intercalados). A classe de microssatélites é formada por repetigoes
de DNA em tandemr com extensio 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 repeticdes
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(repeat class), sua quantidade no genoma humano (number), a porcentagem do genoma que essa
quantidade constitui (Czg) ¢ a faixa de tamanho de cada tipo (/ngh?), enquanto o grafico (b)
ilustra a porcentagem de cada cromossomo que é coberta por cada tipo de repeticio. I
interessante observar que Os Cromossomos sexuals apresentam a maior porcentagem total

coberta por repeti¢coes e, no caso do cromossomo X, destaca-se a repeti¢ao do tipo LINE.

Para a analise 7z si/ico de nossos resultados, utilizamos a prépria base do Genoscope,
que possibilitou ter acesso a parametros como a cobertura de cada regiao lida, além de detectar
as alteracOes identificadas pelas leituras e permitir uma triagem de acordo com suas
caracteristicas. As coberturas das leituras obtidas para cada individuo em nosso experimento

ficou bem acima dos padroes confiaveis estabelecidos e encontram-se listadas na tabela 13.

'—> Intersec¢ao

Ausente no individuo nao-
afetado

~—> Nao-sinonimia

71

Presente simultaneamente nos 3
individuos afetados

—> Anilise in silico

Figura 70. Esquema representativo dos parametros utilizados para a selecao das alteracoes

identificadas no sequenciamento massal que devem ser avaliadas mais profundamente.
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A qualidade dos dados nos possibilitou realizar uma selegdo criteriosa das alteragoes a
serem avaliadas mais profundamente, que resultou num total de 15 alteragdes mais
potencialmente patogénicas, pois estdo na intersec¢ao entre os grupos de alteragdes
encontradas em todos os individuos, estao presentes nos trés individuos afetados e ausentes no
individuo nao-afetado e nao sao silenciosas. A analise 7z silico foi realizada apenas para as
alteracdes de substituicio de aminoacido e dela sairam as alteracoes 2, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 20 e 22 (de acordo com a tabela 5) para validagdo e avaliagdio quanto a sua

presenca nos demais individuos afetados da familia.

Todas as 22 altera¢oes avaliadas zz silico encontram-se distribuidas em 13 genes, o que
possibilitou a sele¢ao de 15 destas para confirmagao nos demais individuos da familia. Estas 15
variantes estdao localizadas em oito genes, no entanto, apenas trés deles localizam-se na regiao

candidata alvo: MAGECT, SPANXC e UBE2NL..

Tabela 15: Dados técnicos do sequenciamento em larga escala para o material genético de

cada individuo avaliado.

Taxa
Dado Individuo I Individuo II Individuo III  Individuo IV
confiavel
% leituras com
identificacdo >77% 97,6874032 98,2348415 94,2208018 97,7650642
no genoma
% leituras
realizadas nas ~100% 99,1363580 99,2471718 99,2112579 99,1584549
duas direc¢des
Média de
>20 202,252445 150,561558 156,726397 121,795343
cobertura
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Figura 71: Lista de tipos de repeti¢des presentes no genoma humano [a] e as porcentagens de
cada cromossomo constituidas por tais repeticdes [b], modificado de Treangen & Salzberg

(105).

2.1. O gene MAGECT:

Nove das 15 alteragoes selecionadas pela avaliagio 7 silico estio concentradas no gene
MAGECT, duas delas ndo haviam sido descritas até entdo, mas no momento da elaboracao
desta tese, ambas foram identificadas em bancos de dados de SNP como rs138268726 e
rs140075882. Esse gene codifica uma proteina putativa de 1142 aminoacidos, um membro da

familia de antigenos tumor-especifico MAGE. E também conhecido como o antigeno 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 fungao das proteinas pertencentes
a essa familia ainda é desconhecida, mas alguns estudos 7z vitro tém encontrado evidéncias de
sua interferéncia na apoptose mediada por p53, promovendo prolifera¢ao celular (110, 111,
112). Ambas as alteragbes, que até entido era inéditas, foram encontradas em estudos de
populacio, em uma taxa de cerca de 6% dos alelos, dos quais apenas 1 a 1,8% sao
homozigotos. Além destas duas, outras quatro alteragOes estdo descritas na populagdo em
baixas frequéncias, sendo que a maioria destas alteracbes pouco frequentes apresentou
potencial mais deletério na analise 7z silico. Considerando a grande quantidade de alteragdes
encontradas nesse gene e confirmadas para outros individuos da familia, levantamos a hipotese
de uma atuagdo complexa dos mesmos sobre o quadro clinico apresentado pelos pacientes, ou
seja, a “soma’” desses SNPs raros levaria a uma proteina MAGECI nao funcional resultando
em PPB para esta familia. Para avaliar mais profundamente essa hipdtese, seria necessaria a
genotipagem de controles para busca destes SNPs em nossa populagio e confirmagio

estatfstica da hipotese.

2.2. O gene SPANXC:

Um dos genes localizado na regido candidata é o SPANXC, descrito em 1999 por
Zendman ef al. (113) como CIp71, pertencente a familia de genes SPANX, cujos estudos de
expressao tém indicado sua atuacdo no processo de desenvolvimento de células do esperma
(114). O SPANXC codifica um precursor proteico nuclear de 97 aminoacidos, cuja expressao
foi detectada em células de melanoma, preferencialmente as células primarias, sendo, por isso,
frequentemente relacionado ao gene MAGECT (115). Uma possivel funcio ligada a
desenvolvimento e/ou divisao celular tornou esse gene um interessante alvo para nosso
estudo, assim como o MAGECT. Um alinhamento dos genes da familia SPANX indica uma
grande similaridade entre suas sequéncias, o que pode ter influenciado os resultados do

sequenciamento em larga escala. Ao avaliar os dados técnicos, observamos que a regiao do
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SPANX apresentava algumas falhas de leitura. Para determinar se a alteracio mapeada
provinha realmente de SPANXC e nio de um erro de mapeamento, realizamos a clonagem do
mesmo para a separa¢ao dos alelos. A analise dos produtos da clonagem mostrou que os
individuos da familia 1, na verdade nio possuem a copia completa do gene SPANXC, estando
o mesmo fusionado com parte do SPANXD. Além disso, a analise dos produtos de
amplificagdo demonstrou que a alteracdo foi devido a um erro de mapeamento, ja que a
variante GTG pertence ao gene SPANXD, enquanto a variante CTG foi identificada no gene
fusionado. F importante salientar que a presenca de genes hibridos ja foi descrita para a familia
SPANX, alguns individuos chegam até mesmo a nao possuir copias de determinados genes
desta familia que sdo substituidos por outros. Esse cenario provavelmente é consequéncia de
duplicagbes segmentais e recombina¢des nao homologas, causadas pela grande identidade das
sequencias (116, 117, 118). Os individuos com auséncia de SPANXC descritos na literatura
nao possuem nenhuma sindrome ou anormalidade neurolégica. Esses dados em conjunto com
a auséncia de expressao do gene SPANXC no sistema nervoso central, tornam o mesmo um

candidato pouco provavel a estar envolvido com a etiologia da PPB na familia 1.

A familia de genes SPANX, da qual também faz parte o gene ja discutido SPANXC,
codifica proteinas de baixo peso molecular, entre 15 — 20KDa. O cluster SPANX, no
cromossomo X, ¢ constituido por cinco genes, localizados na regido Xq26.3-q27-3, cujas
sequéncias sao altamente similares entre si. A subfamilia SPANX-N foi identificada em 2004
por Kouprina ez al. (119) e é composta por quatro genes, altamente conservados, cuja
similaridade entre suas sequéncias varia de 60 a 80%. Estudos de Kouprina e a/. (116) indicam
que os genes SPANX-N sdo expressos em outros tecidos, além do testicular, incluindo
pulmao, prostata, ovario, placenta, utero, tecido mamario e célon. Individualmente, ha pouca
informagao sobre os membros desta familia. O gene SPANXN4 localiza-se na regiao Xq27.3,
ou seja, na regiao candidata identificado para a familia 1 e, de acordo com dados do Ensembl,
apresenta dois produtos proteicos. A base de dados UniGene (82) indica sua expressao
somente em testiculos e em baixa quantidade. Maiores detalhes sobre sua fun¢ao ou relagao a

quadros clinicos diferenciados nao estao disponiveis na literatura. Sendo assim, apesar de
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termos identificado uma leitura diferenciada na regido deste gene, a auséncia de expressao do
mesmo no cérebro e no periodo de desenvolvimento, torna este gene um candidato

improvavel como responsavel pela etiologia da PPB na familia 1.

