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Os distiirbios do desenvolvimento cortical (DDC) sio uma das principais causas de
deficiéncia mental e epilepsia e podem ter uma etiologia genética predominante. Extensos
estudos determinaram genes envolvidos nos DDC como a heterotopia nodular
periventricular (HNP), o espectro da lissencefalia/heterotopia subcortical em banda
(LIS/HSB) ¢ a esquizencefalia.

Os objetivos deste projeto foram: 1) pesquisar mutagdes nos quatro principais genes
responsaveis por DDC (FLNI, LISI, DCX ¢ EMX2) em um grupo de pacientes com
diferentes formas de malformacgdes corticais e 2) estabelecer correlagdes entre as mutagdes

encontradas e caracteristicas de neuroimagem.

Todos individuos participantes deste estudo possuiam exames de tomografia
computadorizada (TC) ou ressonincia magnética (RM). Nossa amostra foi dividida em trés
grupos: a) pacientes com heterotopias nodulares, b) portadores do espectro LIS/HSB e c)

pacientes com esquizencefalia.

Os pacientes foram genotipados pela técnica da reacio em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando-se primers descritos na literatura. Os produtos de PCR foram analizados pela
técnica de single strand conformation polymorphism (SSCP) e subsequentemente

sequenciados manualmente ou por sequenciamento automatico.

Foram analisados 58 individuos com DDC. Nove possufam heterotopias nodulares, 15
tinham o espectro LIS/HSB e 34 eram portadores de esquizencefalias. Tambeém
genotipamos 50 individuos normais pertencentes a um grupo controle. A pesquisa de
mutacdes do gene FLNI no grupo da heterotopias nodulares revelou uma mutac8o
1159G-»C em 2 individuos relacionados apresentando o padrio clissico de HNP. Além
disso, encontramos uma variante neutra IVSV + 519C—G em 3 pacientes (1 com padrdo
classico e outros 2 com padrfio atipico de HNP). No grupo das LIS/HSB 7 individuos
mostraram-se portadores da substituigio 1805C — T também presente em 9 individuos
normais. Um outro individuo com agiria/paquigira possui uma mutaciio 1385A—C levando
a substituicfio de uma histidina por uma prolina na posi¢do 277 da proteina. Além disso,
uma variante normal rara IVSV + 19G—A no gene DCX foi encontrada em uma paciente

com agiria/paquigiria. No grupo das esquizencefalias foram identificados 4 individuos com
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a alteracfio 796C—A que ndo leva a troca de uma arginina por outro aminoécido. Esta

mesma alteracio foi detectada em 4 controles normais.

Concluimos que: a) pacientes com padrSes atipicos de HNP nfo possuem mutagdo nos
primeiros 6 exons codificantes do gene FLNI e confirmamos a alta incidéncia de mutagGes
no gene FLNI em casos familiares de HNP; b) mutagGes de sentido trocado no gene LIS/
sdo raras em pacientes com LIS/HSB; ¢) a substitui¢io 1805C—T ¢ o mesmo polimorfismo
descrito por KOCH et al. (1996); d) mutagSes de sentido trocado em LIS/ e sua localizagdo
em dominios WD terminais ndo estfio associados com graus leves de lissencefalia; ¢) a
substitui¢io IVSV+19G—A no gene DCX ¢ uma variante rara; f) a auséncia de mutagbes
no gene DCX pode ser explicada pela pequena amostra de pacientes com HSB, mosaicismo
somatico ou baixa estringéncia quanto as caracteristicas de neuroimagem; g) as
esquizencefalias parecem ndo ter base genética no gene EMX2 ja que detectamos apenas

polimorfismos neutros neste gene.
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Cortical development malformations (CDM) are one of the most important causes of
epilepsy and developmental delay. Extensive molecular genetic studies have resulted in
gene discovery for CDM such as periventricular nodular heterotopia (PNH), lisencephaly/
subcortical band heterotopia spectrum (LIS/SBH) and schizencephaly.

The main goals of this project were 1) to screen for mutations in the four main genes
responsible for abnormal cortical development (FLNI, LISI, DCX and EMX2) in a large
cohort of patients with different types of cortical malformations and 2) to perform
phenotype-genotype correlations.

All patients included in this study had CT scans or high resolution MRI scans. We have
divided our patients in three groups: a) individuals with nodular heterotopia, b) individuals
with the LIS/HSB spectrum and ¢) individuals with schizencephaly.

Mutation screening was performed by the polymerase chain reactions (PCRs). PCR
products were analyzed by single strand conformation polymorphism (SSCP) and were

subsequently sequenced using standard manual sequencing or an automatic sequencer.

We have studied a total of 58 patients with CMDs. Nine had nodular heterotopia, 15 had
the LIS/HSB spectrum and 34 individuals had schizencephaly. In the group of nodular
heterotopias we have detected a 1159G—C mutation in the FLNI gene in two related
patients with classical HNP and a neutral variant IVS5 + 519C—G in three patients (1 with
typical and 2 with atypical imaging findings). In the LIS/SBH group 7 patients had a
1805C—> T substitution in the beginning of the untranslated 3'region that is also present in 9
control individuals. One patient with agyria/pachygyria had a 1385A—C transversion
which changes a histidine for a proline in amino acid 277 of the LIS1 protein. Furthermore,
We detected a rare polymorphism in the DCX gene, a IVSV+19G-—A, in a female with
agyria/pachygyria. In the group of the schizencephalies we have detected 4 individuals with
a 796A—C substitution that does not change the identity of the wild type arginine. The

same alteration was found in 4 individuals of the control group.

We conclude that: a) patients with atypical PNH do not have mutations in the first six
coding exons of the FLNI gene and there is a high incidence of FLNI mutations in classical

familial PNH; b) missense mutations in the LIS] gene are a rare finding in patients with the
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LIS/SBH spectrum and its localization in latter WD domains are not always related with
less severe LIS; ¢) the substitution 1805C-»>T is the same polymorphism previously
described by KOCH et al. (1996); d) the absence of mutations in the DCX gene in patients
with SBH could be explained by our small sample of patients with this pattern of
malformation, somatic mosaicism or low stringency for the neuroimage findings; €) the
substitution IVSV+19G—A found in the DCX gene is a rare polymorphism (idiomorphism)
f) schizencephalies appear not to have genetic background in the EMX2, since our study
detected only a neutral polymorphism in these patients.
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Os disturbios de desenvolvimento cortical (DDC) tém sido freqlientemente
apontados como causa de epilepsia (KUZNIECKY et al, 1993). Um estudo relativamente
recente desenvolvido no Hdpital de la Salpétriére em Paris demonstrou que
aproximadamente 8% dos pacientes com epilepsia que buscam atendimento em centros

especializados, sfo portadores de algum tipo de DDC (SEMAH et al., 1998).

Até pouco tempo atras a ocorréncia de DDC era relacionada principalmente a
insultos pré-natais (PALMINI et al., 1994; WYLLIE et al, 1996). No entanto, avangos
importantes em duas dreas do conhecimento aparentemente nio relacionadas, a elucidagio
dos mecanismos basicos de formacdo do cortex e a maior disponibilidade de exames de
ressonincia magnética (RM), tém demonstrado que os DDC também podem ser devidos a

fatores genéticos.

Existem pelo menos trés mecanismos principais pelos quais os DDC podem se
desenvolver: (1) anormalidades da proliferacio e diferenciagfio de neurbnios e da glia; (2)
anormalidades primariamente na migragfo neuronal e (3) anormalidades primariamente na
organizaco cortical (BARKOVICH et al., 2001).

Esta divisdo reflete as etapas de desenvolvimento embrioléogico do cortex

cerebral, topico fundamental para entendimento destas malformacdes cerebrais.

1.2-0 DESENVOLVIMENTO NORMAL DO CORTEX CEREBRAL

A formaciio do cortex cerebral pode ser dividida em trés grandes estagios de
desenvolvimento: proliferacio, migracio e diferenciagiio. Os precursores neuronais
proliferam na zona ventricular ¢ em seguida os neurdnios pds-mitéticos migram para
formar as estruturas que virdo a se tornar o futuro cértex cerebral maduro (ALLEN et al,
1999).

As primeiras células que migram formarfic uma estrutura acima da zona
ventricular denominada de pré-placa. As demais ondas migratérias de neurdnios irfio entéo
formar a placa cortical que ira dividir a pré-placa em uma camada mais externa denominada
de zona marginal (futura camada [ do cértex maduro) e uma camada mais interna chamada

de sub-placa. Ao chegarem a placa cortical, os neurbnios organizam-se em camadas que
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irdo se desenvolver no cortex adulto. Este processo mostrou-se surpreendentemente
complexo, havendo um padrio ‘inside-out’ de deposicio dos neurdnios (ANGEVINE et al.,
1961). Em outras palavras, os neurnios recém chegados placa cortical ultrapassam os

neurdnios mais antigos, acumulando-se progressivamente em camadas mais superficiais
(SIDMAN et al, 1973).

A migracdo dos neurdnios ocorre em sua maioria ao longo das células radiais
ghiais, no entanto, interneurénios gabaminérgicos seguem um padrio de migragdo
tangencial, paralelo 4 superficie pial ou lateralmente dentro dos ventriculos (VAN
SLEGTENHORST et al., 1998; FISHELL et al., 1993, TANN et al., 1993; WALSH et al.,
1992; O'ROURKE et al., 1995).

Uma vez que os neurdnios imaturos chegam as suas localizagdes definitivas
estes estabelecem uma série especifica de conexBes pela extensdo de seus axémios e

dentritos. Estes fendmenos sfio caracteristicos da fase de organizagio do cortex.

A interrupgdo dos mecanismos genéticos que orientam o desenvolvimento do
cortex cerebral em qualquer um destes estagios ira potencialmente levar a diferentes tipos

de malformacBes do desenvolvimento cortical.

1.3-DISTURBIOS DE DESENVOLVIMENTO CORTICAL: FASE DE MIGRACAO

A fase de migragdio neuronal é definitivamente a etapa de desenvolvimento do
cortex da qual se tem até o momento um maior conhecimento bioquimico e genético. Por
tal motivo, nfio € surpresa que j4 se tenham descoberto varios distirbios corticais que se
originam de mutages em genes responsaveis pela sintese de proteinas envolvidas nas suas
diversas etapas da migracdo, desde a saida dos precursores neuronais da zona ventricular

at¢ a parada do processo de migragio quando estes mesmos precursores chegam as suas
posi¢Des defmitivas (ROSS et al, 2001).

Dentre as malformacdes corticais com base genética na fase de migracfio
destacam-se as heterotopias nodulares periventriculares (HNP) e o espectro da lissencefalia
(LIS)/heterotopia subcortical em banda (HSB).

Introducio
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1.3.1-Heterotopia Nodular Periventricular (HNP)

A HNP ¢ um distarbio na qual uma fraco dos neurbnios pos-mitdticos parece
ser incapaz de deixar a zona ventricular resultando no adulto, em nédulos de neurdnios
diferenciados préximo a zona ventricular, enquanto outros neurdnios migram normalmente
formando o cortex madure (EKSIOGLU et al., 1996; GLEESON et al., 2000). Quando a
HNP ocorre em familias, o padrfio de heranga ¢ similar ac de um gene dominante ligado ao
cromossomo X, que afeta principalmente mulheres, j& que os homens parecem ndo
sobreviver a gestacio (HUTTENLOCHER et al, 1994). A principal manifestagio
neurologica da HNP ¢ a epilepsia (DUBEAU et al, 1993), que provavelmente é
conseqiiéncia da localizagdo heterotopica dos nédulos neuronais (KOTHARE et al., 1998),
geralmente ndo havendo nenhuma deficiéncia grave nas fungbes cognitivas (DUBEAU
et al., 1998). Os homens afetados normalmente nfio sobrevivem ao termo, e quando o fazem
morrem precocemente devido a problemas de coagulagdo sangiiinea (FOX et al., 1998). O
gene responsédvel pela HNP foi clonado na regifio Xq28, possui 48 exons (EKSIOGLU et
al., 1996) e seu produto foi identificado como a filamina 1 (FLN1), uma proteina de 280kD
que realiza ligagfio cruzada com a actina, sugerindo que o papel da FLN1 na migragdo
neuronal pode ser mediado através da modulacdo do citoesqueleto de actina (FOX et al,,
1998). O fenétipo de HNP parece ser conseqiiéncia de mutagSes nulas na regifio codificante
5’ do gene, levando a uma perda de funco da proteina (FOX et al, 1998), no entanto
trabalhos recentes identificaram mutagdes em outras regides do gene (SHEEN et al., 2001).

Recentemente mutagbes no gene FLN] foram detectadas em pacientes com
multiplas malformagBes congénitas, afetando estruturas craniofaciais, esqueleto, cérebro,
visceras e trato urogenital em quatro desordens ligadas ao cromossomo X como a sindrome
otopalatodigital tipos 1 (OPD1) e 2 (OPD2), displasia frontometafiseal (DFM) e a sindrome
de Melnick-Needles. (ROBERTSON et al., 2003), demostrando que nem sempre mutacoes

neste gene sio letais no perfodo embrionério para homens.

A HNP parece ser uma desordem clinica e geneticamente heterogénea ja que
apesar de mutagSes serem encontradas em 80% dos casos familiares, apenas 20% dos casos
esporadicos apresentam mutagBes no gene FLN] (SHEEN et al, 2001; MORO et al,

2002). Este fato foi reforgado pelo achado de wma forma possivelmente autossdmica
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recessiva de HNP indistinguivel em termos de neuroimagem da HNP classica ligada ap X
(SHEEN et al, 2003) e de individuos portando HNP associadas a anormalidades
citogenéticas no braco curto do cromossomo 5 (SHEEN et al., 2003). No entanto, nesta
Gltima forma foram relatadas diferencas na neuroimagem quanto comparada a forma
classica (SHEEN et al., 2003). Além disso, existem relatos de HNP associada as sindromes
de pterigeo multiplo (HOLTMANN et al2001) e também 2 sindrome de Allgrove
(ZEHARIA et al, 1999), doenca celiaca e palatoesquize (INTISO et al, 1998),
megaencefalia (JAN et al., 1999) e retardo mental (GUERRINI et al., 1998).

1.3.2-Espectro da lissencefalia (LIS)/heterotopia subcortical em banda (HSB)

A HSB ou cortex duplo é o extremo menos grave do espectro da LIS/HSB e
caracteriza-se por uma banda anormal de neurdnios na substincia branca em um cortex
aparenterpente normal (RAYMOND et al., 1995; BARKOVICH et al., 2001). A gravidade
das manifestagSes clinicas, epilepsia e retardo mental variam com o tamanho da banda
heterotépica (BARKOVICH et al., 1994).

Os pacientes com LIS cldssica ou tipo I demonstram um fendtipo mais grave,
sendo caracterizados pela auséncia (agiria) ou diminui¢do (paquigiria) das circunvolugdes
da superficie do cortex (AICARDI, 1991). A LIS tipo I estd associada com profundo
retardo mental e crises epilépticas intrativeis, estando também presente na sindrome de
Miller-Dieker que além desta malformagiio cortical vem acompanhada de uma série de
dismorfismos faciais (DOBYNS et al, 1991; DOBYNS et al., 1992). Quando o paciente
apresenta apenas LIS tipo I e ndo possui todas as caracteristicas faciais que facam com que
o mesmo seja classificado como portador da Sindrome de Miller-Dieker, ¢ relatado que este
individuo possui a Sindrome da Lissencefalia Isolada.

A tabela abaixo resume os diferentes graus de malformacfio que podem ser
encontrados nos individuos portadores do espectro da LIS/SBH.
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Tabela 01-Classificacio em graus do espectro LIS/HSB

Grau Descricio
1 agiria difusa
ia agiria difusa com simplificagdo dos giros orbitofrontais e temporais anteriores
1b agiria difusa com simplificagfio dos giros anterior temporais
2 agiria difusa com poucos sulcos rasos
2a agiria difusa com poucos sulcos rasos sobre os pdlos temporal e frontal e simplificac@o dos giros
temporais anteriores e orbitofrontais
2b agiria difusa com poucos sulcos rasos sobre os pélos occipitais ¢ simplificacio dos giros temporais
anteriores
3 agiria e paquigira
3a paquigiria frontal e agiria posterior com simplificagio dos giros temporais anteriores e orbitofrontais
3 agiria frontal e paquigira posterior com simplificacgo dos giros temporais anteriores
4 paquigira difusa ou parcial
4a paquigiria difusa posterior >anterior com simplificagio dos giros orbitofrontais e temporais
anteriores
4a2  paquigiria posterior transicionando para cértex normal anteriormente
4bl paquigiria difusa anterior > posterior com simplificacio dos giros temporais anteriores
4b2 . paquigiria frontal com giros posteriores normais e simplificagfio dos giros temporais anteriores
5 paguigiria ¢ HSB
3a HSB frontal e paquigiria posterior
5b paquigiria frontal e HSB posterior
6 SBH
6al banda completa ou quase completa com predomindncia posterior
6a2  banda fina posterior
6bl banda espessa e completa com predominio anterior
6b2  banda média e completa com predominio anterior
6b3  banda completa e fina com predominio anterior
6b4  banda fina frontal

HSB = heterotopia subcortical em banda; (modificado de DOBYNS et al, 1999)

Tanto a LIS tipo I como a HSB tém sido observadas dentro das mesmas

genealogias ou esporadicamente. Em varias familias, mulheres com HSB tem filhos com

LIS, deficiéncia mental profunda e epilepsia, enquanto as filhas desenvolvem HSB e
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deficiéncia mental leve, sugerindo o envolvimento de um tnico gene ligado ao X (PINARD
et al, 1994). Este locus foi mapeado na regifio Xq21-q24 (ROSS et al., 1997) e o gene
clonado em Xq22.3-g23. O gene recebeu a denominagfio de doublecortina (DCX) e possui 9
exons (6 codificantes) (DES PORTES et al, 1998; GLEESON et al, 1998). O produto de
expressdo deste gene parece ser uma proteina que se associa a microtibulos (FRANCIS
et al., 1999; GLEESON et al., 1999).

A LIS tipo I também pode ser causada por mutagbes e delegdes em um gene
localizado no cromossomo 17p13.3: o LIS (LEDBETTER et al., 1992; LO NIGRO et al.,
1998; REINER et al, 1993). Aproximadamente 65% dos pacientes com LIS possuem
mutagdes intragénicas ou delegSes envolvendo o gene LISI que possui 11 exons
(CARDOSO et al, 2000), sendo que delegSes envolvendo o gene LIS] sdo o evento
mutacional predominante (PILTZ et al, 1998). Em um total de 220 criangas com LIS
(incluindo a Sindrome da Lissencefalia Isolada e a Sindrome de Miller-Dieker) foram
encontradas delegSes em cerca de 98 pacientes enquanto 33 tinham mutacdes intragénicas
(LONIGRO et al, 1997; PILZ et al, 1998, PILZ et al 1999: CARDOSO et al, 2000). Um
estudo conduzido por SAKAMOTO et al. (1998) confirmou a alta taxa de dele¢des como o
principal evento mutacional, mostrando 6 individuos portando deleges de um total de 12
com a Sindrome da Lissencefalia Isolada e somente 1 mutacdo intragénica detectada por
SSCP. No entanto, apesar dos dados apontarem para uma predomindncia de delecdes,
FOGLI et al. (1999) estudando mutagdes em 24 pacientes encontrou grandes delegdes do

gene LIS] em apenas 3 e mutagdes intragénicas em 7 individuos.

Apesar do gene LISI ser altamente conservado, alguns polimorfismos ja foram
encontrades, principalmente na regido 3’-UTR (unstranslated region) sendo que nenhum

deles altera a seqiiéncia de amino4cidos (Tabela 02).
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Tabela 02-Polimorfismos do gene LIS/

Posicio no gene  alteracfio/nucleotid alteracfio/seqiiénci freqiiéncia referéncia
€0 a

intron 6 ¢.568+27pbT—C intrénico ~1.5% CARDOSO et al
(2062)

exon 8 687 A>T T229T raro (1 caso) CARDOSO et al
(2000)

exon 11 1188 C»T V396V raro (1 caso) CARDOSO et al
(2000)

exon 11 1236 TG 3°UTR ~10% CARDOSO et al.
(2000}

exon 11 1250 C—»T 3UIR ~ 40% KOCH et al (1996)

(modificado de CARDOSO et al., 2002)

O gene LIS! codifica a subunidade B da isoforma cerebral de uma
acetil-hidrolase ativadora de plaquetas (PAFAH1b1) (CHONG et al, 1994; HATTORI et
al., 1997; REINER et al, 1993). O papel do fator ativador de plaquetas na migracio
neuronal ainda ndo foi estabelecido, mas ele parece estar envolvido em fenémenos de
diferenciaciio celular neuronal e cascatas de indugdo criticas para o desenvolvimento
cortical (GARCIA-HIGUERA et al., 1996; HO et al., 1997).

Diferente do encontrado para LISI, a maioria das mutagSes identificadas no
gene DCX sdo mutagdes de sentido trocado. Mutacdes na regifio codificante do gene DCX
foram encontradas em todos os casos familiares publicados até o momento
(MATSUMOTO et al., 2001), no entanto a taxa de deteccio de mutagdes em casos
esporadicos varia entre 38 a 91% (GLEESON et al, 2000; DES PORTES et al,, 1998). A
HSB raramente afeta homens, no entanto existem casos associados a mutagdes no gene
DCX ou LISI (PILZ et al., 1999). D’AGOSTINO et al. (2002) publicaram uma amostra de
30 homens portando HSB, dos quais 24 possuiam andlise completa dos genes LISI ¢ DCX,

encontrando mutagGes nos genes LIS1 e DCX em apenas 1 e 7 pacientes respectivamente.
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Este estudo mostrou que a HSB em homens é uma sindrome heterogénea tanto clinica

como geneticamente.

Um ponto interessante envolvendo os dois genes citados foi a observacdo de
que as regiGes do cérebro mais afetadas diferem entre os pacientes com mutagGes em DCX
e LISI (PILZ et al,, 1998). As muta¢Ses em DCX resultam em LIS com anormalidades mais
localizadas na regifio frontal, consistente com o padriio de expressio de DCX no cortex
frontal (SOSSEY-ALAOUI et al.,, 1998). Por outro lado, mutacdes em LIS] afetam mais as
regibes occipital e parietal. No entanto, as similaridades no fenétipo, tais como a perda de
foliagio e o espessamento do cortex, ocasionadas por mutagdes nesse dois genes, levam a
sugerir que DCX e LIS] estejam envolvidos nos mesmos mecanismos que controlam a
migracdo neuronal. Ja as diferencas nas regides do cérebro mais acometidas apontam para
uma participacfo em vias de transdugfio de sinal relacionadas porém distintas (ALLEN et
al, 1999).

