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RESUMO

A polimicrogiria (PMG) € uma malformacédo do cortex cerebral causada por falhas
no seu desenvolvimento, caracterizando-se por um nimero excessivo de pequenos giros
e laminacdo anormal, dando a superficie cortical uma aparéncia irregular e grosseira. A
gravidade de suas manifestagcdes clinicas se relaciona diretamente com a extensdo da
malformacao e das regides cerebrais afetadas, sendo que a presenca de lesdes bilaterais
ou unilaterais extensas indica um pior prognostico. Uma das sindromes de
polimicrogiria mais freqlentes e, conseqiientemente, mais bem descritas clinicamente, é
a polimicrogiria perisylviana bilateral (PPB). Essa forma de PMG atinge a regido que
tange a fenda Sylviana, podendo apresentar-se tanto unilateralmente quanto em ambos
0os hemisférios. Varios genes tém sido relacionados a diferentes formas de
polimicrogiria, sdo eles AFF2, TUBA1A, TUBB2B e TUBAS8, SRPX2 e WDRG62. Estes
genes ja foram estudados pelo nosso grupo de pesquisa em um grupo de pacientes
compostos de casos familiares e esporadicos, acometidos em sua maioria pela forma
perisylviana de PMG. Nenhuma variante deletéria foi identificada nestes genes.
Recentemente um novo gene foi implicado na etiologia molecular das PMG, o TUBB3.
O gene em questdo pertence a mesma familia de TUBA1A, TUBB2B e TUBAS e codifica
uma proteina de ligacdo aos microtubulos, tendo importante papel na formacéo do fuso.
Além deste gene, também tem sido descritas alteracdes gendmicas, denominadas de
Copy Number Variations (CNV), estas variacdes estruturais tem sido associadas com
diversos disturbios neuroldgicos, que vao desde transtornos psiquiatricos até
malformacdes do cortex cerebral como a PMG. Desta forma, o objetivo deste trabalho
foi analisar a existéncia de alterac6es de ponto deletérias no gene TUBB3 em pacientes
com PMG e também, o envolvimento de CNVsna etiologia deste tipo de malformacao
cortical. A analise do gene TUBB3 foi realizada por amplificacdo dos exons codificantes
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e seqiienciamento direto dos produtos de
amplificacdo pela técnica de Sanger em um ABI3500XL (Life Technologies
Corporation). As variantes identificadas foram caracterizadas através de softwares de
bioinformatica para estimar o potencial patogénico das mesmas. Os pacientes negativos
para alteracBes deletérias em TUBB3(e nos demais genes candidatos realizados em
outros trabalhos) foram analisados para CNVs com o kitCytoScan HD (Affymetrix)
seguindo recomendacdes do fabricante. A analise dos CNVs identificados foi realizada

com o software Chromosome Suite (Affymetrix) eo potencial patogénico dos mesmos



foi aferido através de consulta de base de dados como DGV e Decipher. Assim, a partir
do seqlienciamento do gene TUBB3 por eletroforese capilar, foram identificadas
alteracOes nos quatro exons do gene, no entanto apenas uma delas ainda ndo era descrita
no banco de dados Ensembl, mas como se encontra na regido intrénica, a probabilidade
de possuir um potencial patogénico é baixa, assim como o restante das alteracfes. Com
a analise das CNVs, identificamos diversas alteracGes estruturais, tanto de ganho como
de perda, algumas delas foram consideradas como inéditas por ndo serem descritas
anteriormente em banco de dados (DGV). Os resultados deste trabalho sugeriram novas
hipoteses, as quais poderdo contribuir em analises futuras acerca da etiologia das PMGs.