Esta grande identidade entre os membros da familia SPANX e o elevado numero de
repeti¢oes na regiao candidata ainda suscitou uma hipétese de modificagao estrutural, como
uma delecio de uma grande area que nao seria detectada pela técnica de captura e
sequenciamento e que poderia estar presente nos individuos sequenciados. No entanto, a
analise através de SINParray nao indicou grandes alteragdoes no cromossomo X dos pacientes,
eliminando tal hipétese. De qualquer forma, nao podemos descartar a possibilidade de que
eventos como transloca¢oes equilibradas e inversdes estariam associados com a PPB nesta
familia, ja que as mesmas nao podem ser detectadas por limitagdes da técnica CytoScan HD

SNP Array.

2.3. O gene UBE2NL:

O gene UBEZNL, assim como o MAGECT e o SPANXC, localiza-se na regido
candidata identificada, mais especificamente na regiao Xq27.3. Esse gene faz parte da familia
de enzimas conjugadas a ubiquitina e codifica uma proteina denominada UBE2NL (Pufative
ubiguitin-conjugating enzyme E2 N-like). O perfil de ESTs do UniGene (82) lista, entre os locais de

sua expressio, tecidos embrionarios e cérebro.

A ubiquitina é uma proteina que participa do processo, altamente conservado em
eucariotos, de modificagao pos-traducao de outras proteinas. Ela pode ser conjugada a lisinas
em um processo denominado ubiquitilagao, uma etapa que pode ocorrer quando a ubiquitina
esta inserida em processos de degradacio proteica, reparo de DNA, replicagio de DNA,
sinalizagao do sistema imune, regulagao de ciclo celular e divisao. A atuagdo da ubiquitina se da

através de uma cascata de reagoes e as enzimas do tipo E2, como é o caso da UE2NL, agem na
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etapa intermediaria dessa cascata, entregando a ubiquitina ativada ao substrato. Uma falha
nesse processo pode resultar no desenvolvimento de doengas inflamatérias, dificuldade de
resposta a hipoxia, cancer e desordens neurodegenerativas (120, 121). Recentemente, uma
proteina da familia das hidroxilases de ubiquitina foi relacionada a quadros de disfuncao
sinaptica e perda de memoria (122). Essas evidéncias de ligacdo entre as ubiquitinas e as
fun¢oes de sinapse e ciclo celular tornam o gene UBEZNL um candidato interessante a nossa
analise, considerando que a muta¢do encontrada interrompe a tradugdo da proteina de 153
aminoacidos na posicao 89, ou seja, prejudica completamente a funcao da proteina por impedir

a formacao de seu sitio de acdo.

A alteracdo que encontramos no UBEZNL 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 producao de um cwdon de parada tem ampla distribui¢io populacional,
inclusive sendo o alelo mais frequente em algumas populacdes testadas. A presenca desta
variante em um grande nimero de amostras de individuos normais praticamente exclui o gene

UBE2NL como responsavel pela etiologia de PPB na familia 1.

A triagem de mutagdes em pacientes esporadicos e pequenas familias explorou genes
presentes na literatura de polimicrogirias e malformag¢oes do cortex cerebral, identificando uma
alteragdo, no gene .AFF2, com potencial patogénico a ser mais bem investigado. O préximo
passo seria a coleta e analise de material genético de pais e irmaos destes pacientes, para testar a
possibilidade de heranga das alteragdes, assim como estudos funcionais seriam propicios para a
analise de suas consequéncias moleculares. Ja a analise da regiao candidata Xq27.1-27.3, através
do sequenciamento de todo o cromossomo X, elencou genes e regides candidatas, através da
identificacio de SNPs e da cobertura da leitura das regides cromossomicas. Os SNPs foram
avaliados por algoritmos disponiveis zz si/ico e confirmados através de sequenciamento pelo
método de Sanger, além de terem sido mapeados para os demais individuos da familia,
afetados ou ndo. A analise destes resultados, junto as informagoes disponiveis nos bancos de

dados de SNPs sugere que essas variantes identificadas, principalmente no gene MAGECT,
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possuem potencial patogénico, mas estudos funcionais, como observagao de fenoétipo celular

ou animal ou estudos de mutacdo sitio-dirigida, devem ser realizados para corroborar tal

hipotese.
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Em 2008, nosso grupo de pesquisa publicou um trabalho apontando a regido
cromossomica Xq27.1-27.3 como possivel portadora da alteracao responsavel pelo quadro de
polimicrogiria perisylviana bilateral em uma familia avaliada no Ambulatério de Neurologia do
Hospital das Clinicas da Unicamp (68). Dando prosseguimento a esse trabalho, esta tese teve
como objetivo avaliar a regido candidata descrita, utilizando a técnica de sequenciamento
massivo do cromossomo X, em busca de evidéncias para a causa genética dessa malformacao

cortical. Para este objetivo, as conclusoes foram as seguintes:

e Foram encontradas alteragdes potencialmente deletérias em genes candidatos
localizados na regiao candidata Xq27.1-27.3 para polimicrogiria perisylviana bilateral
familial, principalmente no gene MAGECT.

e Nao encontramos evidéncias de alteracdo estrutural submicroscopica desbalanceada
nos pacientes com polimicrogiria perisylviana bilateral ligada ao cromossomo X da

familia 1 avaliados;

Adicionalmente, esta tese se propés a avaliar genes candidatos em pacientes
esporadicos através de triagem de mutagoes. Essa parte do estudo utilizou diferentes técnicas,
acompanhando a evolucio das tecnologias desenvolvidas. As conclusdes referentes a esta etapa

sao as seguintes:

e Nao foram encontradas evidéncias do envolvimento dos genes TUBATA, TUBAS,
TUBBZB, SLITRK? , SLITRK4 e WDR62 no fenétipo de polimicrogiria nos pacientes

avaliados neste estudo;

e Uma alteracdo com potencial patogenico foi identificada no gene AFF2.
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Dessa forma, as recomendagOes para os préximos passos sao:

Avaliar as regides nao-codificantes dos genes e da regido candidata;
Avaliagao da alteracdo no gene AFF2, através da coleta e analise de material genético
de pais e irmaos do paciente no qual a alteragdo foi encontrada, além de estudos

funcionais;

Genotipagem de controles, mapeamento da familia I e andlise estatistica para alteragdes

identificadas no gene MAGECT,

Estudos funcionais de altera¢oes identificadas no sequenciamento massivo da familia I,
como observacao de fendtipo celular ou animal ou estudos de mutagao sitio-dirigida;

Triagem de mutag¢oes em novos genes candidatos, como, por exemplo, o gene FOXP2.
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ANEXO 1

Listas de sequéncias iniciadoras (primers) para as reagdes de amplificagio de DNA
por PCR

Tabela 16: Sequéncias de primers e respectivas temperaturas de anelamento estabelecidas para a
amplificagao dos exons do gene SRPX2.

NOME
SRPX2_1F

SRPX2_1R
SRPX2_2F
SRPX2_2R
SRPX2_3F
SRPX2_3R
SRPX2_4F
SRPX2_4R
SRPX2_5F
SRPX2_5R
SRPX2_6-7F

SRPX2_6-7R

SRPX2_8F
SRPX2_8R
SRPX2_9F
SRPX2_9R
SRPX2_10F
SRPX2_10R
SRPX2_11F
SRPX2_11R

GCT
TGG
GGG
AGT
AGT
AAT
TGT
TCC
TCT
GGA
GTG
GGT
GCA
CCT
ATG
TGC
CCT
AAG
GTA

TGT

TAA
GTC
AGG
CTA
TGG
CAC
CTT
GGG
GAT
ATG
TGT
GGG
CccC
GTC
GGA
TGC
TTC
TTT
GAG

CAA

GCC
TCC
AAA
ACT
ATG
AGC
TTC
CAT
GTT
CCT
GGC
TCA
TCT
CAT
GAA
AGA
CCA
GGC
CCT

ACT

SEQUENCIA

AGC
TTA
AGG
CTT
AGA
CcccC
ACC
ATA
TCT
TCT
ATT
GGG
TAG
GAG
ACA
GAA
CAC
AGC
GTG

CAC

CTC TGT
TCC CCT
GAC CAT
CCT TCT
GGG GGA
TGA TTC
AAC ACC
CCC TCA
CCC TGT
GTG GTG
GCT TCA
TAG AGC
CCT TTC
GAA GAT
GCC AGA
CAA CTC
TGC TTC
CTC CCA
GGG ATG

CCA CCT

GT

TC

AA

CCA AGT C
AG

C

ACA

GCT
AG
GT
AG
CT
cC
GA
TGA

AT

CA

T.A. (°C)

56,0

57,4

56,5

57,5

57,0

57,5

58,0

57,4

58,0

54,0
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Tabela 17: Sequéncias de primers e respectivas temperaturas de anelamento para a amplificagao

dos exons do gene AFF2.