Recentemente foi descoberto um novo gene em 7922 que quando mutado em
humanos também leva a lissencefalia (HONG et al., 2000). Este gene € o homdlogo
humano ao gene Reelina (Reln), cuja identificacdo se deu em uma linhagem de ratos
(reeler) que apresenta um quadro de LIS semelhante ao encontrado em humanos portadores
de mutagBes neste gene (D’ARCANGELO et al, 1995; HIROTSUNE et al., 1995). O gene
RELN codifica uma grande proteina de 388Kd que ¢ secretada (D°’ARCANGELO et al,
1995) e atua na migraciio dos neurOnios corticais. As caracteristicas deste tipo de LIS
diferem da LIS classica do tipo 1, pois existem anormalidades severas também 1o
hipocampo, medula espinhal ¢ hipoplasia cerebelar. Além disso, um padrdo de heranca
autossdmico recessivo foi demonstrado nessas familias (HONG et al., 2001).

Finalmente, existem descritos na literatura vérios tipos de LIS que ndo a
classica do tipo 1 (BARKOVICH et al, 2001). A tabela 3 resume as variantes relatadas até
o momento. Fica evidente pela tabela, que devido a grande variabilidade fenotipica ¢é de

vital importéncia um estudo de neuroimagem detalhado para que uma classificagfio correta
seja efetuada.
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Tabela 03-Classificacfo das lissencefalias

Malformacdes devido a migracio neuronal anormal

A. Espectro das lissencefalias ¢ Heterotopia Subcortical em Banda

1-) Lissencefalia classica (agiria-paquigiria) e heterotopia subcortical em banda (HSB)
a-) Sindrome de Miller-Dieker (SMD) com delegiio de LIS! e genes teloméricos

b-) Lissencefalia ou HSB com mutag¢des em LIS!

c-) Lissencefalia ou HSB com mutagbes em DCX (XLIS)

d-) Sindrome de Baraitser-Winter

e-) outros loci para lissencefalia e HSB

2-) Lissencefalia com agenesia do corpo caloso (LACC)
a-) LAAC com morte neonatal

b-) LACC

¢-) LACC ligada ao X com genitalia anormal (XLAG)

3.) Lissencefalia com hipoplasia cerebelar (LHC)
a-) LHC idéntica a lissencefalia classica exceto pela hipoplasia moderada do vermis
b-} LHC com gradiente AP, hipocampo malformado e cerebelo globular
i~} LHC com mutagdes em RELN
ii-} outros loci
¢~} LHC com severa hipoplasia da medula, cerebelo e morte neonatal.
d-) LCH com hipoplasia da medula e cerebelo
e-) LCH com gradiente AP abrupto
) LCH com agenesia do corpo caloso ¢ hipoplasia da medula e cerebelar

4.) Lissencefalia, NOC
a-) Lissencefalia com deficiéncia de linfécitos T
b-) Sindrome de Winter-Tsukahara

(Modificado de BARKOVICH et al., 2001)
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1.4-DISTURBIOS DE DESENVOLVIMENTO CORTICAL: FASE DE
ORGANIZACAO

A esquizencefalia, um tipo de DDC classificada como uma anormalidade da
organizago cortical, é considerada, na maior das vezes, como conseqiiéncia de msultos
ambientais. Recentemente, evidéncias de um comprometimento génico foram apresentadas
(BRUNELLI et al, 1996.). Esta patologia tem sido descrita como um disttirbio congénito
extremamente raro caracterizado por fendas localizadas dentro dos hemisférios cerebrais
(BARKOVITCH et al., 1996). Estas fendas sdo cercadas pela substincia cinzenta e na
maioria das vezes envolvem as regides perisilvianas (WOLPERT et al., 1992). Areas
extensas dos hemisférios cerebrais podem estar ausentes, sendo substituidas pelo liquido
cérebro-espinhal. Os pacientes com esquizencefalia sfio clinicamente caracterizados por
déficit motores e mentais que s%o proporcionalmente mais graves conforme a extensio das
malformacGes cerebrais, além de serem freqiientemente afetados por epilepsia (GRANATA
et al, 1996; BARKOVICH et al, 1992). Foram caracterizados dois tipos de
esquizencefalia, dependendo da magnitude da drea envolvida e do tamanho das fendas
(WOLPERT et al., 1992). A esquizencefalia do tipo I (fendas com Igbios fechados) € a
menos grave ¢ os pacientes sfo freqiientemente normais, no entanto eles podem apresentar
crises epilépticas e ter algum grau de espasticidade. A esquizencefalia do tipo II ou severa
(fendas com labios abertos) apresenta a maioria das anormalidades descritas no paragrafo

anterior, sendo a forma que apresenta uma base genética mais preponderante.

Em uma pesquisa procurando detectar mutagdes em genes humanos homélogos
a Emxl, Emx2, Otx] e Orx2 que sdo expressos no prosencéfalo em desenvolvimento de
ratos, BRUNELLI et al. (1996) encontraram que 3 de 8 pacientes com esquizencefalia
severa eram heterozigotos para diferentes mutagdes no gene EMX2. Mais tarde FAIELLA
et al. (1997) analisaram geneticamente 18 individuos afetados detectando pelo menos 13
portadores de mutagfio em EMX2 em condicdio heterozigética. Estes dois trabalhos
solidificaram a hipétese de que a esquizencefalia pode ter causas predominantemente
gencticas. A tabela abaixo sumariza as mutactes descritas até o momento na literatura para

pacientes portadores de esquizencefalia (tabela 4).
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Tabela 04-Mutacdes descritas até o momento no gene EMX2 em pacientes com

esquizencefalia
Paciente Esquizencefalia Mutacdo Mecanismo
1 bilateral e severa inserciio de | base no hb nonsense
2 bilateral e severa substitui¢io sinonimia no hb desconhecido
3 bilateral e severa deleciio de 2 bases no iniron 2 desconhecido
4 bilateral e severa substituicio no sitio de splicing 3’do intron 1 sitio de splicing
5 bilateral e severa substituicio na primeira base do exon 2 sitio de splicing, missense
6 bilateral e severa substituicio na primeira base do exon 2 sitio de splicing, missense
7 bilateral ¢ severa substituicdo no sitio de splicing 3°do intron 1 sitio de splicing
8 unilateral ¢ leve substituico sinonimia dentro do hb desconhecido
9 unilateral e leve substitui¢io sinonimia dentro do hb desconhecido
10 unilateral e leve substitui¢io sinonimia dentro do hb desconhecido
11 unilateral e leve substituicio sinonimia dentro do hb desconhecido
12 unilateral e leve delecdo de uma base dentro do infron 2 desconhecido
13 unilateral e leve substituicio de uma base dentro dointron 2 desconhecido
hb= dominic kemeobox

O gene EMX2 possui 3 exons ¢ 2 introns e localiza-se em 10q26.1e,
pertencendo ao grupo de genes Emx, uma familia de genes homeobox homologa ao gene
ems {empty spiracles) de Drosophila que, quando mutado, ¢ responsavel por defeitos na
fase de segmentag¢io asa-cérebro do inseto (HIRTH et al., 1995).
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Acredita-se que, em mamiferos, 0 EMX?2 pode ter um papel como inibidor da
proliferagio celular ou como um regulador positivo da diferenciagfio neuronal (CECCHI
et al, 2000). A medida dos niveis de expressio de EMX2, tanto do seu RNA como da
proteina (MALLAMACI et al.,1998), sugerem que este gene contribui para a polaridade
cortical, identidade celular e no processo inicial de definisio de regides que ocorre na zona
ventricular. No entanto, permanece ainda controversa a participagio deste gene na etiologia
da esquizencefalia, pois a literatura especializada é muito escassa em relagdo a estudos

genéticos feitos com individuos portando este tipo de malformacio.
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2- OBJETIVOS
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Nossos objetivos foram:

a ) Determinar se os distirbios de desenvolvimento cortical na nossa amostra
de pacientes esto relacionados com mutagdes em genes candidatos: FLNJ,

LISI, DCX e EMX2.

b ) Estabelecer a correlagiio entre os diversos tipos de mutagfo encontradas ¢ 0

padro de neuroimagem de nossos pacientes.
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3.1-ASPECTOS ETICOS

Os individuos selecionados participaram do projeto somente apés a assinatura
de um formulario de comsentimento livre e esclarecido. Para assegurar que toda a
manipulacio da informagdio clinica e molecular fosse confidencial, questionarios clinicos e
amostras de sangue e de DNA foram identificados por um cédigo comum designado no
momento em que o individuo entrou no estudo. Informagdes geradas durante o nosso
projeto e que possam ter implicagdes na confirmacfio diagnostica de individuos
sintomdticos, serdo comunicados aos profissionais responsaveis pelo acompanhamento dos
pacientes. Dados para serem usados em diagndstico preditivo de individuos assintomaticos,
com risco de desenvolver a doenga, nfio foram gerados por este projeto. Copias do
formulario de consentimento péds-informacfo que foram assinadas por todos os pacientes
{ou responsaveis) do projeto, se encontram em anexo. Este mesmo formulario foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCM-UNICAMP (protocolo 383/2000) e pela
Comissiio Nacional de Etica em Pesquisa-CONEP (protocolo 516/2001).

3.2-PACIENTES

Esta etapa do projeto foi realizada através da colaboracdo dos docentes
responsaveis pelos ambulatérios de Epilepsia Infantil, Epilepsia, Paralisia Cerebral e
Neurogenética.do Hospital das Clinicas- FCM-UNICAMP e de profissionais do
Departamento de Genética do Instituto Fernandes Figueira-FIOCRUZ, RJ. A identificacdo
dos pacientes com quadro clinico sugestivo de DDC foi feita através de critérios
diagnosticos ja descritos na literatura (BARKOVITCH et al, 2001). Os critérios de
inclusdo no estudo foram: a) confirmagfo da presenca e tipo de DDC por exames de
neuroimagem, ¢ b) disponibilidade e concorddncia do paciente (ou responsavel) para se
submeter a uma coleta de sangue para a extragdo de DNA gendmico. A classificagio dos
diferentes graus do espectro lissencefalia‘heterotopia subcortical em banda seguiu a
classificacfio proposta por DOBYNS et al. (1999). A caracterizacio detalhada dos aspectos
de neuroimagem foi realizada por profissionais do Laboratério de Neuroimagem do
Departamento de Neurologia da FCM-UNICAMP e do Instituto Fernandes Figueira-
FIOCRUZ, RJ.

Materiais e Métodos

49



Um questiondrio semi-estruturado foi utilizado para obter informacdes
detalbadas sobre a histéria familiar de epilepsia ou a presenca de déficit neurolégico em
parentes de primeiro, segundo e terceiro grau e a ocorréncia de qualquer evento pré-natal
durante os 24 primeiros meses de gestagdo. Eventos pré-natais significantes incluem
qualquer anormalidade reportada pela mie ou familiares durante os primeiros 24 meses de
gestagdo, como tentativa de aborto, uso de drogas, abuso fisico, queda com trauma
abdominal, hipertensdo, febre, rash, diabetes mellitus, exposi¢cdo a raios X, infeccdio por

citomegalovirus e gestagdo de gemelar.

Foram coletados amostras de sangue de pacientes afetados por diferentes
formas de DDC e que tiveram confirmacio do diagnéstico por exames de neuroimagem.
Sempre que possivel os pais, ou irmfos destes individuos também eram avaliados

clinicamente ¢ as amostras coletadas.

3.2.1-Caracterizacio da Amostra
3.2.1.1-Carateristicas clinicas e de neuroimagem

Foi analisado um total de 58 pacientes sendo que esses foram divididos em trés
grandes grupos: grupo I) heterotopias nodulares, grupo IT) espectro da lissencefalia (LISY
heterotopia subcortical em banda (HSB), e grupo III) esquizencefalias.

A caracterizacio detalhada dos aspectos clinicos e de neuroimagem de grande
parte dos pacientes analisados neste trabalho pode ser encontrada com detalhes na tese de
doutorade MALFORMACOES DO DESENVOLVIMENTO CORTICAL.- contribui¢io
dos fatores genéticos e ambientais para sua etiologia, aspectos clinicos e de neuroimagem.
(MONTENEGRO, 2003).

O grupo das heterotopias nodulares foi dividido ainda em dois: i) individuos
com o padrio classico de HNP bilateral, e ii) outras heterotopias. Foram identificados 4

pacientes com o padrdo classico (4 mulheres) e 5 (2 homens e 3 mulheres) com outros tipos
de heterotopia. Dentro deste grupo todos os pacientes possuem epilepsia sendo
predominante as crises parciais (8/9) e controladas (5/9) com a idade de inicio das crises

variando entre 2 ¢ 36 anos (média de 15 anos). O exame neurologico destes pacientes foi
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considerado normal em 9/10 casos sendo encontrado apenas ! individuo acometido de

sindrome piramidal com predominio a esquerda. Um resumo dos principais dados clinicos ¢

de neuroimagem dos pacientes com HNP pode ser encontrado na tabela 5.

Tabela 05-Achados clinicos e de neuroimagem dos pacientes com HNP

Paciente \ inicio das exame
achados de neurcimagem tipo de crise  freqiiéncia .
sexo\ idade crises neurologico
HNPB, colpocefalia e heterotopias na substincia .
hnp-01\F\37a 29 anos parcial 3x por ano normal
branca
HNP assimétrica a esquerda, lobos cerebrais .
hnp-02 \ M\ 53a . . 17 anos parcial controlada normal
assimétricos com leve redugio & esquerda
hnp-03\F\6la HNPB nd parcial controlada normal
o . 8-10 x por
hnp-04 A\ M\ 38a HNP em corno temporal direito 20 anos parcial ) normal
més
hnp-05\F\27a HNPB 2 anos parcial 1 xpormés  normal
HNP i D, heterotopias focais e polimicrogiria ou . Sxpor
hnp-06\F\22a . . 12 anos parciai normal
displasia semana
Sd de
t6nicas com o liberacio
hnp-07\F'31a HNPB 4 anos diariamente
drop attacks piramidal &
E
hnp-08\F\2la Heterotopia transmanto 10 anos parcial semanais normal
HNP a D, assimetria hipocampal ¢/ diminuigio do
hnp-09 \F \ _ P = I x2cada3
hipocampo D, agenesia do ¢ caloso e 36 anos parcial normal
54a oL meses
polimicrogiria

HNPB = Heterotopia Nodular Periventricular Bilateral, HNP = Heterotopia Nodular Periventricular, nd =

niio disponivel

No grupo do espectro LIS/HSB foram identificados 9 individuos com graus

variados de LIS (em 3 pacientes com LIS o gradiente da malformacfio ndio foi classificado

com exatiddo por limitagdes técnicas do exame de RM ou CT e que ndo pode ser repetido)
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e 6 com HSB (em um dos pacientes com HSB nfio conseguimos repetir 0 exame de RM,
cuja primeira avaliagdo ndo foi ideal). Sete sdo homens e 8 sio mulheres cuja idade variou
entre 1 e 45 anos (idade média: 16,6 anos). HSB foi encontrado em 5/8 mulheres e somente
em 1/7 dos homens estudados. Houve uma predominancia de mulheres (4 individuos) no
grupo de pacientes com bandas heterotépicas difusas de predominio anterior quando
comparados com pacientes com bandas heterotopicas difusas de predominio posterior @
individuos, sendo um homem ¢ uma mulher). No subgrupo de individuos com LIS foram
encontrados 4 individuos com paquigiria difusa, trés deles (2 homens e 1 mulher) com
predominéncia posterior ¢ 1 homem com predominincia anterior, dois homens com agiria
posterior e paquigiria anterior. O grau de LIS em nossa amostra de pacientes foi entre 4 ¢ 5.
Neste grupo de pacientes, encontramos individuos com comprometimento neurologico mais
grave, principalmente epilepsia de dificil controle e retardo mental. De um total de 15
individuos, 14 apresentam crises sendo: 7 pacientes com crises parciais, 3 pacientes com
crises tipicas das sindromes de West ou Lennox-Gastaut, 1 paciente com apenas crises
miocldnicas, 1 paciente com crises tonicas e mioclénias, e 3 pacientes cujo tipo de crise ndo
foi definido com certeza. A idade de inicio de crises variou desde 30 dias de vida até os 18
anos de idade (idade média de 3 anos). O exame neuroldgico se mostrou alterado em 13/15
individuos; sendo as altera¢Bes clinicas encontradas mais graves quanto maior o grau da

malformagio vista nos exames de neuroimagem. Os dados clinicos estio resumidos na
tabela 06.
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Tabela 06-Achados clinicos e de neuroimagem dos pacientes com o espectro LIS/HSB

Paciente inicie das Exame
‘zsexo\ achados de neuroimagem crises tipo das crises  fregiiéncia neurolégico
idade

Lis-01VFA . . . . s

4a lissencefalia incompleta tipo I, grau a definir 1 ano miocldnicas nd RDNPM
lis-02 \F\  HSB posterior, difuso e descontinuo mais a D 7 anos parcial 2x por més Normal
29a {grau 6al)

lis-03 \F\ paquigiria difusa com predominio posterior (grau 2.5 anos multiformes Jiariamente  RDNPM

13a 4a) (SLG)

1is-04 \ M\ paquigiria difusa com predominio posterior . nio

37a bilateral (grau 4a) 6 meses parcial controlada RDNPM
esSpasmos RDNPM e
1s-05 \F\ infantis Sd de

15-1 P lissencefalia incompleta tipo 1, grau a definir® 5 meses (West) e diariamente  liberagio

a mutltifomes piramidal
(SLG) global

RDNPM ¢
1is-06\ M\ . multiformes Sd de

lissencefalia incompleta tipo 1, grau a definir 2 meses diariamente  liberacfio

8a (SLG) N

piramidal

global
hemiparesia
. . . . . leveaE e Sd
lis-07\F\ HSB mais anterior, difusa continua e grossa (grau 4 anos parcial diariamente de liberagio
25a 6b1) AP
piramidal &
E
1is-08 \M\ paquigira difusa com predominio posterior (grau ) ) ) tetraparesia,
4a 4ay* RDNPM
lis-09\ F . o
20 HSB grau 6b3 2,5 anos parcial diariamente ~ Normal
sd de
liberagiio
lis-10 \ M\ L . . . . . piramidal,
6a agiria posterior e paquigiria anterior (grau 3a) 3 meses parcial diariamente hipotonia,
viso
subnormal
Lis-ITVMA . - . L . . . - tetraparesia,
33 agiria posterior e paquigiria anterior (grau 3a) 3 meses mdefinido diariamente RDNPM
115—;2 FA paquigiria posterior e HSB anterior (grau 5a) 7 anos parcial 2xpormés RDNPM
ls-I13VF\ inconclusive: suspeitas de. HSB com bandas finas 30 dias tonicas e 45 por dia nd
2a € anteriores mioclénicas
s 14\ M\ HSB com bandas finas difusas mais acentuadas indefinido
452 frontalmente e mais finas posteriormente (grau 18 anos  (possivelmente 2x por dia normal
6b3) atdnicas)
lis-15\ M\ paquigira difusa com predominio anterior (grau . e retardo
12a 4b1) 2 anos parcial diarias mental leve

RDNPM: retardo do desenvolvimento neuropsicomotor, SLG: Sindrome de Lennox-Gastaut, * Tomografia
Computadorizada
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O grupo das esquizencefalias foi composto por um total de 34 pacientes, sendo
16 mulheres e 18 homens cuja idade variou de 2 a 40 anos (idade média 11.2 anos). Nossa
amostra consistiu de 11 individuos portadores de esquizencefalia bilateral de labios abertos,
4 com esquizencefalia bilateral com uma fenda aberta e a outra fechada, 9 com
esquizencefalia unilateral de Idbios abertos, 3 com esquizencefalia unilateral de labios
fechados e 7 cujo tipo de fenda necessita ainda de uma methor classificacio. A presenca de
epilepsia foi constatada em 24/34 pacientes sendo de ficil controle em 7/24 individuos. As
crises parciais foram o tipo predominante, acometendo 12/24 individuos. A idade de inicio
das crises foi de aproximadamente 5 anos de idade. Informagdes sobre o exame neurolégico
estavam presentes em 31/34 individuos encontrando-se alterado em 28/31 pacientes,
geralmente o dano neuroldgico é mais profundo quanto maior for a 4rea do cortex
acometida pela presenca das fendas (tabela 07).
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Tabela 07-Achados clinicos e de neuroimagem dos pacientes com esquizencefalia

Pacientel . f Idade da . . freqiiéncia exame
Sexo\idade achados de neuroimagem  localizagio crise tipe da crise da crise neurolégico
esq-01VF polimicrogiria difusa + fronto- parcial controlada tetraparesia,
8a ELAU 2 E** tetaporo- Fano microcefalia
parietal o
esq-02\F\  ELA inconclusiva se U ou paresia do
52 B** - - - - membro superior
b
; . 8d. liberagio
esq-03 \VH) . parieto- multiformes L
272 ELAB occipital 4 anos (SLG) controlada plraﬂ}l(fl&lz
predominio 4 D
04 \VH Sd. liberacao
esq—_/ ELAU 2 esquerda *¥ centro-parietal 1,5 anos parcial controlada piramidal,
a predominio a D
posterior na
esg-05\F\ Polimicrogiria difusa + transicio ) A ) tetraparesia
9a ELAUaE** parieto- predominio 3 D
occipital
esg-06 \F\ ELAB + possivelmene . ) ) )
42 displasia septo optica™* frontal indefinida indefinida controlada RDNPM
esq-07\M\  ELA inconclusiva se U ou temporo- . 1 ou2x por . -
132 B** parietal 5 anos parcial o hemiparesia a D
Sd. Liberagfo
esg-08 \ M\ (espasmos ies piramidal
6a ELAB todos os lobos 4 anos infantis) West diarias predominio & E,
visdo subnormal
Sd. Liberagdo
esq-gg \ M ELFU a direita lobo fromtal 9 anos parcial 5x por semana piramidal
2 predominio 2 B
esqg-10\V M\ EU a D inconclusivo se .. . 2 a3xpor
402 tabios sdo F occipital 37 anos parcial semana normal
esq-11\VF\ s e parieto- ) A A hemiparesiaE
11z ELAU 3 direita oceipital D@
ELAB + pequeno cisto L
esq-12\F\ ‘s . ) } ) tetraespastico
158 aracndide (temporal centro-parietal predominio 3 &
esquerdo)
. . Sd. Liberacio
esq-;g \M\ ELF mcon%tis:vo deBou - 1,5 anos parcial controlada  piramidal pior &
2 E, sincinesia
esq-14\M\  E 4D, inconclusivo de LA . . - ; 3 x por hemiparesia
422 ouLF occipital 15 anos parcial semana direita
15 M ELAU 2 esquerda +
esq—is depressdo no lado D** com frontal 12 anos parcial dirias normal
2 polimicrogiria
centro-parietal
e g . em tetraparesia
esq-16 M\ ELAB (¢ assun;an::a} PIOTa  ontinuagio 3 meses parcial nd espastica ¢/
8a esquert com fendas predominio 4 E
silvianas
ELFU 4 direita + . -
esq-17 \M\ . . temporo- . 4 a 5x por Sd. Liberacgio
40a heterotog;:‘t ezzzabcem:u:al parietal 18 anos parcial semana piramidal 3 E
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esq-18\Mh
10a

esg-19 M
12a

*esq-20 \F\
Za

*esq-21\F\ 3a

*esq-22\ FA
2a

*esq-23 \F\
6a

*esq-24\M\
5a

*esg-25 \F\
2a

*esq-26 \F\
8a

*esg-27\M\
7a

*e5q-28\M\
10a

*esq-29 \F\
3a

*esq-30 \F\
3a

*esg-31 A
3a

*g5q-32\M0
8a
*esq-33WMN
8a
*esg-34\M\
9a

Polimicrogiria frontal +
ELAUAE

EU 4D, inconclusivo de F
ouA
ELAU a E + agenesia do
septo pelicido +
calcificagbes
periventriculares grosseiras
bilateralmente**