1. INTRODUCAO

1.1 O Desenvolvimento do Cértex Cerebral

O cortex cerebral é uma estrutura modular que possui o inicio de sua formagdo
marcado por uma combinacgéo de sinais que resultam na indugdo de grupos de neurénios
na camada neuroepitelialque irdo sofrer, posteriormente, outros processos funcionais.
[1,2,3,4]

Os mecanismos relacionados com o desenvolvimento do cortex sdo extremamente
complexos, envolvendo aproximadamente 100 bilhGes de neur6nios que migram pelo
encéfalo e se organizam em um quadrilhdo de sinapses. Todo esse processo € regulado
por uma acdo reciproca entre mecanismos genéticos intrinsecos e informacgdes
extrinsecas transmitidas ao cortex. Assim, fatores genéticos e ambientais podem ser
influentes na ocorréncia de distdrbios do desenvolvimento cortical [5;6;7]

O desenvolvimento do cortex cerebral humano € um processo que depende de uma
eficiente maquinaria molecular e bioguimica para atingir o grau de organizacao
apresentado pelas suas camadas neuronais [8,9]. Estes neurénios irdo se diferenciar,
migrar e se organizar no cértex adulto.Desta forma, podemos dividir a formacéo cortical
em trés grandes estagios que se sobrepdem: proliferacdo, migracdo e organizagdo
celular [10].

A fase de proliferacdo tem inicio na 5% - 62 semanas, ocorrendo até a 62 - 202
semanas de gestacdo. No inicio da corticogénese, células neuroepiteliais sofrem
sucessivas divisdes simétricas, aumentando a quantidade de células progenitoras.
Posteriormente, as células neuroepiteliais se diferenciam em células da glia que, por sua
vez, sofrem divisbes assimétricas originando novas células gliais e progenitores
intermediarios. Estes Gltimos se dividem simetricamente para dar origem aos neurénios
[11].

Os neurdnios recém-formados devem migrar para seus destinos finais,
caracterizando a fase de migracgéo, que ocorre da 62 - 72 a 20? - 242 semanas de gestacao.
A migracdo celular ocorre através da movimentacdo dos neurdnios corticais, tanto
radialmente pelas fibras radiais gliais, quanto tangencialmente paralelo a superficie pial.
Durante os estagios iniciais da migracdo, as células passam por um estagio chamado de
multipolar, passando posteriormente, por uma fase de transicdo, na qual os neurdnios

adotam uma conformacgdo bipolar e migram atraves das fibras radiais gliais. As



primeiras células que migram formardo a pré-placa. As demais ondas migratérias de
neurénios irdo, entdo, formar a placa cortical que iré dividir a pré-placa em uma camada
mais externa denominada de zona marginal e uma camada mais interna chamada de
sub-placa. Ao chegarem a placa cortical, 0s neurbnios se organizam em camadas que
irdo se desenvolver no cortex adulto. Este processo segue um padrdo chamado de
“inside-out”, no qual os neurdnios recém-chegados a placa cortical ultrapassam 0s
neurdnios mais antigos, acumulando-se progressivamente em camadas mais superficiais
(Figura 1) [12].Quando o estagio de migracdo se finaliza, o cOrtex passa a ser uma
estrutura com seis camadas, com cada uma delas compreendendo diferentes tipos de
neurdnios, os quais se destinardo a funcgdes distintas. Todas essas etapas ocorrem de
uma maneira dindmica e mais de um estagio pode ocorrer simultaneamente durante

varias semanas de gestagdo [13].

.... \ camadas superficiais
0008
11

My ) g camadas profundas
‘l ;r bipolar

_T-‘tg“nﬂ'npo!ar

Figura 1. Exemplificacdo do processoinside-out na fase de migracdo neuronal e
transicdo morfologica dos neurdnios. Os neurdnios recém-chegados a placa cortical [2]
ultrapassam os neurdnios mais antigos [1], acumulando-se progressivamente em
camadas mais superficiais [3]. Os estagios multipolar e bipolar [4] mostram a transicao
morfoldgica sofrida pelas células no inicio da migracdo (adaptado de Riken)[14].

zona
ventricular

A fase de organizacgéo se inicia na 162 semana de gestagdo e continua a acontecer
mesmo apds o nascimento [13]. Este estagio envolve processos de extensdo de neuritos

(ax6dnios e dendritos), sinaptogénese e maturagdo neuronal, que irdo resultar em uma
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rede de ligacbes especificas entre as células, dando inicio a formacdo do neocortex
[4,15].