NOME
AFF2 1F

AFF2 1R
AFF2 2F
AFF2 2R
AFF2 3.1F
AFF2 3.1R
AFF2 3.2F
AFF2 3.2R
AFF2 4F
AFF2 4R
AFF2 5F
AFF2 5R
AFF2 6_7F
AFF2 6_7R
AFF2 8F
AFF2 8R
AFF2 OF
AFF2 9R
AFF2 10F
AFF2 10R
AFF2 11.1F
AFF2 11.1R
AFF2 11.2F
AFF2 11.2R
AFF2 12F

TGT
TGC
TTT
GCA
TTA
TTC
TGC
GAG
CAA
ACC
TCA
TTG
CCT
ACA

TTC

TTG
TTT
CCA
TCT
CTT
AAT
CAA
TAC

TGC

ATG
TGC
GCT
GTT
ATC
CTT
AAA
AGC
AGA
CGC
CTG
CCA
TAT
ATG
ATG
GCC
GAA
CTT
CTC
GTG
GCT
GAA
GAT
CTT

CAT

SEQUENCIA

TCC TGC
TCT CAT
TTA CTT
GCC TCA
ATA CCC
TGC AGA
GGA AGA
TGC TTG
TGC CTT
AAG ATT
GCA GTT
CTG AGA
AGG AAT
GGA AAT
GGA AAC
ATT CCA
AGC TGC
CAT CAG
TAC CTG
TGT GTG
GCT GTT
TTC CCG
TGT GCC
GTG CTT

GCA TTT

CAT ATC
GAT TGT
GCT TGT
AAT ACA
GCT CAT
TGG GTT
CAG TAA
TGA ATA
AAA GAT
TCT TCA
TGC AAG
ATC CAG
CGC AGC
TTG ATT
TCT GAG
GTT CCT
ACT TGG
GAG CAC
CAT TTC
TGT GTT
TCT CAA
AGA CTT
AAA GTC
ACG TTT

CAA GCT

CTT
GAG
CAT
GTG
TCC
TG

CCcC
CTG
CAC
AC

CAT
TTG
ATC
CTC
CAC
CCT
ACA
AGG
ACA
GAG
TCT
TGG
TCG

GCC

Q) Qe @ o Q] a

T.A. (°C)

61,5

55,0

53,5

58,0

53,4

58,2

56,0

61,0

61,0

61,0

58,0

59,0

59,0
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AFF2 12R
AFF2 13F
AFF2 13R
AFF2 14F
AFF2 14R
AFF2 15F
AFF2 15R
AFF2 16F
AFF2 16R
AFF2 17_18F
AFF2 17_18R
AFF2 19F
AFF2 19R
AFF2 20.1F
AFF2 20.1R
AFF2 20.2F
AFF2 20.2R
AFF2 20.3F
AFF2 20.3R

TGA
AGT
TCC
TTG
TGA
AAG
TAA
CAT
ATT
CAA
TTC
TTG
TCT
AAG
TTG
TTG
TTA
TTG

AAT

ACA
TCT
AAG
CCT
TGC
CAT
CCA
TGC
GCA
AGG
ACT
TCT
TTG
CAG
CAT
TGA
TGG
GTA

GCA

ATC
GCT
ATG
TCT
TGA
TGG
AGC
CAA
GAA
TAT
CCT
CTT
CCT
CTT
TTC
TAA
ACC
AGT

TGG

ATA
GCA
CTT
TTC
GGT
TTT
CCT
ATG
AGG
GCA
GAC
TCC
CTG
CTC
TCA
AGA
CAC
GGG

ATA

CCA
AAG
ACA
GTA
CTT
CTG
GAG
TTC
CCA
ATG
TTG
ATT
TTT
AAT
GGA
CAG
TTA
TCC

GTG

AGC
ACA
TTT
ACG
ATT
AAA
AAC
CCT
TTC
AGG
TCA
TCC
CTC
GTG
GCC
GCT
CCA
ATA

TTT

CAT
TGA
ACC
TGC
TGG
GAG
TTT
GTG
ACC
CTG
ATG
CAG
TGT
GTG
TGT
CCT
ACT
ACT

ACC

Ql Q) @l @ QO O -

59,0

57,0

57,0

58,0

56,0

56,0

58,0

58,0

58,0
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Tabela 18: Sequéncias de primers e respectivas temperaturas de anelamento para amplificacao
dos exons do gene TUBATA.

NOME
TUBA1A_3.2F
TUBA1A_3.2R
TUBA1A_3.3F
TUBA1A_3.3R
TUBA1A_3.4AF
TUBA1A_3.4AR
TUBA1A_3.4BF
TUBA1A_3.4BR

AGA

GCT

AAC

CTG

AGA

TCC

CAG

CcccC

GTG

GGG

AGT

GTC

AAG

TGG

ACC

TGA

SEQUENCIA

GGT

GAT

TCA

ACT

CTG

AAG

ACA

ATG

ATT

CAC

TTC

ATG

ACT

TTG

GAG TGA

ATG ACC

CTG

CCA

ATG

TAT

TTT

ACC

CCA G

TC

TGT TTG

CTC

GTA GG

GAA AAG

CAA TG

TGA C

T.A. (°C)

56

56

56

56

Tabela 19: Sequéncias de primers e respectivas temperaturas de anelamento para amplificagao
dos exons do gene TUBAS.

NOME
TUBAS8.1F AGG ACC CGG
TUBAS8.1R ACT CCT CGA
TUBAS8.2F CCA GAC TCT
TUBAS8.2R TCT GCA GTT
TUBAS8.3F TGG GCA GTA
TUBAS8.3R GAT GCC AAC
TUBAS.4F TTT CTT CTC
TUBAS8.4R TAT CCT TGG
TUBAS8.5F TGT ATC TTC
TUBAS8.5R CTT GAC ACC

SEQUENCIA

AGA TTT
CCC TGA
CTG ACC
TCG AGA
GGA CCT
ACA GAG
ATG TCC
TCA CCT
TTC TGT

AGC TGA

GAG

ACTG

TCG
TGT
AAT
GAA
TGC
CCC
GGC

CAT

TTG
TCT C
GG

GG
TCT C
TC
TCC TC

GAT C

T.A. (°C)

56,7

62

61

62

62

[MgCl;]

1,75

1,75

1,75

1,5

1,25

208

anexos



an

"
UNICAMP

Tabela 20: Sequéncias de primers e respectivas temperaturas de anelamento para amplificacao
dos exons do gene TUBBZB.

NOME SEQUENCIA T.A. (°C) [MgCl,]

TUBB2B 1F ATG TGT CCA CCT GGA TAC GCA C

- 64 2,0
TUBBZB_lR CCA TAC TGT GAC TGC GGA AAG G
TUBB2B 2F AAG AGA CCA GTT CCT GCC TCA G

B 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
TUBBZB_3R GGA AGG TCT GCA TTT GGC
TUBB2B 4F TTG GGT TGT CGG AAC TGA GTC

B 62,5 1,75
TUBBZB_4R AGG AAG CCC AAT GAA ATA CTG C
TUBB2B 5F TTG CCT GAG GGT CTA AGT CAC

- 59,4 1,75
TUBBZB_SR 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 adi¢ao de DMSO a reacio

Tabela 21: Sequéncias de primers e respectivas temperaturas de anelamento para amplificacao
dos exons do gene WDRG62.