ELAU a D + calcificagio
periventricular bilateral**

ELAB + lissencefalia
frontal (7) **

ELAB**

ELAU aD e ELFUa E**

ELAB**

ELAB + dilatacdo
ventriculos laterais e
terceiro ventriculo +

agenesia septo-pelucido**

ELAUaDeELFUaE**
inconclusivo®*

ELAB**

ELAR + agenesia do corpo
caloso {7) + polimicro ( ?) +

paquigiria (?)**
ELAU aEeELFU aD+
polimicrogiria extensa +
paquigiria
ELAU a E + agenesia do
septo pehicido™*

ELFUaE

ELAUAE ¢ ELFUaD**

frontal

temporo-
parietal

parieto-
temporal

parietal

temporo-
parictal aE e
parietal a D
temporo-
fronto-parietal
a E e fronto
parictala D
fronto-parietal
aDe
frontoparietal
aE
parietala D e
frontal s E

fronto-parietal
aEeaD

fronto-parietal
a D e parietal
aE

fonto-parietal
a E e parietal
aD
temporal-
parietal e
frontal

frontal

temporal-
parietal

parietal

parietai

3 anos auséncia atipica
2 anos generalizada
8 meses indefinida
. . £Spasmos
indefinida ;& ntis (West)
9 meses parcial
mudtiformes
2 anos (SLG)
1 a2 meses parcial
4 meses indefinida
1 ano indefinida
3 anos indefinida
3 anos indefinida

controlada

dificil
controle

dificil
controle

dificil
controle

dificil
controle

dificil
controle

4x dia

dificil
controle

dificil
controle
10x dia

nd

8d. Liberagio
piramidal D,
distonia a D,
sincinesias
Sd. iberacio
piramidat 4 E

hemiparesia a D

hipotonia axial e
tronco, paresia
b

tetraparesia

Sd. liberagio
piramidal

tetraparesia

tetraparesia

tetraparesia

tetraparesia e
tetraplegia

nd

hipotonia central

nd

nd

tetraparesia,
hiperreflexia

normal

hemiplegia E

ELAU = Esquizencefalia de libios abertos umilateral, E1LFU = Esquizencefalia de libies fechados unilateral, ELAB =

Esquizencefalia de libios abertos bilateral SLG= sindrome de Lennox-Gastaut;

nd=nio disponivel, crises

multiformes=CTCG, tonicas, auséncia atipica * paciente provenientes da FIOCRUZ, ** Tomografia Computaderizada
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3.3-EXTRACAO DO DNA GENOMICO DE SANGUE PERIFERICO

A extrac8o do DNA gendmico das amostras colhidas foi realizada utilizando-se
protocolos manuais de extracio de DNA com fenol-cloroférmio. Vinte a 30 ml de sangue
venoso foram colhidos dos individuos recrutados para o estudo. As amostras foram
centrifugadas 4 1900 rpm por 10 minutos ¢ a parte intermedidria onde estd localizada os
leucdcitos, fot transferida para um tubo de propileno em fundo ¢bnico. Em seguida, foram
adicionados as solugbes de RSB 1X (até completar um volume de 11ml) e 60pl de Nonidet.
A solugdio foi entdo centrifugada a 2900 rpm por 10 minutos e o sobrenadante descartado.
Trés ml de solucio SDS a 10% e 60pl de proteinase K (100mg/mi) foram adicionados ¢ as
amostras incubadas a 37° por 24h. Apos a incubagdo foram acrescentados 3 ml de fenol,
seguido de centrifugacio a 2500 rpm por 10 minutos e descarte da parte orgdnica da
solugdo. Esse processo foi repetido com 1,5 ml de fenol e 1,5ml de uma solucfio de dicool
isoamilico e cloroformio (1:24), seguido de 3 ml de uma solu¢do de aleool isoamilico e
cloroformio (1:24). O DNA gendmico foi entdo precipitado com 6,0 ml de etanol absoluto.
Esse método propicia a extragfio de grande quantidade de DNA (acima de 700ug a partir de

20 ml de sangue venoso).

3.4-AMPLIFICACAO POR PCR

O DNA gendmico foi amplificado pela técnica de PCR (polymerase chain
reaction). As condi¢Ses da PCR para os exons dos genes FLNI, DCX, LISI ¢ EMX2 foram:
desnaturaciio iicial a 95°C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos a 95°C por 30 s,
temperatura de anelamento especifica para cada par de primers por 30s e 72°C por 1

minuto, seguido de extensfio final a 72°C por 7 minutos.

Os primers, quando possivel, foram desenhados para que os produtols de
amplificagdo nfio ultrapassassem 300 pares de base para que a técnica de triagem de

mutagdes, 0 SSCP, fosse mais eficiente.

O gene FLN/ possui 48 exons ccupando uma drea de 26kpb de DNA gendmico
e um transcrito de aproximadamente 7.9 kb (FOX et al., 1998). A maioria das mutacdes foi

descrita nos primeiros seis exons codificantes (FOX et al, 1998; SHEEN et al., 2001),
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devido a isto e ao grande tamanho do gene, resolvemos concentrar a nossa pesquisa de
mutagdes nestes 6 primeiros exons. A figura e tabela abaixo resumem a posicdo, seqiténcia

e temperatura de anelamento dos primers utilizados.

= g = 4= oD
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Figura 01-Esquema do gene FLNI, posigio e seqiiéncia dos primers

e,

Tabela 88-Primers utilizados paras amplificagio do gene FLNI

Primers segiiéneia Ta (°C)
exon 2.1f 5-CCGCATTTAAAGGGCTCGCT-3’ 60
exon 2.1r 5 -GCGTGAAAGTGTTCTGCIGGA-¥ 60
exon 2.2 5-ACCGAGAAGGACCTGGCG-3 63
exon 2.2r 5-AGTGGGCCGCTGGTTGTG-3 65
exon 2.3 5*-GGCTTATCGCGCTGTTGGAG-3" 62
exon 2.3r 5’-GGAGATGGAAGGACGCACG-3’ 62
exon 3.1 5’-GTGCTGCCAGACCCTGACC-3" 60
exon 3.1r 5-GCTTCTTGGCCTCCTCATCC-3” 60
exon 3.2f 5’-ACCCTGATCCTGCACTACTCC-3’ 60
exon 3.2r 5-GTGACCCCAGCCCAGTCTC-3’ 60
exon 4f 5-GGCGCAGAGGCAGGAGAG-3 58
exon 4r 4-GCCGATCCGGTCCCCTAC-3 58
exon 5 5’-GGATCGGCAGTTGGGAGAG-3 65
exon 5t 5’-GGAAGACGTTGGCACACGG-3’ 65
exon 6f 5’-AAGGGTGGAGGGGTGAGG-3” 60
exon 6r 5'- AAGAGCAGCCCCACTGAAAG-3” 60
exon 7f S-CTTTCAGTGGGGCTGCTCTT-3 62
exon 7r 5’ -CCAGCCACTGCCTGAGGTC-3 62

(modificado de SHEEN et al., 20061) Ta~temperatura de anelamento,

Materiais ¢ Métodos

38



O gene LIS possui 11 exons, e ocupa uma regidc gendmica de
aproximadamente 90kbp (LO NIGRO et al., 1997). A regido codificante abrange 1.233pb
que vdo do exon 2 ao 11 e ha dois transcritos alternativos (5.5kb e 7.5Kb) que diferem no
tamanho de suas regides 3'UTR. A figura e tabela abaixo resumem a posigdo, seqiiéncia e

temperaturas de anelamento dos primers utilizados para amplificagdo do gene LIS/,

=

Figura 02-Esquema do gene LIS!, posigiio e seqiiéneia dos primers

Tabela 09-Primers utilizados para amplificagdo do gene LIS/

Primers seqliéncia Ta (C%)
exon 2f S-TGTGGAAGACACTTAGTGGCATA-3" 60
exon 2r 5°-AAGAGACCTCCCAAAGCTGTA-Y 60
exon 3f S-TGAAAAGAGTATCTTCAGGGTTAATG-3’ 57
exon 3r F-AAAATTGTGCGTAACTGTTAACTACA-3’ 57
exon 4f S-TTGTCTTGAGGATCATAGTTAAGCC-3" 57
exon 4r $-TGCAGAAGAATGTTATTTTCAGAA-3’ 57
exon 5f S -GAAATCTATCTGTACGTAACTAC-3® 57
exon 5r 5’-ATCACACGTTTCAGAGTACCTCC-3° 57
exon 6f F-AAGGAGTGATGGAGTTGGTGTT-¥ 60
exon 6r 3’ -GGGACACTGTACACTGTTAG-3 60
exon 7f 5’-AACCCCATGGTAAAATCCCAT-3” . 57
exon Tr S-GCCGCGTGATGCCTTTITCAACTA-3 37
exon 3f 5’-ACTTCTGGGAAGTGTCCTGATG-3 57
exon 8t F-TTCAGATATCAGCAATAAAACCATG-3 57
exon 9f 5-GTCCATACCTAACTTTICTTGTGTGG-3 57
exon 9t S-CATAAAGCATTAATCCCAAAAGG-Y 57
exon 10f 5-AATAGATGCTATTTAAACATTTTGCC-3° 57
exon 10r 5-GTTTGTCTGGCACTCCAAAATC-Y 57
exon L1f S-GGTCTCACTATGTITGTITGTCCA-3 60
exon 1ir 5-GGTATCATCAGAGTGCATCCAG-3 60

{modificado de LO NIGRO et ak., 1997} Ta=temperatura de anelamento
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O gene DCX possui 9 exons ocupando uma regiic gendmica de
aproximadamente 100kb. O RNAm possui 10kb com uma matriz de leitura de 1080pb
abrangendo 6 exons (exons 4 a 9) e uma longa regific 3°UTR. A figura e tabela abaixo

resumem a seqiiéneia dos primers e temperaturas de anelamento utilizadas para analise do

gene DCX.

Figura §#3-Esquema do gene DCX, posigdo e seqli€éncia dos primers

Tabela 10-Primers utilizados para amplificacdo do gene DCX

Primers seqiiéncia Ta (C°%)
Exon 4af 57°-CTTCACCCCCATCCCTTTCT-3” 56
Exon 4ar 5*-CAGCGTACACAATCCCCTTG-3 56
Exon 4bf 5-AGAACCTTGCAGGCACTGAG-3 56
Exon 4br 5-TAACCAATGATGCCACCTCC-3’ 56
Exon 5af 5-CACCTAATCACTTATTTCTTGCCTTAG-3 60
Exon Sar 5-GCTCAAAAGAGTGGGCTGTC-3” 60
Exon 5bf 5*-AAGCTGGTTACCATCATCCG-3’ 56
Exon Sbr 5*-GAGTCCGTCAACAAGAAATGA-Y 56
Exon 6f 5-GAGGTTCATTGTCACAGGACCA-¥ 59
Exon 6r 5°-AAGGGGAGAGAACAATGGAGC-3 59
Exon 7§ 5*-TGTGTCCTTTTGCCCCAG-3° 56
Exon 7r 5-TGTCCTCCATAAATGAAGTCAGY 56
Exon 8f S-TYCCTTITCTCTCTITGCTTTGGG-3? 57
Exon 8¢ 5-AACCTTCACCAAGCCATTCAG-3” 57
Exon 9f 5-AGCAGACATTCCAGAGCTCAA-3’ 60
Exon 9r 5-GACTCTGAGCACTCTCCCCTC-3’ 60

(modificado de GLEESON et al., 1999) Ta=temperatura de anelamento
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O gene EMX2 possui 3 exons e abrange uma regifio gendmica de 7.10kb. O
RNAm possui 2.892 pb com uma regifio codificante de aproximadamente 756pb
(NOONAN et al, 2001) A figura abaixe mostra a posigio dos primers na regido
codificante do gene EMXZ. A tabela abaixo sumariza a seqiiéncia dos primers €

temperaturas de anelamento utilizadas.

Figura 04-Esquema do gene EMX2, posi¢iio e seqiiéncia dos primers. A area

destacada representa o dominio Aomeobox

Tabela 11-Primers utilizados para amplificacdo do gene EMX2

Primers seqiiéncia Ta (C%
exon iaf 5-ACAAACGAGTCCCCAATICTCGTCC-3' 65
exon lar S'ACACCAAGTCCGGGTTGGAGTAGA-3 65
exon 1bf 5-AATCCGTTCTCAACGGCTTCCAC-Y 65
exon lbr 5'-CTTGGAAGCGATGACCCAGATATCG-3 63
exon 2.f 3-CCTAATGGGATTTCTGCTGTGCTCC-3 65
exon 2.r S-TTGAGACATACATCCCGACCCCAG-3 65
exon 3f F-AAGAACTAACGCACCCCATCTGCCT-¥ 85
exon 3r S-TGCTCCATGTTGTCCGTTTCTGTGG-3 65

{modificado de BRUNELILE et al, 1996) Ta=temperatura de anelamento

As reagbes de PCR foram realizadas em um volume final de 12.5 pl, contendo
40 ng de DNA genémico; 100 ng de cada primer; 200uM de dGTP, dCTP e dTTP; 25pM
de dATP; 1,5 uCi[**P]dATP; 0.5 unidades de 7ag DNA polimerase ¢ 1.5mM de MgCl.
Quando necessario também foram acrescentados a reagdo DMSO e glicerol de forma que

atingissem respectivamente 10% e 5% do volume total da reag8o.
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3.5-DETECCAO DE MUTACOES

A procura por mutacdes nos genes FLNI, LISI, DCX, e EMX2 fol inicialmente
realizada pela técnica do SSCP (single-strand conformation polymorfism), que permite a
deteccdo de mutagdes por andlise do polimorfismo de conformacio da fita simples. Esta
técnica baseia-se no fato de que DNAs simples fita em eletroforese de gel nfo-desnaturante
tem seu padrio de migragfio influenciado pela sua seqiiéncia de bases e por interagdes
intermoleculares entre as mesmas. Desta forma, qualquer diferenca na seqiiéncia de

nucleotideos resultard em uma alteragfio de mobilidade da banda no gel.

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR foram desnaturados por
aguecimento a 95°C durante um periodo que variou entre 5 a 10 minutos e em seguida
foram submetidos a eletroforese em gel nfo desnaturante de poliacrilamida com
concentragio de 6%. e volume final contendo 5% de glicerol. A eletroforese foi realizada
em temperatura ambiente. O padrio das bandas foi detectado por autoradiografia dos
fragmentos marcados radiativamente pela incorporacio de nucleotideos trifosfato marcados
com P33 durante a reagfio de PCR. A reagfio de PCR e o SSCP foram feitos em duplicata
para eliminar qualquer duvida sobre o posicionamento da banda ou um possivel falso

positivo ocasionado pela adi¢do de uma base errada na reagdo de PCR.

3.6-SEQUENCIAMENTO

Depois de detectada a alteracfio pelo SSCP, a mesma foi confirmada pelo
sequenciamento do exon em questfio utilizando-se a técnica de terminacfo de cadeia
desenvolvida por SANGER et al (1977). Na maioria das vezes sequenciamos diretamente o
produto da PCR. Os primers para esta etapa do projeto foram os mesmos usados para a
reaciio de PCR. Foram utilizados tanto o sequenciamento manual com marcago radioativa
com ddATP-P33 quanto o automatico utilizando o Big Dye Terminator Sequencing kit for

megaBACE®1000.
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3.7-CLONAGEM E PURIFICACAO DOS FRAGMENTOS DE PCR DO GENE
FLNI

Devido a alta porcentagem de CGs do gene FLNI, optou-se por clonar os
produtos de PCR que foram submetidos a sequenciamento. Para tal foi utilizado o
protocolo para clonagem TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen). A purificagio dos produtos
da clonagem foi feita utilizando-se o UltraClean™ mini plasmidprep kit (Mobil).
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4.1-ANALISE MOLECULAR
4.1.1-gene FLNI

A andlise molecular por SSCP do gene FLN/ foi realizada em 9 pacientes,
todos eles com o diagndstico de HNP ou outras heterotopias realizado por RM. Além disso

4 individuos assintomaticos (pais e irmdos de alguns pacientes) também foram genotipados.

Observou-se a alteracdo do padrdo de migracdo pela técnica de SSCP em 5

pacientes analisados (figura 05), todas as alteragdes foram detectadas no exon 6 (tabela 12).

1234 567 8269 1011 1213

Figura 05-Gel de poliacrilamida 6% contendo 5% do volume em glicerol
mostrando padrio de migracdo alterado (setas). Na figura estdo
presentes os 9 pacientes com HNP, parentes dos mesmos (11, 12) e

controles normais (1, 2).

O sequenciamento dos individuos 10 e 13 (pacientes hnp-03 e hnp-07) revelou
uma substitui¢do na posigio 1159G—C (NCBI, NM 001456) na terceira base do ultimo
codon do exon 6 (figura 06 e tabela 12). Esta alteragio pode ter duas conseqiiéncias: 1-)
troca de um acido glutimico (D) para um acido aspartico (E) na posi¢do 329 da proteina
FLNI1 ou 2-) destrui¢do do sitio doador de splicing do intron 6.
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Figura 06-Sequenciamento mostrando mutagdo de sentido trocado 1159G - C
no exon 6 do gene FIN/ de uma paciente portadora de heterotopia
nodular periventricular (seta). A figura A mostra a seqiiéncia de um

individuo normal e a figura B evidéncia a seqliéncia mutante.

O sequenciamento dos individuos 5, 6 ¢ 9 revelou uma substituicio TVSV+

519C—>G (tabela 12) no quinto intron do gene FIN] - Inais precisamente a 28pb do inicio
do exon 6 (figura 07) .

Figura 07-Sequenciamento mostrando substituigio IVSV + 519C-—>G no 5°

intron do gene FLN] (seta), A figura A mostra a seqiiéncia normal e

a figura B evidéncia a seqiiéncia com a substituigio.
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4.1.2-zeme LIST

Nosso estudo por SSCP de todos os exons que codificam para a proteina LI5]
ndo mostrou nenhum padrio de alteragio de mobilidade eletroforética, com apenas duas
exceches: o exon 8 (tabela 13) que mostrou alteragio do padriio de banda para um
individuo (figara 08) e o exon 11 (tabela 13), no qual foi detectada alteragdo em 16
individuos, incluindo 7 pacientes, 6 parentes em primeiro grau dos mesmos e 3 individuos
controle (figura 10). A mesma alteragio foi detectada em mais 9 individuos de outra

amostra composta de 32 controles normais (dados nfo mostrados).

Figura 08-gel de poliacrilamida 6% contendo 5% do volume em glicerol
mostrando padriio de migragfo alterado para o exon 8 do gene LIS/
(seta) para um paciente portador do complexo agiria/paquigiria (3).
Notar o padrio de migragio normal dos controles {1 e 2) e da me

do paciente (4).

O sequenciamento automatico do individuo com padriio de migracfio alterado
para o exon & revelou uma substituigio na posigio 1385A—C (NCBI, NM0004300) (figura
09) que resulta na troca de uma histidina (H) por uma prolina (P) na posicdo 277,
correspondente ao quinto dominio WD da proteina LIS1. Esta alteragfio no foi encontrada

em 50 controles normais nde relacionados.
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Figura 09-Sequenciamento automatico mostrando uma mutagfo de sentido

trocado A—> C no exon 8 do gene LIS/ em um paciente com LIS

grau 3a (seta).

1t 1213 14 1516

Figura 10-gel de poliacrilamida 6% contendo 5% do volume em glicerol

mostrando padrio de migragio alterado para o exon 11 do gene
LISI (seta). Para facilitar a descri¢fio dos resultados no texto,

somente os individuos com padrfio alterado foram identificados

com nimeros na figura.

O alinhamento entre a seqiiéneia da proteina LIS1 humana € suas ortélogas em

outras espécies mostra que a histidina na posigio 277 ¢ um aminoacido conservado entre

diferentes organismos (figura 11 ).
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Figura 11-Alinhamento entre a seqiiéncia da proteina LIS1 humana normal e mutante ¢
suas ortdlogas em M. musculus, R. novergicus, D. melanogaster, C. elegans e
A. thaliana. Notar que a histidina na posigiio 277 da proteina € conservada em
todas as espécies com excegiio de A. thaliana. O 5° dominio WD estd destacado
em azul e a prolina mutante esta destacada em amarelo.
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O sequenciamento automético dos fragmentos de PCR mostrando alteragdo no
SSCP correspondente ao exon 11 do gene LIS] revelou uma substituigdo na posiglo
1805C-»>T na regifio 3’-UTR também presente em 9 controles normais ndo relacionados.

(figura 12).

Figura 12-Sequenciamento automatico mostrando uma substituicio na posigdo

1805C~»T na regifio 3°U/TR do gene LIS] (seta).

4.1.3-gene DCX

Todos os 15 pacientes portadores do espectro LIS/SBH e seus parentes que
tiveram o gene LISI testado para a presenga de mutagSes também foram pesquisados para

alteragdes intragénicas na regifio codificante do gene DCX.

Nio foram encontradas alteragdes no gene DCX para nenhum dos pacientes
testados com excecdo de dois individuos pertencentes a mesma familia (uma menina
portadora de lissencefalia e seu pal assintomético) que mostraram alteragfio no padréo de

migragio para os pares de primer 5b (figura 13).
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Figura 13-Familia na qual foi detectado o padrio de alterago de migragéo no
gene DCX. Observar a presenca da banda anémala tanto na filha
portadora de lissencefalia incompleta (I}-2) como no pai

assintomatico (I-1).