Qualquer alteragdo em algum desses trés estagios pode resultar em diversas
anomalias, desde a producdo de células aberrantes em seu tamanho e morfologia, até um
posicionamento errdneo dos neur6nios [13]. Essas anormalidades sdo classificadas

como malformagdes do desenvolvimento cortical.

1.2 Malformagdes do Desenvolvimento Cortical e Epilepsia

Em 1873, Camilo Golgi instaurou uma técnica que consistia na fixacdo e
impregnacédo de células do tecido nervoso por prata. Em 1880 a aplicacdo desta técnica
deu origem a um famoso artigo, o qual possuia minuciosas descri¢cbes de células
nervosas de diferentes tecidos. Este fato foi 0 marco que deu inicio a uma série de
investigacOes sobre a embriogénese dos tecidos do sistema nervoso [16]. A partir deste
periodo, os estudos neuropatoldgicos avancaram de forma significativa, surgindo a
primeira hipotese de que crises epilépticas podiam ser decorrentes de descargas elétricas
anormais no cérebro e também, de queas malformacdes corticais estavam estreitamente
relacionadas com a epilepsia [17,18,19].

A epilepsia € uma condicdo neurolégica comum, que afeta de 1,5 - 2% da populacéo
mundial [20]. E considerada como um disturbio crénico caracterizado pela presenca de
crises epilépticas recorrentes que sdo resultantes de descargas elétricas neuronais
excessivas e anormais em determinada area do encéfalo [21, 22]. Possui grande
variedade de manifestacdes clinicas, etiologias, graus variados de morbidade e
prognostico [23].

Em 1996, o termo malformacGes do desenvolvimento cortical (MDC) foi
introduzido para designar um grupo comum de desordens em criangas com retardo no
desenvolvimento e em individuos com epilepsia [24]. Desde entdo, muitos estudos
foram realizados e hoje sabemos que as MDC englobam um amplo espectro de
disturbios, com diversas etiologias e manifestacdes clinicas. As malformacdes do cortex
cerebral sdo apontadas como uma das principais causas de doengca mental e epilepsia
[25], estimando-se que esteja presente em até 40% das criangas com epilepsia refratéria
[26].

Para compreender as MDC, € importante entender as bases da embriologia do cortex

cerebral. Como pode ser visualizado no topico anterior, a interrup¢cdo ou
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anormalidadesdurante os diversos estagios do desenvolvimento cortical podem levar as
MDCs [27]. Portanto, existem pelo menos trés mecanismos principais pelos quais as
MDCs podem se desenvolver e que refletem as etapas embrioldgicas de formagdo do
cortex: 1- anormalidades da proliferacdo e diferenciacdo de neurbnios e da glia; 2-
anormalidades na migracdo neuronal e 3- disturbios na organizacao cortical [28].

A etiologia dessas malformacGes, muitas vezes multifatorial, pode ser devida a
mutacdes genéticas ou influéncias ambientais que ocorrem na fase de desenvolvimento
cortical no ambiente intrattero. O tempo, a gravidade e o tipo de influéncias ambientais,

bem como de fatores genéticos, determinardo o tipo e a extenséo da sindrome. [29; 30].

1.3 Polimicrogirias

O termo polimicrogiria (PMG) define um excessivo nimero de pequenos giros
anormais que produzem uma superficie irregular no cortex cerebral. Esse disturbio
resulta de uma anormalidade no desenvolvimento cortical, sendo um tipo comum de
MDC. Seu mecanismo patogénico ainda ndo é totalmente compreendido, no entanto
atualmente a PMG vem sendo associada com mutacdes em diversos genes [31].

A polimicrogiria tem sido considerada ha muitos anos como um espectro de
transtornos o0s quais sdo unidos e classificados sob um Gnico nome. Podemos encontrar
na literatura muitas discussdes sobre a polimicrogiria “verdadeira” e as variantes de
microgiria [32,33,34]. Entretanto, o termo ainda € amplamente utilizado para descrever
doencas que tém diferentes causas, diferentes conformacgdes, associacdo com outros
tipos de malformacdes e distintas aparéncias microscopicas,tornando-se assim, dificil de
entender e classificar corretamente os disturbios[35].