NOME SEQUENCIA T.A. (°C) [MgCl,]
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
WDR62_8-9F
WDR62_8-9R
WDR62_10F
WDR62_10R
WDR62_11-12F
WDR62_11-12R
WDR62_13-14F
WDR62_13-14R
WDR62_15F
WDR62_15R
WDR62_16F
WDR62_16R
WDR62_17F
WDR62_17R
WDR62_18-19F
WDR62_18-19R
WDR62_20F
WDR62_20R
WDR62_21-22F
WDR62_21-22R
WDR62_23F
WDR62_23R
WDR62_24F
WDR62_24R
WDR62_25F
WDR62_25R
WDR62_26F
WDR62_26R

CCcC
CAG
CCT
CGT
AGA
GTG
TGC
GTC
CAC
TGC
GGG
TGG
TCC
TGG
ACC
TGC
TGG
CAA
TCC
AGT
TCT
GCC
TCT
CTC
AAA
GTT
AAC
GAG

CTG

TGT
TCC
GCA
GAA
TGG
ATT
TCA
ATC
TGT
TTC
AGC
CCA
CAG
TCA
ATG
CTA
GTC
GAG
AAC
GAC
ACA
TTG
TGG
TCC
CCC
TGT
AAA
TGA

CCC

GCC
AGT
GAC
GCA
ATC
GAT
TAT
CTT
GTG
TGA
TGT
TTC
CTG
CAC
TTG
ACA
CCT
CCa
TCC
ATG
CAG
TGT
CCA
TTA
AGC
TGG
GGG
GCA

TTC

CAA
GGA
ACA
CCA
TGG
TAC
GTC
TGC
GCA
GCT
TCA
TGA
TCA
TGC
TCT
CAC
CAA
GAG
TCA
TGG
GCA
GTC
CCA
CCA
AAT
GTT
CTG
CTC

ACC

GAC

ATG

TAT

AAT

AAG

CCA

CTC

CTT

GCT

GCT

TGG

CCT

TCC

CCT

AGG

AGC

TTC

AAT

CCT

GTC

GGC

TCT

CTG

TCC

GAT

GTT

TCT

AGC

ATC

ATA
AGT
CAC
CCA
CAT
TGT
AGG
GTC
GAA
CGT
GAT
ATT
ACA
TCT
AAG
GTC
CTT
GAG
TCA
CCT
TGA
CTT
TGT
TCA
TCC
TGT
CAC
CAG

TCA

GC

GAG

GG

GGC
GAG
CTC

TG

TAC

CTA

GTC

CTC

ccC

GTG

GC

TTC

GTG

TGA

TTC

CCT
TGA
TTG

TG

60,8

60,8

63,4

61,7

61

60

64

64

57,8

64

64

62

64

65

1,75

1,75

1,75

1,75

1,75

1,75

1,75

1,75

1,75

1,5

1,25

1,5

1,5

1,5
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WDR62_27-28F CCT
WDR62_27-28R CTT
WDR62_29-30F CAG
WDR62_29-30R AAG
WDR62_31-32- TCT
WDR62_31-32- TGA
WDR62_34F GTT
WDR62_34R GAG
WDR62_35-36F GCT
WDR62_35-36R TCC

CAG
GGC
AAT
CAG
GTA
CTC
CTG
CTG
CAT

TCT

AAT
TGA
GGT
TTG
CAT
CAC
TGT
AGC
CTT

GGG

GGC
ACG
CAG
CTC
AAG
CAC
GGT
CAA
GCT

CAT

TGT
CAC
GCT
TCC
GGT
ACA
GGA
CTA
CAT

CAC

GCT
AGA
GTG
ACT
TTC
GAA
GTC
GCA
TCC

CTT

CAC

TGG G

CTG

AGT G

CAC

CTT C

CTA C

62,8

62,8

59

63,4

64

1,25

1,5

2,0

1,0

1,75

Tabela 22: Sequéncias de primers e respectivas temperaturas de anelamento para analise das
alteragGes nos genes HDX, CPXCR1, MAGECT, TGIF2I.X, SPANXC, H2BFM e UBE2NL.

NOME

HDX_sense

HDX_antisense
CPXCR1_sense

CPXCR1_antisense

H2BFWT_sense
H2BFWT_antisense
MAGECla_sense
MAGEC1la_antisense
MAGEC1b_sense
MAGEC1b_antisense
MAGEC1c_sense
MAGEC1c_antisense
TGIF2LX _sense
TGIF2LX_antisense

CGG
TGA
AAC
TGT
CTG
ACT
AAT
GTC
CTC
AAG
CTG
AAG
TTA

TTG

ACC

TCC

CTC

TAT

CGT
GGT
CCT
ATA
CTC
ACT
TCC
TGG
CAG

AAG

TCA

AGG

CCA

GGC

GAC
CTT
GCG
GGA
CAC
CAA
AGT
AGG
ACC

CAT

SEQUENCIA

TCC

GGA

TCT

ACT
TCA
AGT
ATC
TTT
TAA
CTC
AGG
TGC

ATC

TTA CAT ACA
CAA ATC
AGA TGT
CTC GTG
TCA TCC
GGC CAC
TCC TTC
TGG AGA
AGT GAG
AGT GTA
CTC TCC
AGC AGA
CCA TGC

CGG GAG

GC

TG

ATG

AAT

ATT

AGA

TC

GGA

ATA

TAC

TTT

AAT

T.A. (°C)
62 - 65

50-54

50-62

58

56

58

50-65
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SPANXC_sense
SPANXC_antisense
H2BFM_sense
H2BFM_antisense
UBE2NL_sense
UBE2NL_antisense

GCT
TAT
GTT
GTT
AGT

TTC

ACA
CAA
CTT
CTG
TCC

CAC

GGA GGA ACG TGA
CAC ATT TCT AAA
GCT ATC TAA TGG
AAT AGA GCC TTT
TGG CAT CAA AGC

TGC TCC ACT ACA

GCA TA

TC

58

58

60

Tabela 23: Sequéncias iniciadoras para o sequenciamento dos genes MAGECT, SPANXC e

SPANXD.

NOME
MAGEC1 4.1F

MAGEC1 4.1R
MAGEC1 4.2F
MAGEC1 4.2R
MAGEC1 4.3F
MAGEC1 4.3R
MAGEC1 4.4F
MAGEC1 4.4R
MAGEC1 4.5F
MAGEC1 4.5R
MAGEC1 4.6F
MAGEC1 4.6R
MAGEC1 4.7F
SPANXC/D F
SPANXC/D R
SPANXD R

uso
PCR

PCR
PCR
PCR
Para sequenciar
Para sequienciar
PCR
PCR
Para seqlienciar
Para sequenciar
PCR
PCR
Para sequenciar
PCR
PCR

Para sequenciar

T.A. (°C)
60

63,9

59

59

50
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ANEXO 2

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Cana Postal 8111

13083-970 Campinas, 5P

'/ (0 19) 37888035

fax (0__19) 3788-8925

= cepiihead.fem.unicamp. br

CEF, 2707105
(PARECER PROJETO 383/2(:M)

PARECER

-IDENTIFICACAO:

PROJETOS: “ESTUDO DAS MUTACOES EM GENES RESPONSAVEIS POR
DIFERENTES FORMAS DE DESORDEM DO DESENVOLVIMENTO
CORTICAL™

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Fihio Rossi Torres

- PARECER DO CEP

O Comité de Elica em Pesquisa da Faculdade de Cigncins Meédicas da UNICAMP tmou
ciéncia ¢ aprovou a emenda que miroduz a alung lars Brandio de Almeida como co-
tesponsivel pelo sub-projeto: ESTUDO MOLECULAR E DE CORRELACAOD
GENOTIPO-FENOTIPO NA POLIMICROGIRIA PERISYLVIANA BILATERAL
CONGENITA, 1o protocolo de pesquisa suprac itado,

Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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ANEXO 3

Formulario de Consentimento Livre e Esclarecido para Pesquisa Médica

&

UMICAMF

Universidade Estadual de Campinas

Departmmento de Genética Médica

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pigina 1 de 3

Titule do Projete: Estude Clinico e de Genética molecular em Polimicropiria

Pesquisadores Responsaveis: Dra. lara L. Brandfio de Almeida, Dra. Neide Ferreira dos
Santos, Dea, Marilisa M. Guerreiro ¢ Dra. Iscin T, Lopes Cendes

OBJIETIVO DA PESQUIS A

Eu entendo que fui convidado (a) a paticipar em um projein de pesquisa
envolvendo pacientes ¢ familias de individuos com polimicrogiria. O objetive geral do
estuio & o de isolar genes responsivers por essa doenga através de métodos de pendtica
mrrlecular, A identificacio desses penes pode evenlualimente imelhora o dizgndstico e levar
a uma methor abordagem dessa doenga.