O sequenciamento revelou uma substituigdo na posi¢io IVSV + 19G (tabela
13), mais precisamente no 19° par de bases do quinto intron (figura 14) indicando a
presenca de uma variante neutra. Esta substitui¢io ndo foi encontrada em 50 controles

normais testados, tratando-se provavelmente de uma variante rara ou idiomorfismo.

Figura 14-Sequenciamento manual mostrando a seqiiéncia normal (A) e a
seqiiéncia alterada (B). A figura mostra o sequenciamento da fita
antisense, por isso temos na figura a troca de um C por um T em
lugar do G—A citado no texto. E importante citar que estamos
mostrando o sequenciamento da fita antisense por termos obtido um

resultado melhor quando comparado a fita sense.
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4.1.4-gene EMX2

A pesquisa de mutagdes para o gene EMX? foi realizada em um total de 34
pacientes portadores de esquizencefalia. A presenca de alteragdes no padrao de mobilidade
das bandas foi detectada em 5 pacientes (figura 15). Estas alteragdes estdo localizadas no

exon 2, uma regido funcionalmente importante pois parte dela codifica para o dominio

homeobox da proteina.

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 15-Gel de poliacrilamida 6% contendo 5% do volume em glicerol
mostrando padrio de migragdo alterado para o exon 2 do gene
EMX?2 (setas). Notar que nfio foram mostrados todos os individuos

testados para mutago no gene EMX2.

O sequenciamento de 4 individuos (3.4,12 e 15) apresentando alteraciic no
padrdo de migragdo detectada pela técnica do SSCP mostrou uma substituicio na posi¢io
796C—~>A (NM 004098) (tabela 14) localizada mais precisamente na primeira base do

terceiro codon do dominio homeobox (figura 16).
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Figura 16-Sequenciamento automético mostrando a substituigio 796C—>A no

gene FMX2 (seta).

Esta alteracio mantém o aminoacido codificado pela trinca de bases selvagem
(mutacdio sinonfmia) deste modo tanto a seqiiéncia normal como a alterada continuam
codificando uma arginina. A mesma alteragfo foi encontrada em 4 individuos do grupo

controle composto de 50 individuos normais (8% do total).

42-CORRELACAG  GENOTIPO-FENOTIPCO DOS PACIENTES COM
ALTERACAO GENICA
4.2.1-Gene FLNI e Heterotopias nodulares
A tabela abaixo resume os achados moleculares para o grupo das HNP ¢ os
padr3es de neuroimagem encontrados:

Tabela 12-Neuroimagem e achados moleculares do grupo da HNP

alteragiio no
Paciente achados de neurcimagem SSCP seguenciamento

bop-01 HINPB, colpocefalia e heterotopias na substdncia branca na -
HNP assimétrica 4 esquerda, lobos cerebrais assiméiricos

hnp-02 com leve reduglio & esquerda na -

hnp-03 HINPB exon 6 1159G-»C*, D315E
hnp-04 HNP em corno temporal direito na -

hnp-05 HNPB exon 6 VSV +518C-G
hnp-06 HNP 4 D, heterotopias focais e polimicrogiria ou displasia exon 6 IVSY +519C—G
hnp-07 HNEB exon 6 1159G—-»C*, D3ISE
hnp-08 Heterotopia transmanto exon 6 VSV + 519C-G
hnp-09 HNP 4 D, assimetria hipocampal of diminuigio do na

hipocampo D, agenesia do ¢ caloso e polimicrogiria -

HNPEB = Heterotopia Nodular Periventricuiar Bilateral, NP = Heterotopia Nodular Periventricular,
na=nio aléerado, D= aspartate, E= glutamato

* posicio da alteraciio refativa ao ¢DNA do gene FLNI (NCBI, NM 001456)
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Os individuos hnp-03 e hnp-07 sic duas mulheres com 61 ¢ 31 anos

respectivamente e que pertencem a mesma familia (figural8), mae (hnp-03) e filha (hnp-
07). A paciente hnp-07 apresenta deficiéncia mental moderada e crises intrataveis desde os
4 anos de idade. Os achados de neuroimagem estéo ilustrados na figura 17 e demonstram a
presenga de HNP, com nddulos ectépicos bilaterais de substincia cinzenta adjacentes aos

ventriculos laterais sem outras alterages de substincia branca e cinzenta cortical.(tabela

12). Sua mde, a_paciente hnp-03 nfo apresenta retardo mental e tem crises parciais
facilmente controladas com medicagdo. Os achados de neuroimagem mostram a presenca
de HNP classica (tabela 12), semelhante ao encontrado em sua filha (paciente hnp-07). Um
dado interessante, € que a histéria familiar revelou que esta paciente (hnp-03) teve 5
abortos espontaneos. O SSCP mostrou o mesmo padrio de alteragio da migragdo para as

duas pacientes. O sequenciamento revelou a alteragdo 1159G—C em ambas pacientes.

Figura 17-Cortes axial e coronal da paciente hnp-07 mostrando heterotopia nodular

periventricular bilateral (setas).
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Figura 18-Heredograma mostrando padriio de heranca dominante ligado ao X.
Notar o alto mamero de abortos espontineos que provavelmente séo

do sexo masculino.

O individuo hnp-05 ¢ uma mulher de 27 anos sem antecedentes familiares

relevantes e sem retardo mental . Apresenta crises parciais na freqiiéncia de uma vez por
més, mesmo em uso de medicagio. A RM evidencia HNP bilateral (tabela 12), seguindo o
padrio classico (figura 19). O SSCP mostrou alteracfio no padriio de migragio para exon 6
desta paciente , este padriio € diferente das pacientes hnp-03 e hnp-07.0 sequenciamento

revelou a alteragio IVSV + 519C—-G.

Figura 19-Cortes axial e coronal do paciente hnp-05 mostrando nodulos
bilaterais alinhando os ventriculos, caracteristica tipica da HNPB

classica (setas).
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Q_individuo hnp-06 ¢ uma mulher de 21 anos sem antecedentes familiares
relevantes, possivelmente um caso isolado. Ndo possui retardo mental. Apresenta crises
parciais semanais em uso de medicagfio. Sua RM (figura 20a) revela a presenga de nédulos
de substéncia cinzenta junto ao ventriculo lateral direito ¢ uma extensa drea de heterotopia
subcortical direita que se estende desde a regifio parieto-occipital até a regifio temporal
(tabela 12). Esses achados de neuroimagem séo atipicos para um individuo com mutagio no
gene FLNI. A alteragio no SSCP ¢ semelhante & encontrada nos pacientes hnp-05, 06 e 08.
O sequenciamento também revelou a alteragiio IVSV + 519C—G.

A paciente hnp-08 ¢ uma mulher de 22 anos sem antecedentes familiares

relevantes, caso isolado. N&o possui retardo mental. Apresenta crises parciais que ocorrem
semanalmente, mesmo em uso de medicagio. A RM mostra drea de heterotopia
periventricular e subcortical estendendo-se até a superficie cortical (‘heterotopia
transmantle’) em regido temporo-occipital direita (tabela 12). A alteragdo na superficie do
cortex pode estar associada de polimicrogiria ou displasia (figura 20b), sendo portanto um
padriio de neuroimagem atipico para pacientes com mutagdes no gene FLN/ (SHEEN et al.,
2001). A alteragio no SSCP ¢é semelhante a encontrada para o paciente hnp-05. O

sequenciamento revelou a mesma alteragdo IVSV + 519C—G.

Figura 20-(A) corte coroni do paciente hnOé mostrando a preseg: de
heterotopias periventriculares a direita ¢ extensa 4drea de heterotopia
subcortical estendendo-se até a superficie do cortex lateral (seta). (B)
Corte coronal do paciente hnp-08 evidenciando nédulos de substincia
cinzenta junto ao como temporal do ventriculo lateral direito,

estendendo-se até a superficie cortical (seta).
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pacientes com o espectro das LIS/HSB.

4.2.2-Genes LISI e DCX e espectro das LIS/HSB

A tabela abaixo resume os achados moleculares e de neurcimagem dos

Tabela 13-Neuroimagem e achados moleculares do grupo do espectro Lissencefalia/ HSB

altera¢io no

sequenciament

alteraciio no

paciente achados de neuroimagem SSCP do SSCPdo  sequenciamento
LISI DCX
lis-01 lissencefalia mc{;);g?llijta tipo I, graua na ) exon 5B VSV + 19G—A
lis-02 HSB posterior, difuso e descontinuo mais na
1 aD (grau 6al) i na T
. paquigiria difusa com predominio
is-03 posterior (grau 4a) na ) na )
. paquigiria difusa com predominio
lis-04 posterior bilateral (grau 4a) na i} na )
lis-05 lissencefalia mcc;;rgiii;:ta tipo I, grau a exon 11 | 805C—>T* na i
fisop  ISICCRIRInCIPIRIROLEME eonil 180501 na -
lis-07 HSB mais anterior, difusa continua e n
15 grossa (grau 6bl) a ) na )
. paquigira difusa com predominio
Lis-08 posterior (grau 4a) ha ) na )
lis-09 HSB grau 6b3 exonll 1805C-»T* na -
lis-10 agina postentzgazeg;i@n a anterior exon 11 1805Co>T* na -
- agiria posterior e paquigiria anterior 1385A—-»C* )
lis-11 (grau 3a) exon 8 H2T7P na
lis-12 paquigia posztgerzgrS:)HSB anterior exon 11 1805C—T* na -
lis-13 m""“‘gﬁ;‘;‘; ﬁsmP?t:Ztgfiéfif com exon 11 1805C—>T* na -
HSB com bandas finas difusas mais
lis-14 acentuadas frontalmente e mais finas exon 11 1805C—»T* na -
posteriormente (grau 6b3)
lis.15  Ppaquigira difusa com predominio anterior na i na i

(grau 4b1)

HSB = Heterotopia subcortical em banda, na= afo alterado; H= Histidina; P=Prolina

* posi¢iio da alteragio relativa ao cDNA do gene LISI (NCBI, NM 000430)

Como este grupo é o mais extenso em resultados moleculares e ha dois genes

envolvidos na etiologia do espectro LIS/HSB dividimos esta se¢do em sub-itens para uma

melhor apresentacéo da correlago gendtipo-fenotipo.
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4.2.3-Muta¢io A —C no gene LIS]

O paciente lis11, portador da mutagio 1385A~>C no exon 8 do gene LIS/, é um
menino de 3 anos sem antecedentes pré-natais ¢ com histérico familiar de epilepsia
positivo, possuindo uma avd e bisavé paternas com crises de etiologia desconhecida. O
paciente possui retardo mental. Crises diarias est3o presentes mesmo em uso de medicagio,
além de apresentar tetraparesia e retardo do desenvolvimento neuropsicomotor. O exame de
RM apontou para lissencefalia incompleta assim como para a presenga de heterotopias
laminares bilaterais de substincia cinzenta tanto nas regides frontais como parietais (figura
21). Os sulcos cerebrais sdo rasos nos lobos frontal e temporal (paquigiria) havendo uma
auséncia de giros (agiria) nos lobos parietais e occipitais, portanto este paciente por ser
classificado como portador de LIS grau 3a (tabela 13). O paciente também tem algumas
caracteristicas faciais tipicas da sindrome de Miller-Dieker como narinas antevertidas e
labios superiores proeminentes mas que ndo sdo suficientes para enquadra-lo como

portador desta sindrome.

Figura 21-Cortes axial e sagital de um paciente com mutagio em LIS/
evidenciando a total auséncia de giros nas regides
posteriores(agiria) e giros rasos e malformados anteriormente

(paquigiria) caracterizando LIS grau 3a.
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4.2.4-Pacientes portadores do polimorfismo 1805C—T na regido 3’UTR do gene
LIS1

A paciente lis-05 ¢ uma menina de 15 anos com histérico familiar para

epilepsia (um primo pelo lado materno) e histérico negativo para retardo do
desenvolvimento e deficiéncia mental. No entanto possui como antecedentes gestacionais
infecgdo por toxoplasmose (0 més exato nfo foi referido). A paciente possui retardo mental.
Suas crises s3o tipicas da Sindrome de West e Lennox-Gastaut e ocorrem didriamente
mesmo sob medicagdo, o exame neurologico evidenciou retardo do desenvolvimento
neuropsicomotor € sindrome piramidal global. A tomografia computadorizada (TC),
evidenciou fissuras silvianas pouco desenvolvidas com pobreza dos sulcos corticais e
calcificagdes puntiformes em substdncia branca periventricular, um quadro tipico de
lissencefalia incompleta (agiria/paquigiria) tipo I (tabela 13). Tanto a paciente como a sua
mée mostraram o mesmo padrdo de alteragiio detectado por SSCP no exon 11 do gene LIS/,
a variante neutra 1805C—T na regifio 3’UTR. A pesquisa por mutagdes no gene DCX foi

negativa.

O paciente lis-06 ¢ um menino de 8 anos sem antecedentes familiares de retardo

mental e epilepsia mas com antecedentes gestacionais de febre ¢ rash no inicio de sua
gestacdo. O paciente possui retardo mental. Apresenta crises tipicas da sindrome Lennox-
Gastaut com freqiiéncia didria mesmo sob medicagdo. O exame neuroldgico evidenciou a
presenga de sindrome piramidal global e retardo do desenvolvimento neuropsicomotor. O
exame de RM aponta para a presenga de agiria/paquigira difusa (tabela 13). Esse individuo
também apresentou alteragdo no exon 11 do gene LIS/, a mesma variante encontrada na

paciente anterior e sua mae. Nenhuma alteragdo de migragdo foi encontrada no gene DCX.

A paciente 1is-09 ¢ uma mulher de 29 anos com fraco historico familiar para

epilepsia (uma prima e uma tia-avé da mée) e historico negativo para deficiéncia mental na
familia. As crises sdo parciais € diarias. A RM se caracteriza por bandas finas completas de
heterotopia neuronal com predominio anterior (figura 22), padrio tipico da HSB 6b3
(tabela 13). Tanto a paciente como sua mde assintomatica apresentaram alterag¢#o no padrio

de migracio para o exon 11 do gene LIS! cujo sequenciamento evidenciou a troca na
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posigio 1805C—->T na regiio 3’UTR. A pesquisa para mutagdes utilizando SSCP no gene

DCX ndo mostrou nenhum padréio de alteragdo de banda em relagfio aos controles normais.

% T

Wi 1014

Figura 22-Cortes axial e coronal de RM mostrando bandas finas e difusas com

predominio anterior em uma mulher com HSB (setas).

O_paciente lis-10 ¢ um menino de 6 anos com antecedentes familiares de
epilepsia, um tio e uma prima pelo lado materno, e tentativa de aborto. O paciente possui
retardo mental. As crises sfio parciais e didrias mesmo sob medicagio. O exame
neurolégico evidenciou principalmente hipotonia e sindrome piramidal. A RM mostra giros
cerebrais espessados difusamente com sulcos rasos tipicos do padrfo de agiria/paquigiria
grau 3a (tabela 13). A pesquisa por SSCP para o gene LIS! evidenciou alterag3o no exon 11
cujo sequenciamento mostrou ser a variante 1805C—T na regifio 3’UTR. A mie do
paciente, assintomatica, também apresentou essa mesma variante. A pesquisa para o gene

DCX foi negativa.

O paciente lis-12 é uma mulher com 22 anos e antecedentes familiares

importantes: a mée da paciente teve um aborto e um filho que faleceu aos dois meses de
idade, além de possuir varios primos maternos e paternos com deficiéncia mental e retardo

do desenvolvimento neuropsicomotor. A paciente possui retardo mental. As crises sdo

Resultados
82



parciais e ocorrem geralmente duas vezes por més. O exame neurolégico detectou a
presenga de retardo do desenvolvimento neuropsicomotor. O exame de neuroimagem (RM)
evidéncia LIS grau 5a (tabela 13) caracterizado pela presenca de paquigiria posterior ¢ HSB
anterior (figura 23). O gradiente da malformagfo ¢ claramente postero-anterior fato que
poderia indicar a presenga de mutagbes no gene LIS/. A analise molecular do mesmo
evidenciou apenas a presenca da alteragdo 1805C—T na regifio 3°’UTR. A analise do gene
DCX por SSCP nio resultou em nenhuma suspeita de mutagio. E importante ressaltar que a
mde da paciente que também realizou RM e n3o apresentou nenhuma alteragio anatémica,
também mostrou o mesmo padrio eletroforético alterado e a mesma substitui¢io no

sequenciamento.

Figura 23-Cortes axial e coronal de RM evidenciando HSB nas regides frontais

transicionando para paquigiria nas regides posteriores (setas).

O paciente lis—13 € uma menina de 2 anos de idade com historico familiar

negativo para epilepsia e apenas um primo pelo lado paterno com retardo mental. A
presenga de retardo mental ndo pode ser determinada. As crises dos tipos tbnica e
mioclonica tém freqiiéncia de 4 a 5 episddios por dia. O exame de RM aponta evidéncia de
HSB. Tanto a crianga como a sua mde mostraram a presen¢a da variante 1805C—T na

regidio 3’ UTR.. A pesquisa por SSCP para o gene DCX ndo evidenciou nenhuma alteragio.
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Q individuo lis-14 ¢ um homem sem nenhum antecedente familiar de epilepsia

ou retardo do desenvolvimento, portador de HSB com bandas finas difusas mais acentuadas
frontalmente e mais finas posteriormente (grau 6b3).(figura 24 ¢ tabela 13). O paciente niio
possui retardo mental. As crises s3o provavelmente atdnicas com freqiiéncia aproximada de

2 episddios por dia mesmo sob uso de medicagfio. O exame neurolégico foi normal.

A analise por SSCP de todo o gene LIS/ niio mostrou nenhum padrio de
alteragio para este gene, com excegdo do exon 11 do gene LIS] que apés o sequenciamento
demonstrou ser a variante 1805C—T na regido 3°UTR. A pesquisa para mutagdes no gene

DCX foi negativa.

Figura 24-Cortes coronal e axial de RM mostrando a presenca de bandas
finas e difusas de neurnios heterotdpicos acentuadas mais

frontalmente eu um homem portador de HSB (setas).

Outros 4 individuos também apresentaram a mesma alteragio 1805C—T na
regido 3’ UTR, sdo eles: um individuo portador de porencefalia e a sua mée, a mie de uma
paciente portadora de uma provavel displasia cortical focal ¢ uma irmi normal de uma
paciente com LIS grau 4a (lis-04) (figura 10). Além disso outros 9 individuos pertencentes

a um grupo de controles normais também apresentaram tal alteragfo.
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4.3-IDIOMORFISMO NO GENE DCX

O paciente lis-01 ¢ uma menina de 4 anos sem nenhuma intercorréncia durante
a gestacdo, no entanto ¢ interessante notar que esta paciente possui um irmo com
hidranencefalia em cuja gestio houve sangramento no 1° més de gestagdo. A paciente
possui retardo mental. Apresenta crises mioclonicas ¢ 0 exame neurologico revelou a
presenca de retardo do desenvolvimento neuropsicomotor. A RM evidenciou presenca de
LIS incompleta tipo 1 (tabela 13). A analise por SSCP no gene DCX mostrou uma alteragio
no padrio de migragdio relativa ao exon 5 deste gene. O sequenciamento revelou uma
alteracdo IVSV + 19G—A. A presenga da mesma alteracdo em seu pai assintomatico
sugere que esta alteracio é provavelmente uma variaco neutra. O SSCP para o gene LIS/
ndo mostrou nenhum padrfo de alteragiio tanto para a menina portadora de lissencefalia
como para o seu pai. O menino portador de hidranencefalia ndo mostrou alteragio no SSCP
para os genes LIS! e DCX. Nenhum dos nossos 50 controles apresentou a variante

encontrada na paciente.

4.3.1-HSB e auséncia de mutacies em DCX
Do grupo de pacientes com o espectro da LIS/HSB, 6 tem padrdes de
neuroimagem que levam a uma maior suspeita de possuirem mutagfio no gene DCX, isto é:
presenga de banda heterotopica e continua de neurbnios localizada entre as substancias
branca e cinzenta Os pacientes 1is-09, lis-12, lis-13 e lis-14 ja foram descritos acima (segfio
4.2.4, pagina 62).

A paciente (lis-02) é uma mulher de 29 anos sem nenhum evento pré-natal

significativo e cuja mée ja teve um aborto. A paciente nfio apresenta retardo mental. As
crises sdo do tipo parcial, com freqiiéncia de dois episddios por més, mesmo em uso de
medicagdo. A RM (figura 25) evidenciou HSB posterior, difusa e descontinua com
predominio a direita (grau 6al) (tabela 13). A pesquisa de mutagdes nos genes DCX e LIS/

foi negativa.
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Figura 25-Cortes coronal e axial de RM mostrando a presenca de bandas
heterotopicas finas, difusas e descontinuas, com predominio

posterior (setas).

A outra paciente (lis-07) ¢ uma mulher de 25 anos que refere como historia
familiar um tnico tio com epilepsia ¢ nenhum evento pré-natal relevante. A paciente néo
possui retardo mental. As crises sdo parciais de freqiiéncia didria e dificil controle. O exame
neurolégico mostrou hemiparesia leve e sindrome piramidal 4 esquerda. A RM (figura 26)
evidenciou HSB com predominio anterior, difusa continua e espessa (grau 6bl) (tabela 13).

A pesquisa de mutagdes nos genes DCX e LIS! foi negativa.
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Figura 26-Cortes axial e coronal evidenciando a presenga de bandas heterotopicas,

espessas e difusas tipicas do grau LIS 6b1 (setas).