Esse distarbio é relacionado a falhas na fase de organizacdo cortical, incluindo o
final da fase de migracdo (41), assim como a fase de padronizacdo e organizacdo do
cérebro, geralmente entre a 172 a 25-262 semanas de gestacao [36,15]

A aparéncia da PMG varia de acordo com a idade do paciente [37]. Em recém-
nascidos e criancas, 0 cOrtex apresenta uma espessura muito fina, com mdltiplas e
pequenas ondulagdes. Apos a mielinizacdo, acontece um leve engrossamento do cortex
com sutis irregularidades nas jungdes cortex - substancia branca. As PMGs podem ser
localizas em um Unico giro e envolvem porgdes de um hemisfério, podendo ser

bilaterais e assimétricas, bilateral e simétricas ou difusas [9].
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Seu diagnostico é normalmente realizado por ressonancia magnética (MRI). A
tomografia computadorizada (TC) e outros métodos de imagem geralmente ndo tém
uma boa resolu¢cdo ou contraste adequado para identificar os pequenos giros que
definem a condicéo [38].

Infelizmente, pouco se sabe sobre a extensdo histopatoldgica vista em PMG, em
parte porque poucos estudos patoldgicos em larga escala foram executados. A escassez
dedados patoldgicos de polimicrogiria ocorre também pelo fato de muitas vezes ela ser
localizadaem areas corticais muito expressivas, assim, raramente pode-se adquirir tecido
para o estudo, nos casos de cirurgias em epilepsia de dificil controle [39]. Estudos
recentes sugeremuma grande heterogeneidade em seu aspecto [39, 40] e em sua
microscopia [35], apoiando o conceito de que polimicrogiriaé heterogénea em causa,
embriogénese e caracteristicas morfologicas [41]. No entanto, observa-se em estudos
microscopicos que de fato o cortex cerebral é muito fino e possui uma laminagéo
anormal. Assim, a conformacdo do cortex pode-se apresentar de duas maneiras: com
auséncia total de camadas ou com quatro camadas, ao invés das seis camadas que
caracterizam o desenvolvimento cortical normal [42].

A PMG pode se apresentar de forma generalizada ou focal, unilateral ou bilateral.
Pode ocorrer como uma lesdo isolada ou associada com outras malformacdes corticais,
como a heterotopia nodular periventricular [43] ou a esquizencefalia [44], ou ainda
como parte de multiplas anomalias congénitas graves [13]. Deste modo, levando em
conta essas caracteristicas, ela pode ser classificada em diversos subtipos, de acordo
com a regido cerebral afetada, alguns deles séo: (A)Polimicrogiria Frontal, caracterizada
pela presenca de atraso cognitivo e motor e epilepsia [45]; (B) Polimicrogiria
Frontoparietal, caracterizada pela presenca de grave atraso cognitivo e motor, disfuncéo
cerebelar e convulsdes [46,47,48]; (C) Polimicrogiria Perisylviana, caracterizada por
comprometimento cognitivo, epilepsia e em alguns casos pela presenca de artrogripose
e/ou doenca do neurdnio motor inferior [49,50,51,52,53]; (D) Polimicrogiria Parieto-
occipital Parassagital, caracterizada por convulsdes parciais e alguns casos com
desabilidades intelectuais [54]; (E) Polimicrogiria Generalizada, caracterizada por
atraso cognitivo e motor de gravidade variavel e convulsbes [55] (Figura 2).Entretanto,
sua forma mais comum € simétrica, bilateral e acomete principalmente a regido

perisylviana.
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Figura 2: Desenhos ilustrativos que exemplificam a localizacdo dos subtipos de
polimicrogiria citados no texto. A- Polimicrogiria Frontal Bilateral; B- Polimicrogiria
Frontoparietal Bilateral; C- Polimicrogiria Perisylviana Bilateral; D- Polimicrogiria Parieto-
occipital Parassagital Bilateral; E- Polimicrogiria Generalizada Bilateral. (Adaptado de
Chang et al 2004) [55].