PROCEDIMENT O

Eu enmende que se concordar em paticipar desse estude. o8 pesquisadores
participantes farfo pergunias a respeito dos mens antecedentes médicos e familias. Eu serei
sulmmetdo @ um exame fisico neurologico para estabelecer meu estade clinico. Abém disso,
poderei ser submetido a um eletroencefalograma (EEG), ressondneia magnética de erfinio,
avaliag do foneaudiolépica e newropsicoldgica. Uma amestra de sangue venose serd colhida
(20 a 30 ml, o equivelente a duss colheres de sopa). Hospitalizagdo ndo serd necessdria. Os
procedimentos menciohados acuna, ¢ colety ds amostra de singne, faeem parte dos
cuidades médicos de rotina para um paciente com polimicrogiria,

RISCO E DESCONFORT O

Uma coleta de 200 o 30 ml de sangue venose serd efenada. Os risces associados a
ease procediments i minimos, podende ocorver dor ¢ manchas roxas {equimoses) no
local da colets do sangue. O desconforte serd minimo pois se trata de wma coletn de sangue
geralmente da veis do brago que serd realizada por profissional reinado e devidamente
habilitade para realizar esse procedimento.
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Universidade Estadunl de Campinas
Depanamento de Gendtica Madica

UHICAMP

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pagina 2 de 3

Titulo do projeto:; Estwdo Clinico ¢ de Genetica molecular em Polimicrooina

Pesquissdores Responsiveis: Dra. lara L, Brandio de Almeida, Dra. Neide Femeim dos
Santos, Dra. Marilisa M. Cerreiro e Dra. lacia T, Lopes Cendes

VAMTAGEMNS:

Eu emtendo gue nfo obkerel nenhuma vantagem direta com 4 minha panticipagio
nesse estudo o gue o meu diapndstico e 0 meu raamento provavelmente nio serdo
modificadoz. Comwdo, o= esultados desse estudo podem, a longo praeo, oferecer vantagens
para o5 individess com Polimicrogiria, possibilitando wm melbor diagndstico e tratamento
mais adequados, E importante notar que o diagnéstico pré-sintomdtion nio fz parte dessa
posquisa, mas se cu desejar obter orientagdo gendtica, el ser oferecida nos ambulataries
do servigo de penética cliniea do Hospital de Clinicas {HC) da Universidade Estadual de
Campinas { UNICAMPL 12l (0159) 37TEE- K08,

SIGILG:

Eu enfendo que toda informacio medica, mas ndo os mesuliades dos testes pendticos
decorrentes desse pmjeto de pesguisa, fido parte do men prontudrio médico ¢ serdo
submetidos a0z repulamentos do HO- UNICAMP referentes a0 sigilo da informmacio
medica.

S¢ 03 maultados ou informagdes fornecidas forem wtilizados pam fins de publicagio
cientifica, nenhum nome serd wilizdo,

FORNECIMENTO DE INFORMACAQ ADCIOMAL:

Eu entemdo que posso requisitar informagdes adicionals relativas oo estudo a
qualguer momento. A Dra. lara L. Branddo de Almeida, Dim. Neide Ferreira dos Santos,
Dira Marilisa M. Guemeiro ¢ Dra. Iscia T. Lopes Cendes
tel (0149 3T RE-8007 estariio disponiveis para responder minhas questdes ¢ preocupagbes,
Em caso de recursa, ditvidas ou reclamnghes contaciar 8 secretaria da comissio de ética da
Faculdade de Ciéncias Médicas-UNBECAMP, 1el, (01913 TRE-T2 32

RECUSA OU DESCONTINUACAD DA PARTCIPACAD: Eu entendo que a minha
participagio ¢ wvoluntara ¢ que cu poss0 me mousar 4 paricipar ou retimr meuw
consentimenta ¢ inlerromper a minha pafdicipagho mo ocsiudo a qualguer momento
{incluindo a retimda da amestra de smgee) sem comprometer os cuildados medicos que
reveho atealmente ou receberel no futum no HC - UNICAMP, Eo reconbego tambéim que os
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médicos responsiveis por este estudo, poderio imermmper a minha participagfio a gualguer
momeno que julgarem apropriodo.

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pagina 3 de 3

Titulo do projeto: Estudo Genético Clinico em Polimicrowinia

Pesquisadores Responsiveis: Dra. lara L. Brandio de Almeida, Dra. Neide Ferreim dos
Santos, Dra. Marilisa M. Guereiro e Dra. lscia T. Lopes Cendes

Euconfirmo que ofa) D).
mee explicon o objetivo do estudn, os procedimentos acs quais serei submetido ¢ os riscos,
desconforto ¢ possivels vamagens advindas desse pmjeto de pesgquisa, Eu li @ compreendi
esse formulirio de consentimento ¢ estou de pleno acordo em participar desse estudo.

Nome do participante ou responsivel

Assinatura do participante ou responsavel data
Assinaturada testermmha =0 dam

RESPOMSABILIDADE DO PESOUISATHMIE:

Bwexphqueia
o ohjetiva do estudn, s procedimentos requeridos e os possiveis riscos ¢ vantngens que
poderio advir do estudo, usando o melhor do men conbecimento. Eu me comprometo a
fornecer uma copia desse fomulano de consentimento ao participante ou responsivel.

Nome do pesquisador ou assaciado

Assinafura do pesquisador ou associado data
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ANEXO 4
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A New Candidate Locus for Bilateral Perisylvian
Polymicrogyria Mapped on Chromosome Xq27
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Mariliza M. Guerreiro,® and Bscia Lo pesCendes’

I|.ll.-:":J!':|n.f'|r|lf.'lﬂl.'d.l.:l]l:'u.-."ui.l.\ Usiiess ' off Camgagias CINICAME b Camgene, Sao Piuds | azd
“Drepammens of Seclical Mooy, Uinivessdey of Com s aas CUSICAMP ), Camjpinas, S0 Paulo, oo
Thepuarent of Sgeeech Padiodogy, Tinfersdy of S0 Faeks (PO Bavieg 5P izl

Roou el 104 prd AN A upisl L7 Dvoentar 207

L OIEETLT W

Pofymcangies (PG s chunicesoead By oan cacesshie the

aemmber of smull und peomines bedn g, sopurased by
sluBcoei ik Bdinerd fersin posamsoragnia G D e
Uee. mieel ooamineinl b ol MG, el sogers bl
pecuidobmBur puresh, menbd retalasoa, und epdepsy

Famiiiad fomms of BIP huve been deserbed and a condiclare
AR WS [HhCVER A JllJ:Ileu.' (EOls TRy SR A B il
do nurkes 152104 The alsecthe of dik 2y s w
perioe bnbage dnlpds in one Ly segregiting B, A
tonl of 1% indivickiaks, schicding H affece] patens wich
IEP'T v esvuibneed . Pamay mesnifens wede exinuned by
-l'll."'\.uu'l.l;.;:;. il :\-JI'.'!.D.ﬂ Eo Mg e fCsRceauie BT ging
seama . Indnikliak wess gevkryiedd Bor I8 amecnoed pelline
mukers, lanking o 124 cM miwsdal on dh XT3 Tute
peovine arel mmulggeins Bolkage analyss was pefonmed sing

LINEAGE  pacdcage  amd  hoplotyge:
wis pedemicd by GENEMINTER softwade Ouw syl
shvmved o wide speconmm of clincal muon@estavons in
et belikkiils waldi BPY, saigeng Doen g i imed
LTSS ape o ahnosmaibes.  ToropoEnt ial.i.J:a.' HETH A
vickd o FmaxeZ06 ar @000 for marders 11305
url DREIET. Mubpalne bechstoses indlame o ondidae
el of 13 oM betoren diuisers TR0 205 andd 000
ui ol MOET 2N IT A These rosailis ol g i ks fog
EPP 0 o ouwe cemtmmenc boocion tan o peeviovs by
e, & 2008 Wiy A,

Ky wonndsz Bekages usalss; Xsnked mlertunce:, croacal
o B

Thrw 1o o e thls artlcle: Sanwes NF, Secolbs B Brandse Abne kla 1 Sllva 8545, Torres FIE, Tsuneda 55,
Ginlmardes CA, Hage SRY, Cendes F, Guerrelne MM, LopesCendes L 2008, A new candldasie lisows for
hlate ml perisylvian polymicrogyria map ped on ch rommaossme X7 A ] Med Genet Pan A JabA1151-1157

INTROIDUCTHON

Pealymicrenpyr (PRIG) i @ corfical dewe kpmen
malformation clomeieried by anexoessie nonbaer
af sl and proanisent briin gy, sepamied iy
shallonw sl |Ruemecky e al, [993) Bilageral
persydvian e hmicroggy e | EPT OMIM = 3003585 ) b
e mesl confmen borm dal PG, « harascterined by
Uk mummygy o Dl cgrmetmad oo e, avponmd gy o e
dleply of the Syheosn fssmne These abmor i lities ane
aften mvmmetrical amd can vany in extent among
potiens [Rurmiecky vt ol 193] Clindal feanres
il peesdcdmfar pomsis, comssing restricted
tomggue mevements, drooling, keding problems
dysorthr and deloy ar diffeeul speecl, Mental
ritandatimy and epilepsy may et present g5 well
I Rammecky ¢f al, 19499 Guemdin el al, 206Kk
Moo e ef al | A1)

Familial recurmeno: of BPT has D olescribxed
and different pugerms or iherfance love been

proopased [Onopman of ol 1967 Yosldmum ef ol |
19ae; Borgandi of al, 1999 Guerreino ef al., A0
Villerd et al, A2 A comedichane koo was onappd
ey oy Xeg28 [Willand et al ., 20602] in fve families with
BPP . T acklition, mudaticoms in e G0 mene wene
repored in patients with biben] fromgopneal
Peahyrmiero gy ria snd mutomeonna | recessive ininirilaneg
[Piwy es ol XKL AWM v recémghy, Rl et al. [XKIG)