4.4-GENE EMX2 E ESQUIZENCEFALIAS

A tabela abaixo resume os achados de neuroimagem e moleculares para o grupo

das esquizencefalias:
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Tabela 14-Neurcimagem e achados moleculares do grupo das esquizencefalias

paciente achados de neuroimagem localizaciio alteracio no SSCP sequenciamento
esq-01 polimicrogiria difusa + ELAU A E fronto-temporo-parietal na -
esq-02 ELA inconclusiva se U ou B - na -
esq-03 ELAB parieto-occipital na -
esq-04 ELAU 2 esquerda centro-parietal na -
" - e R posterior na transicdo :
esq-05 polimicrogiria difusa + ELAU G E parieto-oceipital na
esq-06 ELAB + posswe::;;’;;e displasia septo frontal primer 5+6 796C—>A*, R156R
esq-07 ELA inconclusivade U ou B temporo-parietal na -
esg-08 ELAB todos os lobos primer 5+6 ndo realizado
esq-09 ELFU 4 direita lobo frontal na -
esq-10 EU a D inconclusivo se labios sdo F occipital na -
esg-11 ELAU & direita parieto-occipital na -
ELAB + pequeno cisto aracnédide .
esq-12 (temporal esquerdo) centro-parietal na -
esq-13 ELF inconclusivo deBou U - na -
esq-14 E aD, inconclusivo de LA ou LF occipital na -
esqe15 ELAU 2 esquerda + d.epres‘se_m no lado D frontal na X
com polimicrogiria
centro-parietal em
esq-16 ELAB ( assimétrica) pior a esquerda  continuagfo com fendas na -
silvianas
esq-17 ELFU a direita +£§$§:mpla subcortical temporo-parietal na )
esg-18 polimicrogiria frontal + ELAU 3B frontal na -
esg-19 EU a D, inconclusivo de Fou A temporo-parictal primer 5+6 TO6C->A* R1S6R
ELAU a E + agenesia do septo pelicido
esg-20 + calcificagdes periventriculares parieto-temporal na -
grosseiras bilateralmente
esqa1 AU D calcificagdo periventricular parietal primer 5+6 796C—>A*R156R
bilateral
esg-22 ELAB -+ lissencefalia frontal? temporo-.panetai abe na -
parietal a D
temporo-fronto-parietal
es¢-23 ELAB a E e fronto parietal a D na )
fronto-parictal aDe
-2 . -
esq-24 ELAU aDeELFUR E frontoparietal 3 E na
esq-25 ELAB parietal a D ¢ frontal a E na -
ELAB + dilatacfio ventriculos laterais e
esq-26 terceiro ventriculo + agenesia septo-  fronto-parietalaEeaD na -
petucido
fronto-parietal aD e
esg-27 ELAUaDeELFUaE parietal a E na
esq-28 inconclusivo - na -
fronto-parietal aE e
esq-29 ELAB parictal a D na -
30 ELAB + agenesia do corpo caloso 7 + temporal-parietal e na )
esq- polimicrogiria ? + paquigiria ? frontal
ELAU a E eELFU 3 D+ polimicrogiria . ) .
esg-31 extensa + paquigiria frontal primer 5+6 796C—A*, R156R
esq-32 ELAU aE + agenesia do septo peliicido temporal-parietal na -
esq-33 ELFUaE parietal na -
esq-34 ELAUAEeELFUAD parietal na -

ELAYU = Esquizencefalia de Iibios abertos unilateral, ELFU = Esquizencefalia de 1ibios fechados

unilateral, ELAB = Esquizencefalia de libios abertos bilateral, na = nio alterado, R: Arginina
* posiciio da alteracio relativa ao cDNA do gene EMX2 (NCBI, NM 004098)
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O individuo esg-06 ¢ uma menina de 4 anos com um fortissimo historico

familiar de epilepsia de etiologia desconhecida, com individuos afetados praticamente em
todas as geragdes (figura 27). A paciente possui retardo mental. e crises epilépticas
controladas na presenga de medicagfio. O exame neuroldgico apontou para a presenca de
retardo do desenvolvimento neuropsicomotor. A RM evidenciou a presenca de
esquizencefalia de labios abertos bilateral, auséncia de septo peltcido e corpo caloso, além
de atrofia do nervo optico (tabela 14). Infelizmente nés ndo pudemos coletar o sangue de
todos os individuos desta familia. O SSCP mostrou alteragio no fragmento 5+6 e o
sequenciamento automadtico evidenciou a alteragio 796C—>A (R156R) localizada na

primeira posigo do terceiro codon do dominio homeobox.

B

[} 02 -3 HE S -5 HE -7 H-8

Hiet -2 #1-3 Hi-4 85 -6
. Esguizencefaiia

O 0o o e

W1 V-2 V-3 4 NS

Epilepsia de origem desconhecida

Figura 27-Heredograma mostrando a familia do paciente esq-06. Notar o forte

historico familiar de epilepsia de etiologia desconhecida.
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O paciente esq-08 ¢ um menino de 6 anos de idade cujo histérico familiar de

epilepsia e retardo mental nfo pode ser levantado pois foi adotado. O menino apresenta
retardo mental e tem o diagnoéstico de Sindrome de West. O exame neuroldgico mostra
sindrome piramidal mais grave a esquerda e retardo do desenvolvimento neuropsicomotor.
O exame de RM (figura 28) mostrou a presenga de esquizencefalia bilateral de ldbios
abertos em conjunto com polimicrogiria, sendo que a fenda direita é muito mais
pronunciada (tabela 14). O SSCP demonstrou a presenca de migracdo alterada no
fragmento 5+6. O sequenciamento ainda ndo foi realizado pois a amostra de DNA deste

individuo ndo foi suficiente para completar este experimento.

C1 vEs

Wl 1485

Figura 28- Cortes axial e coronal de RM evidenciando esquizencefalia de
labios abertossem um paciente com o padrio de migragdo
alterado detectado por SSCP no gene EMX2. Notar que o lado

direito ¢ mais acometido.
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Q paciente esg-19 é um menino de 12 anos de idade com historico familiar

negativo para retardo mental e epilepsia. O paciente possui retardo mental. As crises
apresentadas por este paciente sdo de auséncia e estfo controladas sob medicagfio. O exame
neurologico revela sindrome piramidal a esquerda. O exame de RM evidenciou a presenca
de esquizencefalia unilateral com polimicrogiria no lobo temporal direito sendo necessario
uma revisdo da neuroimagem para classificar a fenda em aberta ou fechada (tabela 14). O
sequenciamento destes individuos evidenciou a alteragiio 796C—A (R156R) localizada na
primeira posigéo do terceiro codon do dominio homeobox.

O paciente esg-21 ¢ um menino de 3 anos sem histéria familiar de epilepsia e

retardo mental e auséncia de intercorréncias pré-natais. O paciente apresenta retardo
mental. Este individuo nio apresenta crises, no entanto seu exame neuroldgico revela
hipotonia e paresia direita. A tomografia computadorizada (figura 29) evidenciou
esquizencefalia unilateral de 1abios abertos a direita (tabela 14). Este paciente possui
migragdo alterada do fragmento 5+6 cujo sequenciamento também mostrou a alteracdo

796C—»A (R136R) localizada na primeira posigo do terceiro codon do dominio fomeobox.

Figura 29-TC mostrando esquizencefalia unilateral de ldbios abertos a direita.
O individuo possui alteragio no SSCP ¢ a substitui¢io 796C—>A no

dominio homeobox (seta).
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O individuo esq-31 ¢ uma menina de 3 anos, também com historico negativo de

epilepsia e retardo mental na familia, no entanto nio houve realizagfio do exame pré-natal
ficando prejudicada a deteccio de qualquer intercorréncia neste periodo. O paciente
apresenta retardo mental. Ndo h& a presenga de crises e informagdes sobre seu exame
neurologico. A TC (figura 30) evidenciou esquizencefalia de labios abertos & esquerda e
labios fechados a direita (tabela 14). A analise molecular deste individuo também mostrou
uma alteracdo no padrio de migragdo do fragmento 5+6 ocasionada pela substituigéo

796C—>A (R156R).

Figura 30- TC evidenciando esquizenfalia de labios abertos a esquerda e l&bios
fechados a direita (setas). Este individuo demonstrou no SSCP o mesmo
padrio de alteracdo que o paciente anerior e no sequenciamento a mesma

substituigdo 796C—A no dominio homeobox.
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5.1 GENE FLNI

Nossa andlise se estendeu somente aos 6 primeiros exons codificantes do gene
FLNI, pois € esta regifo que codifica um importante dominio funcional envolvido na
ligaciio com a actina (FOX et al. 1998, POUSSAINT et al. 2000) e onde se encontra a
grande maioria (aproximadamente 55%) das mutagdes em pacientes com HNP (FOX et al.,
1998, SHEEN et al., 2001, MORO et al, 2002). Além disso, o gene FLNI € rico em
seqiiéncias CGs fato que dificulta a sintese de primers e a amplificaciio dos produtos de
PCR, tornando a padronizagio da técnica de PCR uma etapa muito laboriosa e dispendiosa

em tempo.

Se as alteragOes identificadas pelo SSCP nos pacientes hnp-06 e hnp-08,
individuos com padrdo atipico de HNP, fossem confirmadas como mutagées nossos dados
iriam diferir dos encontrados previamente na literatura. SHEEN et al. (2001) realizando
pesquisa de mutagGes para todos os 48 exons do gene FLNI em 7 pacientes com padriio
atipicos mostrou que nenhum deles possuia mutagfio no gene FLNI. Os achados atipicos
incluiam: hidrocéfalo, heterotopia unilateral, nddulos altamente assimétricos ou localizados
focalmente, nédulos que se estendem da superficie do cortex até os ventriculos ou

desordens do cértex adjacente.

Desta forma, se nossos resultados fossem positivos, concluirfamos que deveria
baver uma menor estringéncia no que se refere ao padrio cldssico de neuroimagem para

que o individuo seja testado para mutacdes no gene FLNI.

O sequenciamento automatico revelou uma variante neutra IVSV + 519C—G
localizada a 28pb do inicio do exon 6. Devido a sua localizag8o é pouco provavel que esta
variante leve a wma alteragiio deletéria na proteina. Desta forma nossos dados, até o
momento, corroboram os estudos anteriores (SHEEN et al. 2001); no entanto nio podemos
descartar a presenca de mutagGes em outros exons do gene FLNI ou mesmo a presenga de

mosaicismo somético afetando principalmente o tecido nervoso.

A paciente hnp-05 caso isolado com o padriio classico de HNP (tabela 12)
também possui a mesma alteragdo IVSV + 519C~»G. Neste caso, podemos supor que a
muta¢do deletéria provavelmente reside fora da regifo codificante do dominio de actina do

gene FLNI ou em outro gene. Isto porque ao testar 31 pacientes esporadicos do sexo
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feminino com padrdes tipicos de HNPB, SHEEN et al (2001) encontrou apenas 7
individuos com mutaco (19% do total). Sendo assim ndo seria surpreendente se, mesmo
apés uma varredura total do gene FLN/, esta paciente continuasse a mostrar resultados

negativos para 0 mesmo.

Um fato muitc importante nos casos de HNP familiar analisados (hnp-03 e 07)
€ o padrio sugestivo de heranca ligada ao X dominante nesta familia, com a mie
transmitindo o cardter para sua filha, A paciente hnp-03 também sofreu 5 abortos
espontaneos, apesar de nfio podermos provar, certamente a maioria destes abortos deve ser
do sexo masculino, caracteristica muito comum em casos de HNP familiar J& que os
homens sfio hemizigotos para o cromossomo X (FOX et al., 1998; POUSSAINT et al.,
2000).

Além do mais, estudos anteriores demonstram que a taxa de detecgfo de
mutacdes em casos familiares de HNP & de aproximadamente 83% (SHEEN et al, 2001) e
que familias possuindo um grande nimero de abortos do sexo masculino possuem
muta¢des sem sentido localizando-se proximas ao dominio N-terminal da proteina (regifio
de ligagdo com actina) ou de sitio de splicing que podem produzir um RNAm instavel,
truncando qualquer produto protéico que seja eventualmente traduzido (SHEEN et al,
2001).

Desta forma, como 0 exon 6 codifica parte de um dominio localizado na regido
N-terminal da proteina e a familia analisada neste trabalho possul vérios abortos,
acreditamos que a alteragio no padrio de migraciio detectada por SSCP se devia realmente
a uma mutagdo sem sentido ou de sitio de splicing. O sequenciamento dos fragmentos
revelou uma substituicfio na posicio 1159G—C, isto € na terceira base do ultimo cédon do
exon 6. Surpreendentemente esta alteragiio pode levar a troca de um glutamato por um
aspartato. Ambos sdo aminoacidos relacionados em suas propriedades pois além de serem
polares também possuem cargas negativas. E interessante notar que esta € a quarta mutagio
de sentido trocado identificada até o momento para pacientes com HNP e a segunda quando
levamos em conta apenas os casos familiares. MutagGes de sentido trocado no gene FLNI
tém sido descritas em homens e mulheres acometidos por sindromes clinicamente distintas

da HNP e que afetam multiplos érgios como: as sindromes otopalatodigital tipo 1 e 2,

Discussio
96



displasia frontometafiseal ¢ sindrome de Melnick-Needles (ROBERTSON et al, 2003).
Ainda nfio se sabe ao certo qual a razfio de diferencas tio grandes entre doencgas causadas
por mutagdes no mesmo gene mas, diferente do que ocorre com as mutagfes em pacientes
com HNP, acredita-se que as mutacdes responsdveis por estas sindromes néo resultam em
instabilidade do RNAm ou truncagem da proteina e sim em manutengio do sentido de
leitura, resultando em um mecanismo de ‘ganho de fungdo’ da proteina. Uma proteina com
fun¢io modificada poderia ser mais danosa do que a auséncia total da mesma, prejudicando

drasticamente o fendmeno da organogénese.

Poderiamos propor que devido & similaridade em funcio dos aminoicidos
trocados os individuos desta familia teriam desenvolvido HNP e nfo as sindromes mais
graves citadas acima. No entanto, ROBERTSON et al. (2003) demonstraram que as
mutacdes de sentido trocado levando as sindromes otopalatodigital 1 e 2 estfio concentradas
nos exons 3 e 5 e que na sindrome de Melnick-Needles estio localizadas principalmente no
exon 22. Estes exons codificam regides como o dominio homélogo a calponina 2 (CHD2) e
o dominio em bastdo (rod domain). Mutagbes de sentido trocado nesses exons nunca foram
descritas em pacientes com HNP. Desta forma podemos sugerir que estes exons
codificariam regibes de extrema importincia para o funcionamento correto da proteina e
que o mecanismo de ganho de funcdo nestas regibes levariam a fenétipos mais severos do
que os produzidos por mutagGes de sentido trocado ja descritas em outros exons para
pacientes com HNP (SHEEN et al,, 2001; MORO et al., 2002). No entanto, se analisarmos
com cuidado a mutagfio descrita neste trabalho, podemos inferir um segundo mecanismo
patogénico, muito mais provavel que o descrito acima. A substitui¢dio 1159G—C altera um
nucleotideo adjacente ao sitio doador de splicing GT. Apesar de serem cruciais, os
dinucleotideos GT e AG nfo sfo suficientes para realizar o fendmeno de splicing sozinhos,
necessitando das seqiiéncias adjacentes que também possuem um alto gran de conservagio
entre genes € espécies. Desta forma a perda do sitio doador de splicing do exon 6 poderia
fazer com que sitios de splicing cripticos fossem ativados levando a um processamento
errbneo do RNAm ¢ a produgéio de uma proteina FLNJ truncada ou sem nenhuma funcdo
residual (perda de funcio).
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Essa hipotese estaria muito mais de acordo com o descrito na literatura para
mutagdes em casos familiares de HNP (FOX et al., 1998; SHEEN et al., 2001). Estudos

funcionais deveréo ser realizados no futuro para resolver esta questo.

Quanto 20s outros individuos que nfio apresentaram mutacdo podemos destacar
a presenga de um paciente masculino com HNP (hnp-04 ). O paciente hnp-04 ¢ um caso
isolado, sem histérico familiar de epilepsia, aborto ou retardo mental. O exame de
neuroimagem evidencia heterotopia nodular periventricular em corno ternporal direito
(tabela 12). Ja foram descritos dois casos de homens com HNP e mutagdes no gene FLN]
(SHEEN et al., 2001), o primeiro deles possui neuroimagem praticamente idéntica as
mulheres até o momento identificadas, j4 o segundo mostrou um padrio muito menos
severo com a presenca de pouquissimos nédulos heterotépicos localizados somente no
hemisfério direito. Nenhum dos dois homens relatados na literatura apresentou mutagGes no
dominio de ligagio com actina. O primeiro & portador de uma substituigio C—G na
posicdo 6915 do cDNA que leva a uma mutagfio sem sentido e trunca a proteina na regifo
de ligacdio a receptores. O segundo paciente possui uma substituicdo C—T que leva a troca
de uma leucina (Leu) por uma fenilalanina (Phe) no quinto dominio homoélogo a2 Ig da
proteina FLN1 (SHEEN et al.,, 2001). Deste modo, apesar de nosso paciente possuir um
padrio de imagem diferente dos descritos até o momento, se ele for portador de mutacdo
esta deve residir fora dos 6 primeiros exons codificantes. Mutagbes nesta regifio
provavelmente iriam alterar aminodcidos extremamente vitais para o funcionamento da
proteina ou levar a produgdo de um produto protéico truncado precocemente, com residuo
funcional praticamente nulo. Estas alterages ndio seriam compativeis com a vida em
homens ou levariam a sindromes mais graves que a HNP. No entanto & pouco provavel que
este individuo possua mutagSes em FLNI, ja que além de um padrio de imagem atipico,
estudos prévios demonstraram que a presenca de mutaches nesse gene é rara em homens
com HNP. SHEEN et al. (2001) estudando uma amostra de 24 homens com HNP encontrou
mutagGes em apenas 9% dos individuos. A presenca de mosaicismo também pode ser
questionada, mas esta parece ndo ser o caso para HNP (SHEEN et al, 2001) apesar de

serem necessarios estudos mais aprofundados para refutar definitivamente a hipétese.
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5.2 GENE LIS1

Viarias evidéncias indicavam que as alteragdes identificadas por SSCP no exon
11 poderiam ser atribuidas a um polimorfismo neutro. A primeira € a ja citada alta
freqiiéncia de polimorfismos na regifo 3'-UTR (untransiated region) do gene LISI (tabela
1) e levando em conta que nossos primers para o exon 11 abrangem parte desta regido nfo
seria surpresa se as bandas anémalas detectadas pelo SSCP fossem resultantes de alteragbes
que ndo levam a alteragdes do produto protéico. A segunda evidéncia estd na prépria
aparéncia das bandas, todas elas tem um padrido muito semelhante de corrida eletroforética.
Em geral alteragbes diferentes na seqiiéncia da fita de DNA levam a padrdes distintos de
migracio das bandas durante a eletroforese. Vale lembrar que o contrdrio ndo € verdadeiro
ou seja, a identificacio de um mesmo padrio eletroforético no SSCP pode ser formado por
seqiiéncias de DNA diferentes, principalmente se trocas de bases ocorrerem na mesma
posicio (SHEFFIELD et al, 1992).

No entanto, seria pouco provavel que 7 pacientes € 9 controles normais com
padrio de migracdo idéntico, em duplicata, possuissem mutacdes distintas na mesma
posi¢io do fragmento de PCR. A confirmagfio de nossa hipdtese, foi o resultado do
sequenciamento automatico demonstrando a mesma alteragiio 1805C—T na regido 3°UTR
de todos os pacientes e controles normais. Este polimorfismo ja havia sido identificado por
KOCK et al. (1996) na posi¢io 1250 do cDNA de LIS! (No. de acesso no Genebank
1.13385) em 40% dos individuos testados. Nossa freqiiéncia de controles com a mesma
aiteracfio foi de aproximadamente 28%. A diferenca na freqiiéncia é certamente devido ao
nimero relativamente baixo de controles testados pelo nosso grupo para a presenga de
alteragdes no exon 11 deste gene. Outro fator que nos fez acreditar que esta alteracio nfio
era patogénica foi o baixo mimero de pacientes portadores da mesma com o padrio postero-
anterior de malformacdo tipico de pacientes com mutagdes em LIS!. Enfre os 7 individuos
detectados apenas o individuo lis-10, portador de LIS grau 3a, possui achados de RM que

seriam realmente compativeis com mutacdes nesse gene.

As mutagdes intragénicas estdo espalhadas através dos 10 exons codificantes do
gene LIS1, no entanto das 41 mutagdes descritas até o momento, 17 estdo concentradas nos
exons 8, 9 ¢ 10 (CARDOSO et al., 2002). Um de nossos pacientes (lis-08) com padriio da
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malformacfio claramente antero-posterior seguindo portanto as caracteristicas encontradas
em individuos com mutages no gene LISI: mostrou uma alteragdo no padrio de
mobilidade por SSCP no exon 8, justamente um “ponto quente’ para mutagdes intragénicas
no gene LISI. O sequenciamento automatico revelou uma mutacdo de sentido trocado
1385A—C que altera uma histidina para uma prolina no aminocido 277 (H277P) do 5°
dominio WD-40 da proteina, sendo esta a sexta mutacdo de sentido trocado descrita até o

momento.

Os dominios WD sdo encontrados em muitas proteinas de vérias espécies e sio
compostos por pelo menos 4 repetigdes comegando com glicina/histidina na regido N-
terminal e terminando com triptofano/aspartato (WD) na regifio C-terminal. Cada repeticéo
€ composta de 4 fitas (a, b, ¢, d) que variam entre 31 e 60 aminoacidos, ficando a fita aed
proximas ao poro central e superficie externa da proteina (SMITH et al., 1999). O gene
LIST possui sete repeticdes WD que conferem a proteina uma correta capacidade de dobra e
estrutura tridimensional estavel (REINER et al, 1993; SAPIR et al, 1999). O mecanismo
preciso pelo qual a proteina LIS influencia a migracdo dos neuroblastos ainda nido foi
elucidado, no entanto dados recentes apontam para uma interacio desta com os
centrossomos ¢ microtibulos através de complexos formados por vérias proteinas entre elas
dineina, dinactina e proteinas de distribuicio nuclear NUDE e NUDEL que podem
influenciar a proliferagfio, migracio e organizacdo de neuroblastos (FENG et al, 2000;
SASAKI et al., 2000; FAULKNER et al., 2000; LIU et al, 2000; SMITH et al., 2000,
NIETHAMMER et al., 2000).

As mutacgdes de sentido trocado no gene LIS] estio localizadas nos exons 3, 6 ¢
9, responséveis pela codificagdo do dominio coiled-coil, e pelos segundo e quinto dominios
WD-40 respectivamente. Entre as cinco mutacSes de sentido trocado descritas, quatro
modificam aminodcidos altamente conservados entre diferente espécies e em proteinas
pertencentes a0 mesmo grupo dentro da mesma espécie (CARDOSO et al., 2002),
sugerindo que estas substituigdes podem prejudicar o funcionamento e integridade da
proteina LIS1.

As caracteristicas de neuroimagem de pacientes com mutagdes de sentido
trocado no gene LIS/ sfo geralmente mais varidveis e leves do que as de pacientes com

outros tipos de mutagdo (LEVENTER et al., 2001). O paciente mais severamente afetado
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com este tipo de mutagBio possui LIS grau 3a , caracterizada por agiria posterior e
paquigiria nas regibes anteriores, um padrio encontrado na maioria dos pacientes com
mutagfes sem sentido e de matriz de leitura no gene LISI. Este individuo possui uma
mutagio H149A (histidina substituida por arginina} que altera um aminoacido altamente
conservado no segundo dominio WD. Como conseqiiéncia é provavel que ocorram
mudangas na conformag#io da proteina LIS1 mutante que prejudicariam a sua interaciio com
proteinas como NUDE e NUDEL (FENG et al, 2000; SASAKI et al,, 2000) e as outras
duas subunidades da PAFAH (SWEENEY et al., 2000). Os demais pacientes com mutagdes
de sentido trocado em LIS possuem padrdes de malformacio entre LIS 4 ¢ 6 (LEVENTER
et al., 2001).