Polimicrogiria Perisylviana Bilateral:

A polimicrogiria perisylviana bilateral (PPB), também chamada de polimicrogiria
opercular bilateral ou displasia perisylviana bilateral, foi descrita inicialmente por
Kuznieck et al. em 1993 [56], sendo a forma mais comum de polimicrogiria,
apresentando espectro clinico e de neuroimagem muito amplos. Essa forma de PMG
atinge bilateralmente a massa cinzenta que tange a fissura sylviana, usualmente
orientadas verticalmente e estendendo-se mais posteriormente ao lobo parietal. A
observacdo histologica ao microscépio revelou tanto a forma com quatro camadas,
quanto a auséncia total de camadas. Essas anormalidades, geralmente, se apresentam de
forma simétrica, mas esse padrdo pode variar nos pacientes [13]. Os pacientes
apresentam em geral um quadro de diplegia facio-faringeo-glosso-mastigatoria, levando
a prejuizo na fala e degluticdo, e quando os danos sdo muito extensos, pode ser
observado um quadro de quadriparesia espastica [57]. Além disso, a maioria dos
pacientes possui quadro de retardo mental, sinais piramidais e epilepsia, com crises
iniciadas, geralmente, entre quatro e 12 anos de idade. Dentro do grupo de pacientes

com epilepsia, cerca de 65% tém dificuldade de controle das crises [58].
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Figura 3: Na imagem superior observamos a localizacdo da Fissura
Sylviana. Logo abaixo, imagens de ressonancia magnética de um
individuo normal (A) e de outro, portador de polimicrogiria
perisylviana (B — indicado pela seta).

1.4 Aspectos genéticos: Gene TUBB3 e Malformagdes do Desenvolvimento

Cortical

Estudos genéticos do desenvolvimento do cértex e da migracdo neuronal tém se
caracterizado por uma grande evolucdo ao longo dos Gltimos anos, com descobertas de
diversos genes que, quando mutados, causam desordens no desenvolvimento cortical
[27].

A identificacdo de uma causa genética se reflete em um diagndstico diferenciado a
pacientes com MDC, facilitando uma previsdo mais precisa da evolucdo do seu quadro
clinico e possibilitando um aconselhamento genético mais preciso a familia do paciente
[59]. Além disso, o estudo desses disturbios tem auxiliado muito no entendimento de
processos do desenvolvimento do cortex [9].

Em 2008, Guerrini, Dobyns e Barkovich [9] listaram as malformagdes do cortex
cerebral com causa genética até entdo descritas, totalizando 27 quadros clinicos,
relacionados a 33 loci, dos quais 24 genes foram mapeados. Dos 33 loci, apenas quatro
localizam-se no cromossomo X, sendo 0s outros 29 autossémicos. A grande maioria dos

genes ja identificados esta relacionada a malformacdes da fase de migracéo, revelando a
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importdncia de processos como o0 transporte via microtdbulos, posicionamento
centrossomal, transporte nuclear, estabilizacdo de microtdbulos, fusdo e trénsito de
vesiculas e integridade neuroependimal no desenvolvimento cortical. Desde entéo, ndo
surpreende que mutacdes nos genes de microtibulo Alfatubulina 1A (TUBALA),
Alfatubulina 8 (TUBAS), Betatubulina 2B (TUBB2B) e Betatubulina 3 (TUBB3) tém
sido associadas a malformacdes resultantes de migracdo neuronal anormal e de
desenvolvimento poés-migratério. Em 2009, Jaglin et al. [60] relataram mutacfes de
novo no gene TUBB2B encontradas em quatro pacientes com polimicrogiria bilateral
assimetrica e em 2012, Guerrini et al. [61] descreveram trés novas mutacdes, neste
mesmo gene, em pacientes que apresentavam polimicrogiria difusa e paquigiria,
aumentando o espectro fenotipico de malformacgdes corticais associadas ao gene
TUBB2B. Abdollahi et al. [62] identificaram um caso de sindrome autossémica
recessiva causada por uma mutacdo no gene TUBAS, encontrada em pacientes com
polimicrogiria generalizada associada a hipoplasia do nervo optico.