& ¥ Sanion anl K Sl saminluial apedly
[ U e R T i Wl A rgpoan G Poe
Pl iPARESFL AP ol Grom e Cimesths M
om0 P Tl
e it iUl b, RLED Py, Engpeermnom of
A=A R, Tessdla Viem o Comergs, L2R
e SF CIF ] R AT L Tl

T
s P o 5
m|

219

anexos



PN

Y
UNICAMP

1152

ferund @ monskation i the SRPXZ peme Cocted on
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MATERIALS AND MET HODS

We perormed 3 delaibked olindeal imvestigstion,
iy Auchies and linkage andbesis in one famiby

e ]

Ao de i o nraal of Sledieal Genetios Par &
kT AL

segreraing BPP, including a tolal of 15 mdividials.
Ameomy Uhean, four were males marmied o O
peddigres wiwy wene nod inchadked in U insging
stuchies bl were climically accessed and penalyped
CAg. 10 All 15 mricipting indivichob gve m
fearmend] e meseent amed the sy weas approved by owr
Institugim Beseanch Ehics Commitiee

Clinfeal and Languag: Evahiation

We sydenmtically infencewed all patients anxd
family members scconding f0 @ ganchnd detailed

1 D—u—.
[RECE R 14 |= )
1 A b | k|
Eﬁiﬁ 5 7 L
DxEE 108 3 |a 3
] AH| &
i |T Z
Duciiaioes 7 |z q
[ R0 § |% i
Lol o 0 a3 la 3
0 JEeaE @ i a
LB 5 |= q
3 |= L
[ekech ] i |z [
2 |2 2
[ 4 |1 F
DCER0E 4 |2 2
el El g 4
LS 1073 L] 2 i
f 00 O 6 N Oro
x| % iE : gz fz 1@ e z
PEST T 1
[ES1205 rd 1 |2 3 3 F 2 ] 1 E]
PAREIEIET e 3 |4 1 1 L ) 1 1
Lo 200 4 i |3 3 3 § 3 4 Z 3
prESETS 3 1 |1 3 3 ¥ 1 3 4 ]
[Lhee o Z 5 |2 2 Z B |32 F -3 s
[or SEa0tes: i 4 |2 1 1 1 = 3 E i
DESEGaS -] 4 |4 ] a 3 L] i (] [
[ES1300 4 3 |4 & 4 z |4 4 4 4
z 1 |2 2 2 1 |2 1 T F
pEEIHE 2 2 |2 3 3 F |3 2 ] ]
pRES0E] =1 6 |2 1] 5 F |3 2 ] =]
BeEd wark 5 z |1 8 5 4 |1 2 3 ]
[ 7 1 1 2 1
bz 2 2 i g g 1 i ¥ 1 E
=g W s I |9 2 E Eil 4 = El Ed
X 1 4 4 |4 G 4 4 |d ] ) 4
brsiors 1 s |2 2 i |l 2 T LLE L] & 4
i <Jj> t‘_l) * * * EE E}
1 2 & a 7 -
i 2 Hll B : 1
3 2 =2 1
BirgaaT 1 1 1 1 1 4
DRGSR ] ] 3 3 2 3
[ERRIT3 g g i 3 e 1
brsaidl -] 2
DESBRE 1 1 1 1 4 2
Egﬂﬂ a & ] B a ]
1 4 4 4 4 4 4
e T i z 2 z
DES 1295 I ] e F = 3
I:l:l.ﬂﬂlﬁ 5 -] =3 4 5 3
& -] -3 8 3 1
DRSS 4 z z . | z
el b ] 2 F 4 2 1 e
D843 x z z x 2 4
DSR4 a -] =3 I | q
eEthk 3 -3 ] s 2 U=

1. Punlipg e ithow B By o o] s beewn g thes hiapd cnpe iecomr uei in
Iredivi] ool o e i d by Hosk sonbd e, The st e hopd oeva

orihee 1Hmar kamrs. g enyga f cn ol o mees e XagdT
I dvimam bvihw bbacks pemtion of e venicd le

S mwlamly wih T Alwusl

Xos



Y

4.\'

UNICAMP

LIMSA T ABALYS T 1Y i

gunsiioning, emphasing U sy o problems

with plwomoticm s debiverd apaenee by, mestor devekop
ment and oo of premtal everds oluring Plwe
flr tw mrimesters of préguamcy. Al petiens woen
examined by clinkza)l mewrokygrigs. The newrs
pevehiokapoal assesmnens amchickes] fhe Weehaler
Insellppence Scale kor Childres- 10 CWISCE-TT 6
Wochsker Achill e llience Soale—Revied (% A%
B [Wechsler, 1981, Fgeemedo, 2002] Lamnewe
wvalietion was performed by o child speech dhera-
Pl Spomtamedonns lanmeige and fee comenation
wem evahoped acomding & oa sani-sneciuned
praeocal e clursgerzed e folkowing agece
of langnrore, phomologic, synlactic, samanti:, prag
maic, ared kel [ Gamerred ey e ], 20002

Magnetic Resonanoe Imeging Studies

Magnetic restimmoe imaging (MR sooms wene
perkimmed s IT dcanner OE et Presgig ", Haila,
Israel ), ared michsded T1- dand T2-wherihod i ges
i tlmee ortlwogmal plaes, as well o thin coronal
Tl imverskm  recovery (R mages, MR vl
armfyses wiend pedformed woimg mgplarear fecone
stmmtin o O MNIPRO™ worksation, Acconding o
L feradinngs, inwdiv icheats wie clenrhy lod BP P owene
chsmified = affecied, wisenes  mdivichal with
memmizl i e st wene o Lswift oo e wmodfecied,

e ity prirsg
Crestwemminic: IR wor ol by dfinect 2 vction from
lemplescyies of peripleric blood Poaniedls o ol 198589]
1A mmples wene genogvied . for 18 n'm:\-:n_ﬁ_llir.'

muarkers [EXS119E,  DRSLI0S, DIXR1227, [EGSA100G,
IDNCRA0TR, DRSAME, TBSA03. DSAlE,  1RS1N0),
Iesems, [ 1215, [DESA], TRERS1INE. DL,

DA, TRCSAL, TSRAGL, ol 13E10S, {hankingg
242 3 eMindencal cnels X7 2B Microsededhite morkors

At desiai Jomirisd of Modical Lonetles i 4
114%

wene selocsdd freon pufilished des [Villad e al,
X2 amed Géndtlwom Inonan gemetic Hukage ap
(Dt e al, 19901, avaibdsle o e Natiomal Cenger
of Bidecloseslogy  Infonmstion e pape (ap
v nlm mih gened,

PCR reschioms were pedormedd with 500 ngyul
of  TFNA, '| pM ool esch  oligomecleatice. 10
GeneAmp - PCRBalfer 1 2 5 mM GemeAump AT,
3 wernigs gl Taeg™ DA Polymerase and 23 m3d Mudl,
{ lvigrenpen, Caldad, CA), Sonae oligomecheotides
wene uoroclrome Iafeked with FAM (h-cariony
yomescein, VIC™ ar NED (phesplhe mmmidie hio
mexoein, Applied Bioivsenes, Fosder Oy, CA) PCR
proschic b iof the micreosse e markets bibekd with
thearclirones were anahsd in e MemmBACE
1000 ™ sramatic secqueetscer (GE Heatleane, Basck-
inghamaking, UKD Resuls wers ambossd sing
Fragmerdt Profiker Sedowome ™ 0GE Heathicane).