LEVENTER et al. (2001) propds que pacientes com mutagdes de sentido
trocado em residuos pouco conservados teriam caracteristicas fenotipicas mais leves, ja que
um dos pacientes analisados por este grupo é portador de wma mutagio que troca uma
glicina hidrofobica por uma serina que é um aminoacido hidrofilico. Esta alteracdio é uma
variante normal dentro da seqiiéncia de aminoacidos de outros membros da familia das
proteinas WD-40 (SMITH et alL, 1999).

Esse paciente possui o mais leve fendtipo até hoje descrito para pacientes com
LIS devido a mutagdes no gene LIS], ji que sua malformagéio foi classificada como de grau
4a2, caracterizada por paquigiria restrita nos lobos occipitais e parietais transicionando para

um cortex normal anteriormente.

A mutagdo de sentido trocado identificada pelo nosso grupo (H277P) modifica
também um residuo pouco conservado. Encontramos que na familia das proteinas WD a
histidina na posi¢do alterada est4 presente em apenas 26 de 776 repeticdes WD presentes na
base de dados on-line “The WD repeat family of proteins”. O aminodcido prolina é

encontrado em apenas 13 seqii®ncias WD presentes na mesma base de dados.

Considerando as informages anteriores sobre as mutagdes de sentido trocado
poderiamos esperar um grau leve de LIS em nosso paciente, ja que a mutagio encontrada
altera um aminoacido nfio conservado dentro das segiiéncias WD. No entanto, nosso
paciente possui o padrio de malformaciio LIS grau 3a. Uma possivel explicagdo para essa

aparente contradigfo seria que, apesar desta histidina nfo ser um residuo conservado dentro
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da familia de seqiiéncias WD ele é muito conservado entre diferentes espécies. Portanto, a
alteraco para outro aminoacido na mesma posicio poderia levar a mudancas dramaticas de
conformacéo da proteina LIS1 resultando em alterages nas propriedades de ligagio desta

com a -espectrina, uma proteina do citoesqueleto (WANG et al., 1996).

Outra caracteristica que difere a nova mutagiio que descrevemos neste trabalho
das descritas anteriormente por LEVENTER et al. (2001) esta na natureza e localizacio dos
residuos trocados. Este grupo sugeriu que mutacdes de sentido trocado em regides do gene
LISI codificando dominios WD localizados proximos a regido 3° terminal da proteina
levariam a fenétipos menos severos, conseqiiéncia de uma proteina LIS1 mutante com
fungio residual.

LEVENTER et al. (2001) bascou sua hipdtese em um de seus pacientes
estudados. O individuo em questio que apresenta paquigiria generalizada (grau 4a) e possui
uma mutacdo que substitui um aspartato localizado no 5° dominic WD por uma histidina

(A317H). A mutacio descrita por nosso grupo também se localiza neste dominio.

Aspartato e histidina sfio aminoécidos relativamente relacionados, ambos sdo
polares, enquanto histidina e prolina tém maiores diferengas em suas propriedades. A
histidina € um aminoacido bésico enquanto a prolina & apolar, somado-se a isto a prolina é
o Unico aminoacido que nio segue a regra geral da estrutura dos aminacidos, j& que sua
cadeia se liga tanto ao dtomo de nitrogénio do grupo NH, assim como ao carbono central.
Estas diferencas nas propriedades quimicas e estruturais em uma regifio conservada
poderiam levar a uma proteina com pouca fungdo residual, fato que resultaria em um
padrio de malformacio mais severo. Desta forma sugerimos que a severidade da
malformacio estd mais relacionada a natureza dos residuos trocados do que a posigio da

mutacéo em relagio aos dominios WD.

Para elucidar e confirmar as conseqiiéncias funcionais da mutacio encontrada
em nosso paciente serdo necessdrios estudos in vive e in vitro designados para testar a
integridade funcional da proteina mutante. Estes estudos serdo muito importantes para se
investigar o potencial que esta proteina possui em tomar sua conformagfio final
corretamente, interagir com outras proteinas envolvidas no desenvolvimento cortical e nas
vias bioquimicas de hidrélise de PAF.
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Neste ponto ¢ importante discutir uma possivel limitacio da metodologia
empregada para o estudo de mutagdes no gene LISI. A baixa porcentagem de mutacdes
encontradas em nossa amostra pode ser explicada pela técnica inicial de pesquisa, pois
como j& citado anteriormente uma grande parte dos casos de LIS se deve a grandes
delecdes detectadas por citogenética de alta resoluciio e fluorescence in situ hibridization
(FISH) (CARDOSO et al, 2000; PILTZ et al., 1998), eventos mutacionais que nio sdo
detectados pela técnica de SSCP.

No entanto, podemos justificar nossa escolha pela pesquisa inicial de mutagdes
intragénicas em LIS] pois a maioria de nossos pacientes possui um grau de LIS nfo tdo
severo ¢ com um gradiente postero-anterior (P>A). Estas caracteristicas sfo fortemente
indicativas de mutagles intragénicas no gene LISI ja que pacientes com dele¢Ses no
cromossomo 17 geralmente possuem graus de lissencefalia entre 1 ¢ 2.(CARDOSO et al,
2000).

Outro fator que pode também ter influido € a sensibilidade do préprio SSCP
que apesar de ter alta eficiéncia nfio assegura que todas as alteragles de seqiiéncia de
nucleotideos sejam detectadas. Estima-se que a técnica, quando bem utilizada seja capaz de
identificar entre 80 e 95 % das mutacSes (SHEFFIELD et al., 1992).

Existe ainda a possibilidade da presenga de heterogeneidade nio alélica, ou seja
de que outros genes estejam envolvidos na génese de LIS em nossos pacientes. Bons
candidatos seriam alguns genes identificados em camundongos, ¢ ainda nfo testados em
humanos, que estfo relacionados com malformacdes corticais similares ao fenodtipo reeler,
um modelo animal de lissencefalia. Apesar do gene RELN humano ter sido clonado e nio
estar relacionado com lissencefalia classica, genes que participam das mesmas vias
bioquimicas como DABI, VLDRL e APOE2 (OLSON et al, 2002) e que ja tem
comprovada suas ligacdo com fendtipos semelhantes ao reeler em camundongos knock-out
sdo bons candidatos ¢ devem ser testados para que se confirme ou se exclua sua

participa¢do na eticlogia da LIS classica em pacientes sem mutacfo nos genes DCX e LIS1.
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5.3 GENE DCX

A familia na qual o SSCP resultou em um padrdo alterado para o exon 5 do
gene DCX ¢ composta por dois individuos com desordens no sistema nervoso central. A
andlise por SSCP identificou uma alteracdo no padréio de migfaq:ﬁo guando utilizado o par
de primer 5b que amplifica parte do quinto exon (sendo o segundo exon codificante), no
entanto a alteragdo foi identificada tanto na filha como no pai assintomitico, fato que nos

levou a crer na presenga de um polimorfismo neutro.

O sequenciamento dos individuos revelou uma substituicio TVSV + 19G—A,
confirmando a hipdtese de uma alteragfio que ndo resulta na producdo de uma proteina
defeituosa. Esta alteracdo trata-se provavelmente de uma alteragdio neutra rara ou

idiomorfismo ja que ndo foi detectada em 50 controles ndio relacionados.

MutagGes na regido codificante do gene DCX sdo responsaveis por 100% dos
casos familiares de LIS/HSB ligadas aoc X (MATSUMOTO et al., 2001) e de 38 a 91% dos
casos esporddicos de HSB em mulheres (GLEESON et al., 2000). Geralmente todas as
mulheres com mutagdes no gene DCX tem HSB e paquigiria predominantemente em
regides anteriores, no entanto cerca de 25% das mulheres com um padrdo de banda anterior
¢ todas aquelas com bandas Jocalizadas em regides posteriores ou bandas unilaterais nio
apresentam mutacSes em DCX, sugerindo que outros Joci ou mosaicismo somatico podem
ser responsaveis por estes diferentes fenétipos (GLEENSON et al, 2000a; GLEESON et
al, 2000b). MutagGes de linhagem germinativa materna ou mosaicismo podem ocorrer em
10% dos casos HSB e lissencefalia ligada ao X (GLEESON et al., 2000b). Apesar de raro,
também ja foram identificados homens com HSB e mutagdes em DCX e LIS] (PILZ et al,
1999).

Nos podemos atribuir a auséncia de mutagdes no gene DCX em nossos
pacientes com o espectro LIS/SBH aos seguintes fatores: 1-) A maioria de nossos pacientes
portadores do espectro séo esporadicos e nenhum deles mostra um padriio familiar claro de
ligacdo ao cromossomo X, 2-) foram testados apenas 6 pacientes com HSB, wma amostra
muito pequena quando comparada aos nimeros descritos na literatura, 3-) nossa

estringéncia quanto as caracteristicas de neuroimagem foi baixa, incluindo individuos com
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caracteristicas atipicas e finalmente, 4-) pode haver a presenca de mosaicismo somatico nos

individuos de nossa amostra que niio foi detectado pelo SSCP.

Alguns de nossos casos de HSB merecem uma discussio mais aprofundada. Em
nosso grupo de pacientes hd um homem (lis-14) com grau de LIS 6b3 (figura 24) que
apresenta um padrfio de malformacdo tipicamente encontrado em mulheres com mutagdes
em DCX (PILZ et al, 1999; GLEESON et al, 2000). D’AGOSTINO et al. (2002),
estudando um grupo de 30 homens com HSB, incluindo este paciente, descobriram que de
12 individuos com um padrio de malformagdo tipicamente encontrado em mulheres com
mutagio no gene DCX (A=P ou A>P) 7 eram portadores de muta¢des na regifo codificante
desse gene. Quando todos os pacientes estudados eram computados (inclusive os com
padrdes atipicos), somente 29% dos individuos possuiam mutagdes no gene DCX,
mostrando que a ocorréncia deste tipo de evento é rara em homens. O gene LIS] poderia ser
um candidato natural, ja que existem descritos homens com HSB e muta¢des neste gene
(PILZ et al., 1999), no entanto o predominio anterior da malformacdo deste paciente assim

como nossos dados moleculares pegativos refutam esta hipotese.

Dentre os pacientes atipicos identificamos uma mulher (lis-2) com LIS grau 6al
(tabela 13) caracterizada por bandas completas ou quase completas com predominio
posterior (figura 25).

Apesar de mulheres com mutagdes em DCX poderem apresentar HSB difusa
MATSUMOTO et al,, 2001) elas normalmente apresentam bandas sem um gradiente
aparente ou com predomindncia anterior. O gene LIS! poderia ser candidato devido ao
predominio posterior. No entanto os resultados moleculares negativos confirmam que a

HSB de predominio posterior raramente tem base genética nestes genes.

QOutra paciente (lis-12) com HSB atipico possui achados de RM muito
interessantes (figura 23). O padrio paquigira-HSB tem sido identificado apenas em homens
(D’AGOSTINI et al, 2002). No entanto esta paciente possui LIS grau Sa (tabela 13)
caracterizado frontalmente por HSB e posteriormente por paquigiria, sendo a primeira
mulher a ser descrita com este grau de malformacéo. Este padrio ¢ muito pouco usual e foi
considerado por DOBYNS et al. (1999) como uma sindrome distinta da LIS classica ligada
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aos genes LISI e DCX com possivelmente outros genes envolvidos. Resultados moleculares

negativos para ambos esses genes, obtidos por nosso grupo suportam esta hipétese.

As demais pacientes sdo mulheres (lis-07 e lis-09) que possuem LIS grau 6bl e
6b3 (tabela 13) respectivamente (figuras 22, 26), portanto ambas tem um predominio
anterior caracteristico de mulheres com mutagdes em DCX. No entanto o resultado para
mutagdes em DCX foi negativo assim como para LISI. GLEESON et al (2000)
encontraram no seu grupo de pacientes 25% de casos negativos para mutagdes no gene
DCX cujo padriio de neuroimagem ¢ idéntico ao dos casos positivos, mostrando que pode

existir heterogeneidade genética em individuos com o padrio ‘cléssico’ de HSB.

Permanece aberta ainda a questdio se que outros tipos de mutagdes no gene
DCX, localizados possivelmente na longa regifio 3°U7R, nas seqiiéncias promotoras ou

dentro de regies intronicas poderiam estar presentes nesses pacientes.

5.4 GENE EMX2

O achado de mutagdes no gene EMX2 em dois irméios e a auséneia do mesmo
defeito nos seu pais neurologicamente normais fornece evidéncias de que, pelo menos em
alguns casos, as esquizencefalias sio determinadas por mutagbes deletérias em genes
homeobox (GRANATA et al, 1997). No entanto, 2 hipétese genética nfio substitui a
possibilidade de mecanismos patogénicos alternativos como lesdes encefalocldsticas
adquiridas resultantes de infartos locais no territério das principais artérias cerebrais
{SARNAT et al., 1992). Entre os pacientes com alteracdo de padrio de migragio detectado
pelo SSCP identificamos um individuo com forte histérico familiar para epilepsia de

origem desconhecida que nos fez acreditar em uma possivel origem genética, pelo menos

para este individuo.

Dados preliminares apontam para uma relagfio entre a natureza do defeito
molecular, a severidade do fendtipo e a presenca de certas caracteristicas clinicas
(GRANATA et al, 1997; FAIELLA et al, 1997). Defeitos moleculares severos como
mutagbes de mudanga de matriz ou de sitio de splicing estdo associados com

esquizencefalia severa, geralmente bilateral e de I4bios abertos, enquanto mutacdes
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sinonimias e de sentido trocado estdo relacionadas com esquizencefalia unilaterais, por

vezes de labios fechados.

Entre nossos pacientes com alteragiio no padriic de migragdo, dois possuem
esquizencefalia bilateral de labios abertos, um com esquizencefalia bilateral sendo uma
aberta e outra fechada e dois esquizencefalia unilateral, sendo que um estd descrito como
portador de uma fenda de labio aberto e um cujo tipo de fenda nfo pode ser especificado.
Desta maneira, esperdvamos encontrar em nossa amostra uma predomindncia de alteragdes

deletérias como mutagdes de mudanca de matriz de leitura e de sitios de splicing.

E também importante ressaltar que a grande maiorias das mutagdes descritas até
o momento estdo localizadas ou dentro do dominio homeobox ou em regides proximas do
inicio do exon 2 como substituigdes na primeira base do exon 2 ou no sitio de splicing 3’do
intron 1 (BRUNELLI et al., 1996; GRANATA et al., 1997; FAIELLA et al., 1997). Grande
parte destas mutagdes foram detectadas utilizando-se os pares de primers que amplificam o
exon 2 e parte do intron 1 (BRUNELLI et al., 1996), justamente o0 mesmo par para o qual

achamos alteragdes na migracdo para todos os pacientes analisados.

No entanto 4/5 de nossos pacientes com migracfo alterada no SSCP possuem a
mesma substituicdo 796C—A no dominio Aomeobox do gene EMXZ2. Esta alteracdo ndo
leva a troca de residuos ou cria um codon de parada, mantendo o aminoéacido arginina
intacto. Surpreendentemente esta mesma alterac3o foi detectada por BRUNELLI et al
(1996) e foi considerada como uma mutacfio sinonimia ja que ndo foi encontrada no grupo
controle testado.

Apesar de ndo terem pesquisado as propriedades transcricionais e pos-
transcricionais destas mutacdes, BRUNELLI et al. (1996) propuseram que estas alteragdes
podiam ser patogénicas, ji que haviam sido descritos casos da Sindrome de Crouzon devido
a mutacdes sinonimias no gene FGFR2Z (LI et al.,, 1995). Nestes casos 0 mecanismo de
patogenicidade se daria a partir da criacdio de sitios de splicing alternativos que levariam a
um processamento erréneo do RNAm (RICHARD et al., 1995).

No entanto um achado do grupo de BRUNELLI et al. (1996) ficou sem uma
explicacdo clara: as mies dos pacientes que portavam a substituicio 796C—A também

possuiam a mesma alteracio mas sem qualquer malformago cortical associada. Nosso
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achado da mesma substituicio em 4 individuos de um grupe controle composto de 50
individuos (8% do total) esclarece esta contradicfio, demonstrando que a substituicdo

796C—A ¢ provavelmente um polimorfismo neutro.

A razio da auséncia do polimorfismo nos controles do grupo de BRUNELLI et
al., (1996) pode ser explicado pela composigéo genética da populacdo italiana, muito mais
homogénea que a da populagdo brasileira que possui um alto grau de miscigenacio e,

portanto, uma composicio genética mais heterogénea.

Resta ainda determinar se a alteragfio por SSCP do paciente esq-08 se deve a
um polimorfismo neutro ou a uma mutagio deletéria do tipo sem sentido ou de mudanca de
matriz de leitura ja que ele possui um quadro severo de esquizencefalia bilateral de labios
abertos. Baseado na nossa experiéncia acreditamos na possibilidade de outro polimorfismo,
Ja que este paciente possui eventos pré-natais significantes que podem ser responsaveis pela
malformacio cortical (dados nfo mostrados). Também fica em aberto a causa de epilepsia
na familia da paciente esq-06, ja que esta nio se deve a alteragfio polimérfica do gene
EMX2.

Portanto, permanece ainda controversa a participagio deste gene na etiologia da
esquizencefalia ji que a literatura especializada é muito escassa em relagdio a estudos
gencticos feitos em individuos portando este tipo de malformagdo. DOBYNS (dados ndio
publicados) relatou que de um grupo composto por 15 pacientes portadores de
esquizencefalia e analisados geneticamente para o gene EMX2, nenhum mostrou-se
portador de mutagio no mesmo, fato que concorda com o nosso estudo. Além do mais
como ja citado anteriormente, varias das alteragbes descritas sfo sinonimias que ndo sdo

freqlientemente citadas como deletérias.

Noés acreditamos que serfio necessarios estudos multicéntricos, incluindo um
grande mimero de pacientes, para que se obtenha um consenso quanto ao verdadeiro valor
da etiologia genética nas esquizencefalias. E de nossa opinifio que a origem da maioria dos
casos ocorre devido a um insulto ambiental, como sangramentos durante o periodo de

gestagdo, ou a mutagles em outros genes responsiveis pelo desenvolvimento do

prosencéfalo.
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Concluimos que:
a-) HNP e gene FILNI

eConfirmamos que pacientes com padrdes atipicos de HNP ndo possuem
mutacdo nos primeiros 6 exons codificantes do gene FLNI. Além disso

confirmamos a alta incidéncia de mutagdes no gene FLNI em casos familiares
de HNP.

b-) Espectro das LIS/HSB ¢ genes LISI e DCX

*Confirmamos dados prévios da literatura de que mutagdes de ponto no gene
LISI sdo raras em pacientes com LIS/HSB, pois encontramos apenas uma
mutagdo de sentido trocado no gene LIS/ num total de 15 pacientes
genotipados.

eDemonstramos pela primeira vez que mutagdes de sentido trocado em LIST e
sua localizagfio em dominios WD terminais nem sempre estdo associados com

graus de LIS menos severos.

eConfirmamos a presenca do polimorfismo descrito por KOCH et al. (1996), a
substituicio C—T encontrada no exon 11 do gene LIS/ em uma freqiiéncia
diferente da relatada.

eldentificamos uma provével variante nova rara, ou idiomorfismo, no gene

DCX. Ja que a substituigdo IVSV + 19G—A do gene DCX foi encontrada em
uma paciente com agiria/paquigiria e em seu pai assintomdtico. Tal variante

ndo foi encontrada em nenhum dos 50 controles normais genotipados.

sDiferente dos relatos prévios na_literatura, ndo encontramos nenhuma
mutagdes no gene DCX em pacientes com HSB tipico. Tal achado pode ser
explicado pelo pequeno mimero de pacientes com este padrio de malformacio

ou pela presenca de mosaicismo somatico.

eDe acordo com dados apresentados previamente na literatura, nés

confirmamos que pacientes com padrdes atipicos de HSB, como bandas
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posteriores e a associagdo paquigiria-HSB, ndio possuem mutacdo no gene
DCX.

¢-) Esquizencefalias e EMX2

Diferente do relatado na literatura, demonstramos que a substituicio 796C—A
localizada no terceirc codon do dominio homeobox do gene EMX2, e
anteriormente descrita como uma mutagio sinonimia é na realidade uma

alteragio neutra, j& que foi encontrada também em 8% de nossos controles

normais.

eEm oposicdo ao relatado anteriormente por BRUNELLI et al. (1996) e

confirmado pelo mesmo grupo de pesquisadores em FAIELLA et al. (1997),
nenhum dos nossos pacientes com esquizencefalia apresentou mutagoes,
potencialmente deletérias, no gene EMX?. Questionamos, portanto o papel
deste gene na determinagfo desse tipo de DDC.
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BT TRATE DE OTENDT A8 RIFIN AL
P cowﬁnamca.mmsoms.a
’ 25 Caixa Postal 6111

‘ 13083-970 Camgpinas-5.P.
(.»\’ ®O__ 197888936
fax 0 19 7888925
UNICAMP B cepifhesd fomanmicamp.by
CEP, 13/02/0t
{Grupo D)
) PARECER PROJETO: N° 383/2000
L IDENTIFICACAQ:

PROJETO: “ESTUDO DAS MUTACOES EM GENES RESPONSAVEIS POR
DIFERENTES FORMAS DE DESORDEM DO DESENVOLVIMENTO CORTICAL®
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Fabio Rossi Torres

INSTITUICAQ: Departamento de Genética Médica/FCM/UNICAMP
APRESENTACAO AO CEP: 16/01/2001 T

I - OBJETIVOS

Os objetivos do estudo sSo delimitar se as DCC- Desordens de Desenvolvimento
Cortical na amostra de pacientes estio relacionadas com as mutagdes descritas em literatura
e estabelecer a correlagio genétipo-fendtipo entre os diversos tipos de muragio e os
sintomas clinicos do paciente.

Il - SUMARIO

A identificagio dos pacientes com quadro clfnico sugestivo de DDC ser feita
através de critérios diagnésticos ja descritos na literatura . Esta etapa serd realizada atavés
da colaboragfio dos docentes responséveis pelos ambulatérios de Epilepsia Infantil, Epilepsia
¢ Neurogenética. A caracterizacio detalhada dos aspectos de neuroimagem se realizara no
Laboratéric de Neuro-imagem do Departamento de Neurologia da FCM/UNICAMP. Os
individuos selecionados serio convidados a participar do projeto e serd solicitada a
assinatura de um formulirio de consentimento pds-informagio.