Estudos neuropatolégicos em pacientes portadores de mutacdes nos genes TUBALA
e TUBB2B mostraram defeitos de migracdo neuronal e caracteristicas de desorganizacao
na orientacdo axonal. Esse fato se confirma por investigacdes em modelos animais para
0S mesmos genes [60,63,64].

Todos os genes citados anteriormente pertencem a mesma familia do gene estudado
neste trabalho. No genoma humano, o gene TUBB3 esté localizado no cromossomo 16
(Figura 4), possuindo um total de nove exons e 15 transcritos (variantes de splicing).
Porém, neste trabalho foram analisados somente quatro exons, 0s quais caracterizam a
estrutura de um deseus transcritos que codifica a proteina de maior tamanho comparado
com os outros. Este gene é responsavel por codificar o isotipo Il da proteinabeta
tubulinaque faz parte da familia das tubulinas, componentesdos microtibulos. Os
microtUbulos sdo estruturas proteicas que compdem o citoesqueleto nas células e se
caracterizam por serem polimeros dindmicos, que se unem por meio de um
heterodimero de alfa, betatubulina e sustentam diversas func@es nas células. Os
humanos possuem nove genes (isotipos) que codificam diferentes mondémeros de
tubulina.A integridade estrutural e funcional dos microtibulos é um componente critico

no desenvolvimento do sistema nervoso [65-67].
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Figura 4: Estrutura do cromossomo 16 e localizacdo do gene TUBB3 (seta).

A genética humana comecou a elucidar os papeis de isotipos especificos de tubulina,
apesar de muitos pontos ainda permanecerem incompreendidos. Vinte e trés mutacoes
heterozigoticas em humanos nos genes que codificam isotipos de beta tubulina,
TUBB2B e TUBB3, tém sido descritas. Analises da relacdo genotipo — fenotipo
sustentam correlacdes entre isotipos mutados e o fendtipo neurologico resultante, como
é 0 caso de fenotipos envolvendo malformagdes corticais [60, 61, 69-71]. Como
demonstracdo dessa relacdo, recentemente, foi relatado que mutacdes em heterozigose
no TUBB3 estdo associadas com varios disturbios neurologicos. Dados de neuroimagem
de pacientes com mutacdes no TUBB3 revelaram um espectro de anomalias, que
incluem hipoplasia dos nervos oculomotores e degeneracdo do corpo caloso [68, 72].
Além disso, trabalhos também descrevem a relacdo do gene TUBB2B, também da
familia das tubulinas, com a PMG [61]. Portanto, devido a similaridade entre todos os
genes da familia das tubulinas, o TUBB3 se apresenta como um importante gene

candidato para ser testado.

1.5 Variacg6es Estruturais e Malformacdes do Desenvolvimento Cortical

Para que a diversidade de fenotipos seja compreendida, € importante que analisemos
0s diversos tipos de variacdes do genoma humano. Anteriormente, acreditava-se que
essas variagOes se caracterizavam por SNPs ( single nucleotide polymorphism) como
sendo seus principais elementos. Porém, com o avan¢o das tecnologias de triagem do
genoma, foi descoberto um grande grupo de alteragcdes estruturais com tamanho
varidvel. Estas, sdo muitas vezes alteracGes submicroscdpicas, ndo detectaveis por
métodos de citogenética ou por seqlienciamentos tradicionais e podem compreender
milhdes de nucleotideos polimdrficos em cada genoma, e desta maneira, contribuir para
a diversidade humana e a suceptibilidade a doencas [73]. As varia¢cdes do numero de

copias (Copy Number Variations — CNV) sdo as alteragdes estruturais que mais
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prevalecem no genoma humano, tendo sido frequentemente encontradas na populagao
[74].

A literatura apresenta alguns trabalhos que relacionam as CNVs com distdrbios do
sistema nervoso central (SNC), sendo que CNs patogénicos sdo encontrados em 14-18%
de pacientes com retardo mental e outros disturbios relacionados ao SNC [75].