Statistical Analvsis

Drata obaminedd from Fragmens Profier Sofwame™
wids proscessed 1o inme e for ndoge anabai iy
the LINKGEN program. Thissodtwiare was devet kopesd
Ery-voner Taboratory amd is avaibabke o lime o hagpos
Lagn e wnvicshanp e 000w inclinde e D indegen
il foor freee s

Tawer-paexiaat arwd ronade poir gemvesic lin ke amalysi
Wik ek aebutered by ther aresainumn ke Hlsood aretlwed

;.&ler compger program MUNES asd JIKE-
MAFT Eversion 3.2 CCEFH, Vimiversdey of Lial, aosd
Columbia Universiy 1990, respedively, from the
LINKAGES mockage [Latloop and Lakmel, 1584
Terwillimger and o, 1993 The GENEHINTER™
program was awded for Joplotepe rec o sotion
[Krughak et al, 1996 We ammned an X-hnked
chamimem ko of inlieritanes witls (R8 pereirans e
Allelc {regpeincies for easch marker was caloulatod
frenn amreltod indivichz B mamed ingo te pedigree

TAHE 1 Demgrpbe ol Chemal Poon 15 ek s Soaded e Clee 1TPF Faoly

i arme ol it

vk reomdsy Catrahr SN ool ox cesrrriion Lt gt g skt i PV Sk Eplotype
it Fol ol Pl Ml I SE o
- hepsde P Mmumd THE, 5 IrF Tew
1L o e T Pl 1 Sowamd ey
i34 ol Ve ezl Ak NF oy
i3l Franul- il Pl d T i (13 Yow
115 Wl FHE Dbyl S IHF Yz
ikis ol el gzl W a3 BT
17 Framulhs hoE T Pl M b T ey
R i el Nzl ek 2 g
144 Funuk: Ml [ LESHEE irr Vew
10-4 Wi FHe Diekeryiad Tie7 (1LY ki
1L Yol e T eferpund AT i Y
18-5 el P Dlefarpiad S0 (LR Y New
111:8 Wl o Defiryad TERSL e Yz
8-t Franuh- P gl e “F Shwremill Feny

—— PO, e e i e sy, CTC, verhal mivlg e guol e MR insywils e maee gy P peeial ol len o eis 52 e v il PO, i

pebistreal i BE¥, il sl proeyl s pad yomcong yiis

'X0Ss



UNICAMP

A beaa Jowurac] of Slodica feenetes Pan &

1154 Uk T CE T Al

anedfemales, with mome promenmced an
pahmicn
I

dw e e ad
vy e corles in males (Figs. 2-51 Ang
lve affeded males, o indivic (I3, 1
amd 11-3, Fig. 3 hsd 3 moare severe plenotvpe
paesdobnibhar poresis and delay in lngne
iticm (Tatale 11, These indivichmls alio
severe MED shmomaliies with BPP extend
saals freamts ] amd pearietal dress; we herems, the:
e bes Cinivichea s 1-2, Fiag, 4 -4, Fig 5; and 1150
I nhe lemst severe MR fimdings with ssvmmetriezl
amed muileder perisylv palvinic ey ria

Sigruitieand fwo-peind kxd scores were olwerved for
twd markers, with a Znax= 21
markers DINS1AE and DNS5122

g T T

il Imcare
i Cner
e

L

".: T L P prevind ko secmes pointed g A cand aion
13 M bebtween markers XS0 and IRCSHER
s cvm ot Xeg27. 2 Hl:.__'_ 10 |-I..'\, Ll
All edght patients with BPP on MHE] hod the:
andd comtrols, Disesse allele frecguency was i lmplotype (Table 1, Fig, 11 lwowever
I Villardd en al, A2, Lesd seemme vahses () aouel ar in meurological and lomgoege evalstions wen
higher than 200 ko pEreetic linkage: xdween varizd e, Incdivicdugl=s 1-1, T1-3, -6, amd T-8 wene mol
maar keer dndd dlisease [Terwil inger andd O, 19495) imchacked in Ui MRE] stuclies, b b me mesorm kggic al
comphiing or speech almamulitie (tiey were mot
RESLILTS tormalhy tested b the speoch therpisg ). Indivichels

A summuarny o clinical
Table I We aocossed
imcluclingg S females (Fig 1), Clinica
froam mearnmal & mild  pewrolopieal  dhysdumct o

inclicing  peewdobular paresis, such oas poor
I

aricw bticon amed poxr Ror
U MEl= sdwaweecd a i

g aneremne s Overll

TETH [EEEETIN W e

TH il Tl-wwdinal sspnad isp kllnl =il




UNICAMP

PR Y

4T1 erog di

E i i
e vl il o ilie gl

H-1, =% heed reammal seercdopical exam, ool
1l MRET and do moft ey
| legype. Addwiigglimedividum bk -2, 114
mred 1Sk beae] viearmmad e kagpioal ez aned bmgpissne
gcxquiniim, MR clearly shanwad BPP and hapla
fype anertysis revedled Uon they v the alleted
liapletypee. Individuak 1125 andd -3 hod paeado
feltuar paresis and incliachels 104, -5, @d -4
imed momrmal meerokyncal exams; however, all fwe
lnmcd ohebyed L|=.:~...L-.' dcxprizitiom, ME with BPP
il e i I-.II_.|IL by e CTalle [ Fige 1), The on I'.
imdivichm] who camries the abeded lapkaype

dALEE B RVeo- ol Liwd dwen i

LAY B LS P

Aot Jonfad of Medical Gotietios 15A A
115%%
alwemmlities 15 11-7, o

oo i Jewve chimical G MHEI

fommke wlo leed momal - develapment and Do
I3 THANTE il e apeoch afmcormalives tla: |
Fig. 17, Ulndomtwrmedy, we omekd ot cdftioin @

plete climeal, MED or lmplony e mbommmition om e
T ol ters §imelivichesls -6 amed 11-73
migillser incdivicdhe] 1170 il st areses 1o Jonee dlse
wirls paicipae in the study ) lensever, e motlser
irdemmed s by o ekplone interdew. Dt Dot
wirk & akdl and  prescently
J-1.'|'||r-:-|||_'. e o fenve hisd may develoymme il ar
spaecch prohilem

Rl

)
apes 1% and B veamns

DERCUSS N

HMbiteral pemylvan polvmoomsygyna 15 a bram
abmormualiey owremEdy chsiliod wsder olorim
Uicamis dhee di sl oomtics ] oz et e e hud
imug e meneronal migratkin ) | Van Hogaerd o sl 19598
Barkenvich e al, 2005], Genetic conrfindion o The
chevedoqmme s od BPP i s pokiens s seppo ed by
i I1-.:- s o fonmilind comes, we el sasrmesdis T
fims may cause Hhis bram anoma by IIL.l Ll camed
] SR I!-:lr_ Trkek Cogatrallo et o] M) ik
Gusermeirded al i We el embtifioed

..-\.Il\.":_||

XHKF, Realletal

ot farily - segremtiog BPP, shiowing a poyssiblke
Melimked domnmomt imberianee and in pre
TL iy we showwed evidersoe dor lmkage w ol
Xry -:|-" Fwilhin o 13 ¢ M canclickte regim

Trs W Homrenal e slascieod Bveeree, Dlae mreatr £rcch inddiv el
J=2 1 wwhn weds aootrial coa cdinoss] evialnes sy b Uherers:
alectodd clulddeen (T-4, 11-5, 1= ared lener
aflected] gramachikdnén -3 14, T1-5, and -8
wills ¢ limical ancd M Gt ormal tes. Surprisingy, er
ML revesbed BPP (Fig. 4. Furthermorne, all edglae
imchvichiels dclmicaly unalfocwed mariarch
affected] childhen ad (onnr of

amd

tlureni

i
fected granciohi kiend

W' v eed el Procie el
i e LELES s L] I | a5 (L5 1 il
DG Lk [ i (B i [ (LA '
i1 [ 5t i L4 i
D51 h i sl . ki [HH
sl El L Thisd (i (1 ik 49
D HFT k33 E13 L a ik i
[ ARG i ki3 i i i iH inik 1
I 05 [FE iR M [Fh ] i
[ikeA (FL L [ES i H (R i
[13% L kil ihin iLid il kil ik kil i
RSO i} [TRE] inpd i i ki s ibikd i
13351 [ (LR pd i iki () ik i i
[ 35 ([T L (LR ik I ik i ikAir
1L kA Li il ¥ i (i8] ik i ik
[ 55 H ki il (181 ki kil ([T i iki
15 55 i) ol L i i " ik i A
DkshbiH 4 e (] . i i i3 (IR E]
{338 HH: R i i ih | ikl ikird
S0 14 id i 3 i (1] i iwird

N)
'

exos



A,

%

=

UNICAMP

1155
BEREEEIENRpRpEERBEC |
FHH M HB T
EX ]

i — :
]I

; -1

H
1
i
-II:I
beh |

S n. Mdnpess bal s cakculasl tor fie 18 merkens genanpasl
chirammsnne X2t 3 el e sdicse s bl s dinshod o Inkoge

abowrecd e s affected baplonope (Tabke | Fig. 1),
Tl fiowlings porind & He gresl mjeortance of
imogingy s chies. i chincally umalfocied individumls,
eapecinlly femles, b iy e Fammilies se: !.I;J'L}.!Jl.i
Bl’]‘-ﬁ. Im ﬂ']ii:m. “EJE:E: enmmcd evickmee for |T
connpkefe pendtmnce, sne vkl 197 camies
al keoy ot of the alfected lmplotype (rean markens
X5 1205 00 TR 122770 bt Jacecd neamveal devcleoqmme e,
ity meurcdopical or speech shemmiites and nonmal
MEL Incemiplete penetmmnes has been previomshy
repamed] o (wndlies with BPP and oy meauh
from e bk of semiidy of clinically wed
imahmy wechmicuues B0 detedt sulatle brain aboor
mualities [Guemeing o al, XKL Jansen amd Ancer-
e