Para assegura que toda a manipulagio da informagfio clinica e molecular seja
confidencial, questiondrios clinicos e amostras de sangue e de DNA serfio identificados por
um c6digo comum designado no momento em que o individuo entrar no estudo.
Informagdes geradas durante o nosso projeto e que possam ter implicagdes na confirmacio
diagnéstica de individuos sintométicos, serfio comunicados aos profissionais responsiveis
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pelo acompanhamento dos pacientes. Dados para serem usados em diagnéstico preditivo de
individuos assintomaticos, com risco de desenvolver a doenga, nio serio gerados por este
Projeto.

IV . COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto estd bem estruturado. O risco a que o paciente é submetido € minimo. O
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido € claro e adequado. Acreditamos que o
projeto nio tenha problemas éticos, estando de acordo com a Resolugio 196/96 CNS-MS.

*

V - PARECER DO CEP

O Comité de Erica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
apls acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente
caso e atendendo todos os dispositivos das ResolugcSes 196/96 e 251597, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Ljvre e Esclarecido, assim como todos os anexos
incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigoes o Protocolo de Pesquisa supracitado

- e
r

V1 - DATA DA REUNIAO

Homologado na II Reunifio Ordindria do CEP/FCM, em 13 de fevereiro de 2001.

VICE-PRESIDENTE do MITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
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MINISTERIO DA SAUDE
Copartay Nacionut ge Saide
Comisshe Nacions! d¢ Etica em Posquisa - CONEP

PARECER N* $16/2001

Reg%str 0 CONEP = 2178 { Eate »* devers swr citado nas comeapondéncias raturenles a sate projeto )

Protocolo CEP = 383/2000 Processo n* 25000.023733/2001-32

Projeto de Pesquise: ‘Estudo das mutages em ganes responsdvers por difgrentes formas
d¢ desordem o desenvolviments cortical’.

Pesquisador Responsivel: Dr Fabic Rossi Torres
Instituiclo: Universidade Estadugl de Campinas / UNCAMP
Area Temitica Expecial: Gendtica Humana.

Ao se proceder 3 andlise do protocolo em questdo. cabem as seguinies
consireragtes

a) as informagdes snviadas alendem aos aspestos fundamentais da Res
CNS 19896, sobre Diretrizas e Normas Reguiamentadoras de Pesquisas Envolvendo
Seres Humanos,

b} o projeto for aprovado pelo Comita de Euca em Pesquisa - CEP oa
ingtituicdo supracitada ‘

Diante do exposto, a Comisslo Nacional de Etica em Pesquisa -
CONEP, de acordo com as stribuicBes definides na Res. CNS 188/96, manifests — se |
pela aprovaclio do projeto de pesquisa proposto, com as seguintes recomendacbes
a ssrem acompanhadas pelo CEP :

1- O Termo de Consentimento Livre e Esclaracido ~ TCLE deve ser escnto
am ums linguagem mas atessivel 80 sujeito da pesquisa | 0s termos tacaicos devem ser
substituides & a estrutura das frases simphficadas

2. O CEP daeve acompanhar o processce de recrtamantd uma véez que
trata-se de sueios vuineravars - criancas e/ou suietos com deficéncia mantsl

Situagho : Projeto aprovado com recomandagoes
Brasiia. 74 deé maios de 200

o . A
WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP-MS
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ANEXOS 2 E 3

Termo de consentimento para coleta do sangue e realizacdo da pesquisa de

mutacdes e formuldrios de entrada e clinico para avaliacdo dos pacientes
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pégina 1 de 3

Titulo do projeto: Estudos de mutacbes em genes responsaveis por diferentes formas de desordens do

desenvolvimento cortical
Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado(a) a participar de um proieto de pesquisa envolvendo pacientes e
famflias com suspeita clinica de malformacGes cerebrais. O objetivo geral do estudo é comprovar a presenga

de defeitos no DNA que pedem ser os responsaveis por estas malformagdes em nossa amostra de pacientes.

Esses estudos poderfio levantar dados que possibilitarfio um conhecimento mais aprofundado sobre as estas
malformacdes de um modo geral. Tanto as amostras de DNA, de Iinhas celulares e a informaciio médica que
foremn obtidas para este estudo, poderfio ser compartilhadas com outros pesquisadores, podendo assim ser
utilizadas eventualmente para outros fins de pesquisa destas desordens. O sigilo sera mantido em todos os
estudos colaborativos através da utilizacio de um cédigo para a identificacdo dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Entendo que se eu concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes farfo
perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiais. Eu serei submetido 2 um exame fisico e
neurolégico para confirmar meu estado clinico. Além disso, poderei ser submetido a exames subsididrios
laboratoriais, e/ou de imagem (como tomografia computadorizada ou a uma ressondncia magneética de cranio).
Uma amostra de sangue ser4 colhida (20 a 30 ml, o equivalente a duas cotheres de sopa). Hospitalizacio ndo
ser4 necessiria. Os precedimentos mencionados acima, serfio realizados dentro do primeiro ano apés o
consentimento em participar no estudo e, com excegiio da coleta de amostra de sangue, fazem parte dos
cuidados médicos de rotina para um paciente com digenesia cortical. Porém, a pesquisa Iaboratorial utilizando
as amostras de sangue poderd ser feita durante um periodo maximo de 30 anos apds a coleta. As células que
por ventura forem isoladas do sangue do propdsito serfio preservadas para utilizag@o durante todo o estudo e
depois que ele se completar serfio destruidas.

RISCO E DESCONFORTO

Uma coleta de 20 a 30 ml de sangue serd efetuada. Os riscos associados a esse procedimento sdo
minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta de sangue. O desconforto sera
minimo pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do brago que serd realizado por profissional
treinado e devidamente habilitado para realizar esse procedimento.

Anexos2e3
i35



FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pagina 2 de 3

Titulo do projeto: Estudos de mutagdes em genes responsaveis por diferentes formas de desordens do

desenvolvimento cortical

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes
VANTAGENS:

Entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a participagio neste estudo e que o
diagnostico ¢ o tratamento provavelmente ndo serdo modificados. Os resultados dos testes moleculares que
por ventura forem obtidos, estardio disponiveis através do acompanhamento no ambulatério de origem.

SIGILO

Entendo que toda 2 informacgiio médica, assim como o resultados dos testes genéticos decorrentes
desse projeto de pesquisa, fardo parte do prontuario médico do propésito e serfio submetidos aos regutamentos
do HC-UNICAMP referentes ao sigilo da informag3io médica.

Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para fins de publicagiio cientifica,
nenhum nome sera utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAQ ADICIONAL

Entendo que posso requisitar informagtes adicionais relativas ao estudo a qualquer momento. A DRa
Iscia Lopes Cendes, tel (019) 3788-8907 estard disponivel para responder minhas questdes e preocupagdes.
Em caso de recurso, dividas ou reclamacdes contactar a secretaria da comissio de ética da Faculdade de
Ciénctas Médicas-UNICAMP, tel. {019) 3788-7232.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO

Entendo que a participagdo € voluntaria e que eu posso me recusar a participar ou retirar meu
consentimento e interromper a minha participagiio no estudo a qualquer momento (incluindo a retirada da
amostra de sangue) sem comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no futuro no
HC- UNICAMP. Eu reconhego também que a Dra. Iscia Lopes Cendes pode interromper a minha participagdo
nesse estudo a qualquer momento que julgar apropriado.
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pigina 3 de 3

Titulo do projeto: Estudos de mutagSes em genes responsaveis por diferentes formas de desordens do

desenvolvimento cortical

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

Eu confirmo que o (3) Dr. (3)

me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos que serfio realizados, os riscos, desconforto e possiveis

vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado, assim como compreendi esse

formuldario de consentimento e estou de pleno acordo em participar desse estudo.

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsével data
Nome da testemunha
Assinatura da testemunha data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a

o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos e vantagens que poderdo advir do
estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cpia desse formulario de

consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data
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e Universidade Estadual de Campinas
UNICAMD Departamento de Genética Médica

ENCAMINHAMENTO DE AMOSTRAS DE SANGUE PARA O LABORATORIO DE
GENETICA MOLECULAR

Seguir as instrugdes para coleta de amostras de sangue para extracgiio direta de DNA e contactar
o laboratério de genética molecular para obter autoriza¢io para a coleta (ramal: 6-88902).

Data da coleta: Nome do paciente: Idade:
Filho de consanguineos: ( )sim { )ndo

Origem émica dos avos: Maternos: - Paternos: -

HC:

Registro no Dep. de Genética Médica (DGM):
Ambulatorio:
Docente Responsavel:
Diagnéstico Clinico:
Resumo da | histéria clinica e exame fisico (incluir idade de inicio dos
sintomas}:

Heredograma: Sexo feminino ()  Sexo masculino
Clinicamente afetadoff) Possivelmente afetado () [ |
Individuo cuja amostra fo1 colhida —»

Facuidade de Ciéncias Médicas - Cidade Universitara *Zeferino Vaz" - Distrito de Barfo Geraldo -
Carpinas - SP - Brasi - CEP 13081-970 - C. P. 8111 - Fone {019) 788-8507 - FAX: {D19) 788-8509
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Universidade Estadual de Campinas
Departamento de Genética Médica

FORMULARIO PARA AVALIACAO CLINICA DE PACIENTES COM DDC

Centroclinico: HC:

Nome: Data da consulta:

Data de nascimento: Nimereo no heredograma:

Origem étnica dos quatre avés: Maternos: / Paternos: /
Status clinico: (afetado, possivelmente afetado, nfo afetado)

Classificacio da sindrome epiléptica*:
Interrogatério complementar (se “positivo”, informe a idade na qual ocorreu)
I. Crises febris:

2. Trauma de cranio:

3. OQutras condiges neuroldgicas:
4. Outras condigdes médicas:
Medicacfio :

1. Drogas anticonvulsivantes: (informe dose didria e por quanto tempo o paciente vem tomando)

2. OQutras:

Caracteristicas clinicas da epilepsia:
1. Idade do inicio das crises (afebris):

2. Tipos de crise: Nio Sim
2.1.Parcial simples:
2.2 Parcial complexa:
2.3.Secundariamente generalizada:
2.4,Outras:
Exame neurologico: Normal: Anormal: Especificar a
anormalidade:
EEG inter-ictal:
1. Normal:
2.Anormalidade epileptiforme localizada:
2.1 Frontal : Bilateral ( ) Direita () Esquerda ( )
2.2 Temporal:  Bilateral ( ) Direita { ) Esquerda { )
2.3 Parietal: Bilateral { ) Direita { ) Esquerda ()
2.4 Occipital:  Bilateral { ) Direita { ) Esquerda ()
3. Anormalidade epileptiforme generalizada:
4. AlteragBes do ritmo de base: Difusas: Focais:
EEG Ictal (se disponivel):
1.Generalizado:
2.Focal: Localizagdo:
CT ( You RM ( ): Normal: Anormal: Especificar a anormalidade:

De acordo com: Commission on Classification and Terminclogy of the International League against
Epilepsy (1989) Proposal for revised classification of epilepsy and epileptic syndromes. Epilepsia 30,
389-399.

Facuidade de Ciéncias Médicas - Ciklade Universitdria “Zeferino Vaz® - Distrito de Bardo Geraldo -
Campinas - SP - Brasil - CEP 13081-970 - C. P. 6111 - Fone (019) 788-8907 - FAX: (019) 785-8509
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ANEXO 4

Protocolo de Ressonincia Magnética
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Investigacio por ressonincia magnética

As imagens foram obtidas em um sistema de 2 T (Elcint Prestige®), com aquisi¢des
no plano coronal, sagital ¢ axial. Os pardmetros de imagem para as diferentes aquisicdes
foram:

1. Imagens sagitais T1 ponderadas “spin echo”, dngulo de excitagdo — “flip angle™- de
180°;, TR=430, TE=12, matriz de 200x350, FOV=25X25cm). Estas imagens s#o
utilizadas para orientar o plano de aquisigdo das demais imagens.

2. Imagens no plano coronal obliquo obtidas em um plano perpendicular ao longo eixo da
formagédo hipocampal, definido nas imagens sagitais.

a-) T2 ponderadas “fast spin echo™ (espessura de 3 a 4mm, dngulo de excitagdo de
120°; TR=4800, TE=129, matriz de 252X320, FOV=18X18cm).

b-) T1 ponderadas “inversion recovery”(espessura de 3mm, adngulo de excitagdo de
200°; TR=2800, TE=14, TI=840, matriz de 130X256, FOV=16X18cm).

3. Imagens no plano axial: “duplo spin echo™ (T2 ponderadas e densidade de prétons): T2
ponderadas (espessura de 6mm, dngulo de excitagdo de 120°, TR=6800, TE=129,
matriz de 252X328, FOV=21X23cm).

4. Aquisicdo volumétrica (3D) T1 gradiente echo (GRE), para reconstrugdo multiplanar,
com espessura de 1 mm (flip angle=35°, TR=22, TE=9, matriz=256 x 256, FOV=23 x

25 cm).
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Artigo de Revisdo e Testes Comentados

Journal of |
Epilepsy and _
Clinical :
Neurophysiology l

] Epilepsy Clin Neurophysiol 2002; 3(3): 163-170

Aspectos Genéticos das Malformagdes do Desenvolvimento Cortical

Fabio Rossi Torres*, Iscia Lopes Cendes™**

Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade Estadual de Campinas ~ UNICAMP

RESUMO

Os mecanismos que levam a formagao do cortex cerebral 1ém se mostrado muito complexos, requetendo
uma maquinaria molecular ¢ bioquimica exrremamente eficientes para a sua realizacdo, desta forma nio €
surpresa que qualquer defeito em alguma das fases de sua embriogénese resulte em diferentes tipos de pato-
fogias. Estes distirbios estdo rodos reunidos sob a designagio de malformagdes do desenvolvimento cortical
(MDC). As MDC estdo enzre as principais causas conhecidas de deficiéncia mental e epilepsia e podem ter
uma etiologia genética predominante. Extensos estudos em gendtica molecular conseguiram isolar os genes
envolvidos em algumas desordens como 2 esclerose tuberosa, a lissencefalia, a sindrome do duplo cértex, a
heterotopia nodular periventricular ¢ a esquizencefalia. Nesta revisdo pretendemos discurir sucintamente as
fases de desenvolvimento do cériex, suas respectivas desordens ¢ levantar alguns fatos controversos na lite-
TALUT3.

Unitermos: formacio do corex cerghral, MDC, genética moleculac

ABSTRACT

Aspects genetics of the cortical development malfermations

“T'he mechanisms involved in cortical development ate very complex and require a highly efficient molecular
machinery to work properly. Therefore, 2 simple disturbance in the cortical embryogenesis may result in
differcnt pathologies. These disorders are known as cortical development malformations (CDM) and are
one of the most important causes of epilepsy and developmental delay. Some of these disorders have a very
strong genetic background. Extensive studies in molecular genetics resulted in gene discovery for a number
of CDM, such as tuberous sclerosis, lisencephaly, double cortex, periventricular nodular heterotopy and

schizencephaly. In this review we aimed 1o discuss the different phases of cortical development and the
nssociated disorders.

Key words: cortical development, CDM, moiecular genetics.

INTRODUCAO

As malformacdes do desenvolvimento cortical (MDC)
cada vez mais ©8m sido reconhecidas como uma impor-
tante causa de arraso do desenvolvimento neuropsi-
comotor, epilepsia e outras desordens neuroldgicas.

Semah e colahoradores® comprovaram recentemen-
te através de deralhados estudos clecrograficos, clinicos e
Je ressonancia magnética (RM) que as MDC, em suas di-
versas formas, totalizam cerca de 8% dos pacientes com

epilepsia que procuram (rAIAMENto CM Centros especia-
lizados. © mesmo estudo também chegou a surpreendente
conclusio de que as MDC correspondem 2 segunda
eticlogia mais freqiente de epilepsia refrardria, atrds ape-
nas da epilepsia de lobo temporal associadas a esclerose
hipocampal.

Até o advento das técnicas de imagemn por ressonén-
cia magnética (RM) estas desordens pertenciam exclusi-
vamente a drea da patologia, no entanto, apds a incorpo-

* Pas-graduando em Gendtica Médica, Faculdade de Cidncins Médicas, LINICAMP Campinas, SE E-mails frossitéyshoo.com.
*% Professora Dowtora. Deparramento Je Gendtica Médiea, Faculdade de Ciéneins Médicas, UNICAME Compinas, SP E-mail: icendes@runicomp.br.
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ragao da RM 2 rotina do atendimento neuroldgico, estas
malformages passaram a ser detectadas em vida, tornan-
do essencial a compreensio das mesmas no ambiro clinico
e cientifico.

Houve também um maior interesse na drea de neu-
rogenética molecular gragas a unidio de dois campos do
conhecimento aparentemente nao relacionadas: estudos
de neurcimagem demonstrando a ocorréncia de virias for-
mas de malformacoes de desenvolvimento cortical em fa-
milias*® e a descoberta dos mecanismos que regulam a for-
magio do cériex cerebral.

Desta forma virios genes importantes para a génese
destas doengas foram descobertos e os mecanismos que
atuam no desenvolvimento do cértex cerebral humano
tornaram-se mais claros,

Nesta revisio pretendemos primeire discutir breve-
mente a embriclogia do cortex e suas fases de desenval-
vimento, para em seguida analisarmos as malformagdes
com base genética relacionadas a cada erapa da embriogé-
nese.

O DESENVOLVIMENTO DO CORTEX
CEREBRAL

A formagho do cortex cerebral pode ser dividida em
trés grandes estdgios de desenvolvimento: profiferacdo, mi-
gragdo e organizagdo. Os precursores neuronais proliferam
na zona ventricular ¢ em scguida os neurdnios pés-mi-
toticos migram para formar as estruturas que virio a se tor-
nar o futuro cértex cerebral maduro. Esses estagios do de-
senvolvimento ocorrem da 52 a 24® semana gestacional. E
importante salientar que tal seqiiéncia de eventos & obe-
decida para grupos celulares distintos em momentos dife-
rentes e do ponto de vista pritico todas essas fases podem
SeT vistas a0 mesmo empo em regides diferentes do siste-
ma nervoso embriondrio.

As primeiras células que migram formarao uma eseru-
tura acima da zona ventricular denominada de pré-placa.
As demais ondas migratéria de neurdnios irfio entio for-
mar a placa cortical que ird dividir a pré-placa em uma
camada mais externa denominada de zona marginal (fu-
tura camada 1 do cériex madure) e uma camada interna
chamada de subplaca. Ao chegarem a placa cortical, os
neurdnics organizam-se em camadas que irdo se desenvol-
ver no cértex adulro. Este processo mostrou-se surpreen-
dentemente complexo, havendo um padido inside-our de
deposigio dos neurdnios™. Em outras palavras, os nou-
ronios recém chegados 2 placs cortical vitrapassam os neu-
ronios mais antigos, acumulando-se progressivamente em
camadas mais superficiaisH7,

A migragdo dos neurdnios ocorre em sua maioria a0
longo das células radiais gliais, no entanto, interneurdnios
gabaminérgicos seguem um padriio de migracao tangencial,

isto ¢ paralelo a supetficie pial ou lateralmente dentro dos
ventriculos®222 505340

Uma vez que os neurdnios imaturos chegam a sua lo-
calizagao definitiva estes estabelecem uma série especifica
de conexdes pela extensao de seus axdnios e dentritos, es-
tes fendmenos sdo caracteristicos da fase de organizacdo
cortical.

A interrupgio dos mecanismos genéticos gue orien-
tam o desenvolvimento do cértex cerebral em qualquer
um destes estdgios ird levar potencialmente a malforma-
¢oes do desenvolvimento cortical especificas.

MALFORMACOES DO DESENVOLVIMENTO
CORTICAL COM BASE GENETICA

Fase de Proliferagio

Os mecanismos pelo qual estas malformagdes ocorrem
séo complexos e pouco entendidos, portanto a base gens-
tica da matoria das desordens pertencentes a esta fase ain-
da nio estio bem elucidadas.

Uma excegdo a regra € a esclerose tuberose, uma doen-
¢a multisistémica envolvendo principalmente o sistema
nervoso central, a pele ¢ os rins®”. As principais caracte-
risticas desta doenga no cérebro s3o a presenca de nédu-
los subependimais, c€lulas tumorais gigantes e tubérculos
corricais, sendo estes os mais ligados 2 epileptogénese.
Quando familiar, a esclerosa tuberose ¢ herdada como uma
doenga autossdmica dominante e de expressio variada. A
recorréncia na prole de pais ndo afetados tem sido apenas
raramente descrita e parece ser devido a baixa expressi-
vidade ou a mosaicismo gonadal®®. No entantoe, a maio-
tia dos casos (50 2 70% do total) é esporidica decorrendo
de murtagGes “de novo”. Tais pacientes podem, no entanto,
transmitir a mutagio para a prole num padrio de heranca
autossémico dominante (veja comentério abaixo). Um dos
genes responsaveis por esta malformacio foi clonado por
van Slegtenhorst e colahoradores®) em 1997. O gene
TSC1 localiza-se no cromossomo 9934 e codifica uma pro-
teing de 1.164 aminodcidos denominada hamartina, cuja
seqii®ncia ndo possui homologia com nenhuma proteina
conhecida. O outro gene, denominado TSC2, localiza-se
ne cromossomo 16 e codifica uma proteina de [.784 ami-
nodcidos denominada tuberina. Esta protefna parece es-
tar associada a membrana celular e intracelular possuindo
um provivel papel na proliferagio e diferenciacao celu-
larts.

As proteinas harmartina ¢ tuberina podem se asso-
ciar®3 fato que indica uma participagiio de ambas nas mes-
mas etapas de desenvolvimento, o que pode explicar a si-
milaridade do fendtipe visto em pacientes com mutagus
nestes dois genes.

Os genes TSC1 e TSC? juntos correspondem a apro-
ximadamente 70% dos casos de tuberose esclerosa devido
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a mutagdes genéticas, o restante tem sido arribuido a ou-
tros genes ainda ndo descobertos®®.

A diferenciacio entre casos esporddicos e familiares
de esclerose tuberosa é muito importante pois por esta se
tratar de uma doenga autossémica dominante a chance
de recorréncia na prole é de 50%. Comeo existem alguns
casos de baixa expressividade, a pesquisa molecular nos
pais do individuo afetado tentando identificar mutagdes
dos genes TSCI e TSC2, tomou-se fundamental para o
aconsethamento genérico.