Oner linkage sty focumed imitilly o regon Xg 2
s 8o the sepemts of Villand et al (2002] desc rfxing
4 candidate ko lor BPP dowrsiream o micros
aafellie marker RS Honpever, the e o
imfereal was extended k@ mone centraneric kxa-
tiom, s ie megien felomeric o DXSE0HE was
exchuded by haplotype amalvas (Fig 10 O resulis

cint 1o a 13 oM candickte region i BPP m this
amiby boetween markers XS 1205 amd TENSH043
za defined by omdvipoing linkage amdyas, on ch
Wiy 37 20327 3 Oar canaclickste o s appriximaiely
1t oM wpatream morker TRSHIGT ad twenekine,
i ol overap fe candickde region previiuehy
repoted. The faa ded fweo o dilferent eandidge
reggions for BPP were found conkd be an evidenoe
olf kv hetemge ey mxd, since contical devwkap-
miesd s o weny comples miakeoular mechanibm worly
e oot ivno homend of several differnmi genes,
we cirmxd esachecde U peossifiliy tloe e disgal
rasggiany o e o armod chX ciniskd teksorr @ cnsiczal
dlovedoprent genes chiger, withsome of dwse yenes
iy oahved in the etiokay of BIPP

I -eomedaeiem, we mopped o comdickie kxus bor
BP Pom ¢ h X2 7,227 3awlnch does metoverbp with
the candickte wgion previowsly sopped [Vilkrd

224

Aapcr ki Jonrail] of Modled Geneiles Par 4

aeh M R ET AL

etal, AH2L Ong Family deomem g maned comaickeral ke
varighility of climkceal exprosson with onby males
alwnwing paemdobnlior aresis awd ow copnitive
svares, W mrammend detsded clindeal evahetion,
inchding ecaminasion by speech pabologss amd
MRE scoms gl relstesd famiby mmembers for g
pﬂ_m‘i-e pleenctypic chasdeation n linkepe sandies
ol B

ACENOWLEDGMENTS

We gre pratehs] w ot paatiens’ famdy o membens
o thweir baelpdud cooperstionn. NS recedwed o folko -
!|-|:.i:|'.| {ram L',h"l:'q. s, TIRA, FRT, amed 58T meoaieed
stucengshd s frean FAPES]P

REFEREMNCES

ik Al KipsecRy W, ks G0 Cloesden B Tbijks
Wh MR A ke ckgeeeial el posete ol @ein be
el D of Coebacil devdonamee Neleobogy GRBT
1EAT,

Tgedomes F Cavied S Deivet C o B 19990 Famdeal
epdogey bR ol e d bl e o e e e Gfcceial
chechogi el Fpifiopisa 4007 - 51

Tepptnd B Temiad ., Ao O Pl Teilooes 1 s d
Cracr=a B 109 Ifaresil gestey bree foly e sl s (Do
e Dol Meumodopy SLRREG-1003

Ui bualle's B, O pcayets HED, S i £ Fepdrsiuin & 2068590 Roail
Ay Ee = oles o e rasy Ty 23330330

D 2 Faaed 5 Foudes O Simeon 1 oo N Vigha A
BBl 1 Mhac 5, Moz | Selboc B Litdeogi S Clyaguy
O Megssmie | Wesseshooh | 000 A coenpieiesns e
et Eag o the hismn grioee Peisal on 5 34 maon
relcilies. Munw e 380 T53- 1%

Pagpecmsndo WM 2002 W0 T Wed laker |intcBgen e Sadile ke
fhililen Adapiad = B simglde. 3a0 Pauloe Ciex o
T gl

Cletgmrein AL, Tewloim el A Vet 100 Comey JA Thbensly KT
Puckorr B 007 Podlefes ooeggeralil hibmeal pesivam
vy iekvmies Ol ard SR feddoess B 51 guolaits. N
Pk D & 3R FOv- 20

Ul AL Arclesmioi T Guoeseid . Deilypied WH Kiosh sd Ry
W K Van Boggiet 1) O fen O Thivel P, Aenbsioeaina G
Borciis A, anodosnes T Padsiepgins & Paetid B Sdosen(d
ke | Teegmars B, Aaccn © Hadim AT, Palends A
Ptk W, Mostceega MA Condes T, Ascksmumn F
A0y, Fendsil perdglian judyamidigise A fcn Lkl
wyiekeme of Covanl mulideselonmenl A Souail FAR-
i#

Clueses SEW, Hage SEV. Goemdes O Abwasdes TV
Ferruimeks W, Podhico 195 Fasgdar AMG. Moddernsgit
ALA Ceeabes FOIOWL Dewvclogenenial Lingioge ek
asscrend o] Ml oy e ot Bk NeEngy BRI G- T30

liweesn A, Ao clerogm 1. 0005 Do off e i lisnb dopis
ke | M Gt A 200170

Eriielyok L Traby M Feose- eily M. Liscks B3 190 Teiaet e
i fodoraneier Bl anlyses A ol iRyl
mnpeiendi A | Hoen Qend 3501307 - 135

Buiegmsdy BoAskdanen F Cadmiad B B0 Coepgestida I alilcril
jewEpheEn aprckise Saady of A faksice TR GCHPS
Al s oy Colabicanave Snad . Lasget L008-61T

Lol Lol I 50R Baay coluvld alem o Dhochsc omes e
e aalon om s comnpeies, A | Haen Clesier. e -
1

Bbigeiis T Pt FE Saendbecad | B9 Shobociad choweing A
Lt eilowy ik el e Yok Cdc] Sl g Fasl e Lof 2oy
1Y

uriéXos




PN

Y
UNICAMP

Arrerian o] of Sedcudl Conetlas [ A

LISEACE ANALYS B TN 1P 1157

Al e SEA. Cioesest MM Logees-Cerdex © Conekes £ 2000
Pyl Mvalcyie Pascwl P aigez- A mil] K& cif
Gl § Raltesm D e ey Siin Sl o ened Epdiogmal 124515
=il

P X Bepe Vo L Sinacdberg B G PE. Pagh EW
Pt K- Doasn I Hoeg AR SEAgeart ¥V W balh Ch 2000 Aa
atcpemnall e emsce fudn of Diiesd Eoniog el po -
chogry sl Sreige B chmoatiaceres Bop I 2-201 Aum | Pl Geset
ToiodE. Bl

Pion X HE RS Hodled A Chamge BS Peeei.Virdpge L
S R Tabnyes W Gadsia B, Wske RM. loges
AML Vo T Feds MEE, Macreicil] I Dhesceas 1 hekonad Al
Waldh Ch 3004 O peoice-coupiod wopior-degeendonl
chveihpweyd of Fuie feabd codes. Sowenoe ORAL
0¥

Fod B Rkl G Peresmi 5. Boe B Sollicffor TE, Slissacses A
Videnta M, Roskel-Tasvoad N bienad 5 T b © adaud-
B €0 Akl A lewminpne A Diedepie S, Calonsize O
che S hllden A Nebideei N Depet=es T Maimes 80, Paors ¥
Fobuagea-schibgn, A Ly N Mewbueer A Rodid R

Shircsiui © Pewloaw 5F Headh E Lafeop M Cao
Sécpetniakl P 2006 SEPXD sdioeee o clpaoedes of
Eetygenke corn il coggidiaen Thien Mol Gener 850005
LT

Tora i 11 Oar | T Vlan ool off i e s ey s D g
iy Ltk fodfins Hopikls:

Voslkggiet P Davdd PoGalaes O Wilkhs 1T Daerdeiid PoRanli=
E Mnwm O Wetshiwgs C o Selwoeskd HIL Metere T
Crablrnn 5. NS Py b s et Carocall, TG MK
nd g awlibodeen Paiiees = 10 poranes. Neass 121
JO0- THS

Viled L. dpayes K Ganclomo O Miisten O, Wess AW Sy 1
ML Ceia AW Ceulven M b Wakes KM levennss Bl Tadiges
WH X0 A v bor Bl Persalzin PalEng sogyesi
Euage 0 Xgda A | e Gecet 700031006

Wednhs Ik 0980 Wooleler Achill cBenenee Soako— Ret il
S Anrce o The Py cioiogtacl Comoedlaa s

Yimbienien K dhisacki F. Tomea T Wakiciac be HL Eveansliogne T
e Fowdl grichiypolnasogdy e o Beos shbees Tedeile
Sl BRo35—-d438

225

anexos



UNICAMP

226

anexos