Fase de Migracao

A fase de migragiic neuronal ¢ definitivamente a eta-
pa de desenvolvimento do cértex da qual se tem até o
momento um maior conhecimento hioguimico e gendd-
co. Por tal motivo, nao € surpresaque ja se tentham desco-
berto varias desordens gue se originam de mutacdes em
genes responsdveis pela sintese de proteinas envolvidas nas
suas diversas etapas, desde a saida dos precursores neu-
ronais da zona ventricular awd a parada do processo de
migragio quando estes mesmos precursores chegam as suas
posicoes definitivas,

Dentre as malformacgées corticais com base genérica
na fase de migracio destacam-se as heterotopias nodulares
periventriculares (FINP) e o espectro das lissencefaliasthete-
rotopias subcorticais em banda {(HSB}. A HNP ¢ uma desor-
dem na qual uma frag3o dos neurdnios pds-mitdticos pa-
rece set incapaz de deixar a zona ventricular®® resultando
no adulto, em nodulos de neurdnios diferenciados proxi-
mo a zona ventricular, enquanto outros neurdnios migram
normalmente formando o ¢értex maduro®'®, Quando a
HNP ocorre em familias, o padrao de heranga € similar ao
de um gene dominante ligado ao cromossomo X, que afc-
ta principalmente mulheres, j3 que os homens parecem
nAo sobreviver a gestacdo® . A principal manifestagio
neuroldgica da HINP € a epilepsia’’™, que provavelmente ¢
conseqiiéncia da localizagio heterotdpica dos nddulos
neuronais™, geralmente ndo havendo nenhuma deficién-
cia grave nas fungdes cognitivas™®. Os homens afetados
normalmente niio sohrevivem ao termo, e quando o fazem
morrem precocemente devido a problemas de coagulagao
sangiifnea®™. O gene responsivel pela HNP foi clonado
na regiio Xq28“" e seu produto foi identificado como a
filamina 1 (An1)¥?, uma proteina que realiza ligacdo cru-
zada com a actina, sugerindo que o papel da flal na mi-
gracio neurcnal pode ser mediado através da modulagio
Jo citoesgueleto de actina. O fendtipo de HNP parece ser,
mais freqiientemente relacionado a mutagdes nulas na re-
gido codificante 5’ do genc, levando a uma perda de fun-
¢ao da proteina®.

A HSB vu cérrex duplo € o extremo menos grave do
espectro das lisencefalias ¢ caracteriza-se por uma banda
anormal de neurdnios na substincia branca em um corex
aparcntemente normalt®, A gravidade das manifestagtes

clinicas, epilepsia e retardo mental, variam com a magni-
tude da banda heterotépica de neurdniost™.

Os pacientes com lissencefalia tipo [ demonstram um
fenétipo mais grave, sendo caracterizados pela auséncia
{agiria) ou diminuicéo (paquigiria) das circunvolugdes de
superficie do cértext". A lissencefalia tipo | estd associada
com profundo retardo mental e crises epilépticas intratd-
veis, estando também presente na sindrome de Miller-Dieker
que além desta malformagio cortical vems acompanhada
de uma série de dismorfismos faciais!™>1,

Tanto a lissencefalia tipo 1 como s HSB tém sido ob-
servadas dentro das mesmas genealogias ou esporadica-
mente. Em vérias familias, mulheres com cértex duplo tem
filhos com lissencefalia, deficiéncia mental profunda ¢
epilepsia, engquanto as filhas desenvolvem cértex duplo e
deficiéncia mental leve, sugerindo o envolvimento de
um dnico gene ligado ac X2, Este locus foi mapeado
na regido Xq21-q24"9 e o gene clonado denominado
doublecorting (DCX), cujo produto de expressio parece ser
uma proteina que se associa a micronibulos123,

A lissencefalia tipo I também pode ser causada por
mutaches e delecoes em um gene localizado no cromos-
somo 17p13.367%40: o 1151, Grandes delecdes em LISI,
detectadas citogeneticamente, sio as mutaghes mais
freqientemente encontradas em pacientes com lissen-
cefalia. O LIS! codifica a subunidade « da isoforma ce-
rebral de uma acetil-hidrolase ativadora de plaquetas
(PAFAH) 13048 O papel do fator ativador de plaquetas
na migragio neuronal ainda nio foi estabelecido, mas ele
parece estar envolvido em fendmenos de diferenciagio
celular neuronal ¢ cascaras de indugiio criticas para o de-
senvolvimento cortical®*-%,

Um ponto interessante envolvendo os dois genes ci-
rados foi a observacdo de que as regides do cérebro mais
aferadas diferem entre os pacientes com mutacdes em
DCX e LISI®, As mutacoes em DCX resultam em lissen-
cefalia com anormalidades mais localizadas na regido
frontal, consistente com o padric de expressao de DCX
no cortex frontal*®, Por ourro lado, mutacdes em LIS
afetam miais as regiGes occipital e parietal. Por outro lado,
as similaridades no fendtipo de lissencefalia, perda de
foliagdo e espessamento do cértex compartilhadas por es-
tes dois diferentes tipos de mutagio, sugerem que DCX e
LIS1 estio potencialmente envolvidos nos mesmos meca-
nismos que controlam a migragio neuronal, participando
em vias de transdugo de sinal relacionadas, porém distin-
tas™.

Recentemente, foi descoberto um novo gene na re-
gigo 7q22 que quando mutado em humanos também leva
2 lisencefalia®®. Este gene € o homélogo humano do gene
reelin (RELN3, cuja identificagdo se deu em uma linha-
gem de ratos (reeler) que apresentam um quadro de
lisencefaliz semethante ao encontrado em humanos por-
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tadores da mutacSes™2Y. O gene RELN codifica uma
grande proteina de 388Kd que & secreradat™ e atua na
migragdo dos neurdnios corticais. As caracteristicas deste
tipo de lissencefalia diferem da lissencefalia do tipo 1,
mostrando um padrio de heranga autossémico recessivo ¢
anormalidades severas ne hipocampo, medula espinhal e
hipoplasia cerebelar.

Também & importante comentarmos, mesmc que su-
cintamente, 0s avangos genéticos referentes as lissencefalias
tipo l. Ao contririo do primeiro tipo, na qual ocorre um
atraso da migragio neuronal, as lissencefalias tipo Il se
caracterizam pela migragao dos neurdnios além das lepto-
meninges. Esta anormalidade de desenvolvimento cortical
esté associada a distrofia muscular congénita de Fukuyama
{DMCF), a Sindrome de Walker-Warburg (SWW) ¢ a
muscle-eve-brain disease (MEB). A DMCF € uma doen-
ca autossdmica recessiva caracterizada por mutagdes
no gene FCMD que codifica uma proteina de matriz
extracelular denominada fukutina®®, A SWW ¢ yma
doeng¢a com o padrio autossémico recessivo ¢ a MEB teve
seu locus mapeado na regidio 1p32-p3201%, Porém, em am-
bos os casos os genes ainda nio foram identificados.

Fase de Organizagio

As esquizencefalias, ocorrem por distdrbios nos proces-
sos de organizacio cortical e na maioria das vezes estio
associadas a insultos ambienrais. Porém, mais recentemen-
te, também tém sido, ocasionalmente, associada a altera-
¢oes génicas. Esta patologia tem sido descrita como uma
desordem congénita exremamente rara caracterizada por
espessas fendas localizadas dentro dos hemisférios cere-
brais®™, Estas fendas sGo cercadas por substancia cinzen-
ta & na maioria das vezes envolvem as regiGes perisil-
vianas®®. Areas extensas dos hemisférios cerebrais po-
dem estar ausentes e substituidas pelo liquido cerebro-
espinhal. Os pacientes com esquizencefalia sio clinicamen-
te caracterizados por deficits morores & mentais que sio
proporcionalmente mais graves conforme a exrensio das
malformacdes cerebrais, além de serem freqiientemente
aferados por epilepsiatti¥,

Foram caracterizados dois tipos de esquizencefalia, de-
pendendo da magnitude da drea envolvida e do tamanhe
das fendas®®. A esquizencefalia do tipo | (labios fechados)
€ a menos grave e os pacientes sio freqfientermente normais,
no entanto eles podem apresentar crises epiléticas e ter al-
gum grau se espasticidade. Os pacientes com esquizencefalia
do tipo I (labios abertos) apresentam a maioria das anorma-
lidades descritas no pardgrafo anterior, sendo esta a forma que
apresenta uma base gendtica mais preponderante.

Em uma pesquisa procurando derectar mutacdes em
genes humanos homdlogos a EmxI, Emx3, Owxl ¢ Otx?

que s3o expressos no prosencéfalo em desenvolvimento de
ratos, Brunelli et al. encontraram que 3 de 8 pacientes com
esquizencefalia severa eram heterozigotos para diferentes
mutagdes no gene EMX2®. Mais tarde Faiella et al. anali-
saram geneticamente 18 individuos afetados detectando
pelo menos 13 portadores de muragées em EMX2 em con-
digao heterozigética®. Estes dois trabalhos solidificaram
2 hipétese de que a esquizencefalia pode ter causas predo-
minantemente genéticas.

Acredita-se que, em mamiferos, o gene EMX2 pode
ter um papel como inibidor da proliferacio celular ou como
um regulador positive da diferenciacio neuronal™®, Ne
entanto permanece ainda controversa a participago des-
te gene na ctiologia da esquizencefalia, pois a literatura
especializada é muito escassa em relagiio a estudos ge-
néticos feitos em individuos portando este tipo de
malformagao. Dobyns (dados nio publicados) relatou que
de um grupo composto por 15 pacientes portadores de
esquizencefalia e analisados geneticamenre para o gene
EMXZ, nenhum mostrou-se portador de mutagio no mes-
mo. Nos acreditamos que serfio necessdrios estudo
multicéntricos, incluindo um grande ntmero de pacien-
tes, para que se obtenha um consenso quanto ac verda-
deiro valor da etiologia genética nas esquizencefalias. E de
nossa opinifo que a origem da maioria dos casos ocorre
devido a um insulto ambiental, como sangramentos du-
rante o periodo de gestagdo, ou 3 mutacSes em outros
genes responsiveis pelo desenvolvimento do prosencé-
falo.

CONCLUSAQ

Apesar de ser um campo recente e em franca expan-
$80, o estudo das malformagdes corticais ainda possui mui-
tos pontos a serem explorados. Por exemplo, existem vi-
rios genes (VLDL, ApoER2, CDKS5, p35) que levam a
fendtipos semelhantes a da lissencefalia tipo ] em camun-
dongos e que precisam ter os seus homélogos humanos tes-
tados nos pacientes negativos para mutacdes nos genes
LiSI, DCX e RLN!. Recentemente, também tem se des-
coberto homens com HNP ¢ mutagoes no gene FLNI, se-
ria muito intrigante saber o motivo pelo qual grande parte
dos neurdnios destes homens afetados completaram a
migragio normalmente j3 que todos expressam o alelo
muzante; talvez possamos encontrar mais respostas quan-
do o camundongo knock-out para este gene estiver desen-
volvido. E por fim, temos ainda que tentar responder a
seguinte pergunta: a esquizencefalia realmente tem base
gendtica preponderante no gene EMX2? Estas perguntas
certamente serio alvo de muito trabathe e pesquisa tanto
na frea ¢linica como na de estudos moleculares do desen-
volvimento cortical.
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Teste seu Conhecimento

. Qual a chance de uma mulher com HNP e partadora de mu-

tag3o no gene FLN1 dar lur 2 uma crianga também afetada?

3.

{Quanto ac aconselhamento genético ¢ pesquisa de muta-
¢Oes, existe no caso do espectro das agirias/paquigirias

a) 1 uma prioridade de qual gene, LIST ou DCX, deve ser tes-
by 172 tado primeiro quando se leva em conta o gradiente ante-
¢} 1/4 ro-posterior da malformacao detectada por ressonéncia
d) 173 Tagnética.
2. As esguizencefalias foram per muito tempo consideradas a) certo
malformacdes de etiologia ambiental, no entanto para uma b} errado
minoria dos casos uma origem genética pede ser atribuida, 4. Que padrio e tipos celulares se esperariam de uma mal-
A qual ou quais destes genes a esquizencefalia foi atribui- formacio cortical causada por um insulto na fase de proli-
da? feragio neuronal?
z) EMX1 e OTXI] a) neurdnios displésicos e células em balio
b) EMX2 ¢ TSC2 b} neuriinios normais porém em posicio ectpica
c) OTX2 ¢} laminagio do cértex em 6 camadas
d} EMX2 d) rachaduras no cértex, preenchidas por LCR e envaltas
e} LIS1e OTX2 por dreas de polimicrogiria
RESPOSTAS COMENTADAS malformagies forem mais severas posteriormente o pene LIST deve
1. Resp.: d. ser pusquisado primeiro.
A chance serd de 13, pois se pensarmos gue o gendeipo da mie ser§ 4. Resp: a.
XH¥E, onde H € o alelo mutane ¢ b o alele nomal, ¢ o gendtipo de A presenga de tipos celulares anormais come eélula em baldo, que
pai X"Y, pels lei da segrogagio independente reremos para os filhos aprescntam em sua superficic marcadores presentes em células pou-
o3 provéveis gendtipos: XHXB, XHY, XWX, XY, O gendripo XHY ge- co diferenciadas, assim como a presenga de neurbnios displisicos
ralmente keva ao aborte do concepro, os gendtipos X5Xb, XAY resul. sdo caracreristicas de malformagtes pertencentes 3 fase de prolifera-
tardo om criangas fenotipicamente normais ¢ o XPXD em uma mu- gao. Acredita-se que algum insulto gendrico ou ambichtal no perio.
lher portadors de HNFE lowo a chance seré de 173, do em gque essas células estio se dividindo na zona venricular origi-
2. Resp:d ne eitas populaches colulares atipicas.
Uma possive! etiologia genética das esquizencefalias foi atribuida ao
gene EMX2. Qurros genes responsdveis pelo desenvolvimento do
telencdfalo como EMXE, OTX1 « OTX2 foram sestados mas apre-
sentaram resulinde negativo. Endercgo para correspondéncia:
Lniversidade Esraduat de Campinas
3. Resp:a Faculdmc Jdv Cigngias Midicas

A propris litetatura aconselha que se detectado vm gradiente mais
severa snteriormente o geae DCX deve ter prioridade, §5 se as
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ABSTRACT

We describe clinical neuroimaging and molecular findings in a group of 15 patients with
classical lissencephaly (LIS) and subcortical band heterotopia (SBH). A 1385A — C
mutation was found in the LIS] gene in one single patient with LIS more severe than
expected for individuals with missense mutations in LIS/. We believe that the site of the
mutation, present in a functionally critical region of the protein, could explain the unusual

severe phenotype found in this patient.
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Understanding of cortical development has progressed based on studies of human
malformations and mouse mutants with deficient neuronal migration, particularly the
malformation known as lissencephaly (LIS) which merges with the phenotype of
subcortical band heterotopia (SBH).!# Approximately 64% of patients with LIS have
deletions of the LIS gene on chromosome 17p13‘3 However, only five missense mutations
in LIS! were found in patients with classical LIS.’ Mutations in DCX were reported in over
40 patients with different phenotypes, but with MRI abnormalities predominantly in the
anterior areas.” In this paper we report the 6® missense mutation in a patient with classical
LIS. We believe that this finding will be an important contribution to the understanding of

cortical malformations and the role of the LIS1 protein in the cortex embryology.
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METHODS

The diagnosis of LIS or SBH was established according to imaging findings and the
severity of these disorders was graded using an established system described preavréously.5
Twelve patients had high-resolution MRI scans performed according to a previously
published protocol.’ Three patients had only CT scans performed.

We amplified the coding region, as well as intron-exon boundaries, of the LIS] and
DCX genes using the polymerase chain reaction (PCR). PCR was carried out using standard
protocols.” PCR products were analyzed by single strand conformation polymorphism
(SSCP). The nucleotide sequence of all fragments showing a band shift was determined
using the Big Dye Terminator Sequencing kit for megaBACE®1000. Alignment between
proteins was performed using the Match Box web server 1.3 from expasy molecular

biology tools (http://www.expasy .com).

RESULTS
Clinical and MRI findings

We have studied a total of 15 patients with the lissencephaly/subcortical band
heterotopia spectrum, eight were women and seven were men whose ages raged from one
to 45 years of age (mean age = 16.6 years). LIS was detected in two (2/8) women and in six
(6/7) men; while, SBH was observed in five (5/8) women and only in one (1/7) men
studied. Table 1 summarizes the main demographic, clinical and imaging characteristics, as

well as the molecular findings of the patients studied.
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Clinical and MRI findings of the patient with the new missense mutation in LIS1

Patient 11 is a three year-old boy born at term after an uncomplicated pregnancy,
offspring of young, health, non-consanguineous parents. Neurologic examination revealed a
severe neurodevelopment delay with global hypotonia and epilepsy. He had no major facial
dysmorphic features but a low hair implantation and a single transverse palmar crease were
observed. MRI of this patient showed agyria in the parietal and occipital lobes and
pachygyria in temporal and frontal lobes, which are characteristics of LIS grade 3a, figure

1. Cerebellum and brain stem were normal.

Molecular analysis

Seven patients and nine of 50 normal control subjects showed an altered band-shift
in the PCR fragment amplified from exon 11 of the LIS] gene. In addition, a single patient
showed a band-shift amplified from exon 8 of the LIS/ gene. SSCP analysis of the DCX
gene did not reveal any band-shifts in patients or normal controls. The automatic
sequencing of the abnormal PCR fragments corresponding to exons 11 and 8 of the LIS
gene identified a substitution 1805C~—T in the 3’untranslated region of the LIS cDNA
(NCBI, NM 000430} and a mutation, 1385A - C, (NCBL NM 000430), not present in 5¢
unrelated normal controls, figure 2. The 1385A — C mutation is predicted to cause a
histidine to proline substitution at amino acid 277, a residue localized in the 5® WD-40
domain of the LIS] protein.

A sequence alignment between human LIS] protein and its orthologues revealed
that the mutated histidine is a very conserved amino acid in different organisms but not

when this alignment is performed among different proteins with WD domains.
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DISCUSSION

To date, 41 intragenic LIS mutations have been found in 41 unrelated individuals.’
Of these mutational events only five were missense and, in general, affect amino acids
highly conserved among and within species.’

The neuroimaging characteristics of patients with missense mutations in LIS/ gene
are variable and generally milder, most often LIS grades 4 and 6.% The most severely
affected patient with a LIS7 missense mutation (mutation H149R, figure 3) has a LIS grade
3a, characterized by agyria in posterior and pachygyria in anterior regions. This
neuroimaging pattern is most frequently found in patients with frameshift and nonsense
mutations in LIS]. The H149R missense mutation interrupts a highly conserved invariant
amino acid in the second tryptophan/aspartic acid (WD) repeat motif.

The new missense mutation described in this study, 1385A — C, is localized in a
non-conserved region within species and corresponds to the 5® WD domain. The wild type
histidine is present only in 26 of 776 WD repeats available in the BMERC database.’ The
mutant amino acid proline is found in only 13 WD repeats available in the same database.
These findings together with previous reports * would point to a milder phenotype than that
found in our patient, since this mutation changes a variable amino acid residue inside the
sequence of the WD protein family. However, the amino acid histidine in position 277, in
spite of not being conserved within species, is a very conserved residue among different
species. In addition the differences in chemical and structural properties of the wild type

histidine as compared to the mutant proline could lead to conformational changes in the

LIS1 protein resulting in a possible impairment of its interaction with B-spectrin, a
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cytoskeletal protein or in a protein with less residual function, resulting in a more severe
phenotype.

Although the majority of our patients with LIS have a relatively milder phenotype
(table 1) with a postero-anterior gradient (P>A), suggesting intragenic mutations in LIS/,
we cannot completely exclude the presence of major rearrangements, especially deletions,
in the LIS gene. Additional studies using fluorescent in situ hybridization (FISH) will be
necessary to rule out these types of deletions.

The absence of DCX mutations in our cohort of patients is not completely
unexpected, since none of the pedigrees showed evidence of X-linked inheritance and
mutations in DCX can be found in small frequencies in sporadic patients with SBH. '* In
addition, our results confirm that patients with atypical SBH findings, such as SBH-
pachygyria and predominantly posterior SBH do not usually have mutations in DCX.
Furthermore, it is also possible that other genes are involved in LIS genesis in our patients.
There are some genes identified in mice, and not yet tested in humans that are good
candidates for LIS not linked to LISI and DCX genes.

Our study demonstrates that missense mutations in LIS] and their localization in
latter WD repeats are not always associated with a milder phenotype as reported
I:rreviously.8 We believe that these results are important in advancing our understanding of
cortical malformations and the role of the LIS1 protein in the cortex embryology. In
addition, it may help to define new boundaries among phenotypes related to LIS/

mutations.
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Table 1: Clinical, neurcimaging and molecular findings of 15 patients with LIS and SBH.

Patient I.D./age Imaging findings grade Prenatal event Family history Meolecular findings in
(year)/ sex (M/F) (MRT; {number of relatives) LIS and DCX gene
¥/ 04/F agyria/pachygyria not determined positive igG for
rbeola
2729/F diffase with posterior 6al spontaneous abortion
predominance and (1), epilepsy (1)
discontimuous SBH
3N2UF diffuse with posterior 4a fever and rash MR. {6 maternal
predominance cousins)
pachygyria
437TM diffuse with posterior 4a
predominance
pachygyria
5/15/F incorplete not determmed cytomegalovirus C—T 1BOSpb of LIS
lissencephaly* infection cDNA®*
6/08/M incomplete not determined fever C—>T 1805pb of LIS
Hssencephaly cDNAM
TR5F diffuse with anterior 6b1 epilepsy (1)
predominance,
contimious and thick
SBH
8/04/M diffuse with posterior 4a abortion attempt,
predominance bleeding
pachygyria*
9/29/F SBH 6b3 epilepsy (1) C—T 1805pb of LIS
cDNA**
H06M posterior agyria and 3a abortion attempt epilepsy (2) C->T 1805pb of LIS7
anterior pachygyria cDNAM*
11/03/M posterior agyria and 3a epilepsy (2) A~+C 1385pb of LISI
anterior pachygytia cDNA
1221/F atterior SBH and Sa MR (1), conatal death  C—»T 1305pb of LIS!
posteriar pachygyria {1 cDNA**
13/01/F inconchusive but not determined MR({1) C-»T 1865pb of LIST
possibly anterior and cDNA**
thin SBH
14/45M diffuse with anterior 6563 C~»T 1865pb of LIST
predominance and thin cDNA**
SBH
1511 diffuse with aterior 4bi premmature death (4)
gx'edomlmnce and epilepsy (5)
pachygyria

Notes: M~=maie; F=female; SBH=subcortical band heterotopia
* This patients had only CT scan
** This variant was also found in nine normal controk
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LEGEND FOR FIGURES

Figure 1: Magnetic resonance imaging findings of patient 11. A) Axial T1 and B) Sagittal
T1 images, showing pachygyria in the frontal lobes transitioning to agyria in the

parietooccipital regions, with the characteristics of lissencephaly grade 3

Figure 2: LIS] sequence electropherograms of A) patient 11 and B) a nommal control
subject. The sequencing change in patient 11, an A — C substitution in exon 8, is indicate

by a black arrow.
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