Na analise de um grande grupo de pacientes com diversos tipos de malformacoes
corticais, incluindo lissencefalia, polimicrogiria, displasia cortical focal e agenesia do
corpo caloso, foi encontrado pelo menos um CNV novo em 22.5% dos pacientes, e
analises dessas regides sugeriram novos genes candidatos para as malformagdes[76].

Valduga et al. [77] analisaram fetos com malformagGes congénitas diversas e
encontraram CNVs patogénicas em 10% dos casos. CNVs foram encontradas em fetos
com agenesia do corpo caloso, dimorfismos faciais, retardo do crescimento e complexas
malformacdes cerebrais.

Deste modo, a identificacdo de variagdes estruturais (CNVs) pode ser de grande
relevancia para a descoberta de novas regides e genes candidatos envolvidos nas MDCs.
A medida que a base genética e os mecanismos moleculares das MDCs s&o
identificados, abrem-se novas possibilidades. Quanto maior o nimero de investigacdes
visando esclarecer os mecanismos fisiopatoldgicos das MDCs e das epilepsias, maior
serd 0 potencial estratégico no tratamento desses disturbios. Portanto, é extremamente
significativa a continuidade dos estudos moleculares do desenvolvimento do cértex

cerebral.
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2. OBJETIVOS

1) Analisar a existéncia de alteracbes de ponto deletérias no gene TUBB3 em
pacientes com polimicrogiria.

2) Analisar a presenca de Copy Number Variations em pacientes com
polimicrogiria.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Pacientes e caracterizacdo da amostra

Este trabalho foi realizado a partir da utilizagdo de amostras que se encontravam
em estoque no laboratério. Ja haviam sido coletadas amostras de sangue de pacientes
com diferentes tipos de polimicrogiria, a maior parte deles com polimicrogiria
perisylviana bilateral. Totalizando 27 pacientes, todos eles haviam sido identificados e
acompanhados nos ambulatérios do Hospital das Clinicas da UNICAMP e do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP Ribeirdo Preto. Os pacientes foram
submetidos a exame neurologico detalhado e avaliagdo cognitiva e de linguagem por
equipe multidisciplinar. Alem disso, todos os pacientes e a maioria dos membros das
familias foram submetidos a exame de ressondncia magnética de alta resolucdo para
deteccdo de alteracBes morfoldgicas corticais.

O DNA do sangue coletado também ja estava extraido. Este processo foi
realizado a partir do protocolo de extragdo por fenol e cloroférmio que propicia a
extracdo de grande quantidade de DNA (acima de 700ug a partir de 20mL de sangue

Venoso).
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Tabela 1: Dados de pacientes cujos materiais genéticos foram avaliados neste trabalho (adaptado) [78].

REGISTRO UNIDADE DE - DATA DE EXAME
GENERO NEUROIMAGEM P SINAIS PSEUDOBU LBARES
O DMA COLETA NASCIMENTO NEUROLOGICO
379/04 HC- UNICAMP F 1402/ 1996 PMG parietal posterior normal gusencia
, tmr 8 PMG PS ietal .
57302 HC- UNICAMP M 18/07,/1993 oo St;?; . normal fala anazslads & explosiva
28/99 HC - UNICAMP F nao disponivel PMG PS bilateral N3o especificado Nao especificado
4710 HC - UNICAMP 1l 06,/10,/2005 PMG difusa nao disponivel nag especificado
dificuldade de mobilizagSo
1161/01 HC - UNICAMP M 22/04,/1991 PMG PS bilateral nomal lateral e vertical da lingus,
assim como protus3c
dupla hemiparesia
ESpastica,
E74/04 HC - UNICAMP F 17 /04,2000 PME PS fronto parietal  hiperreflexia global ndo especificado
g presenca de
clanus
ndo protul a lingua e nem
1197/03 HE - UNICAMP M 05,/08,/1990 PMG PS fronto parietal nommal lateraliza a lingua, reflexo
bilateral nausecso diminuida,
estrabismo convergente
1335/03  HC - UNICAMF M 19/07/1995  PMGPSbilsterldifusa  hemiparesiadireita 1o 020 e lateralzacso e
verticalizacao da lingua
PMG PS ietal dificuldade d bilizacdo da
1337/03  HC- UNICAMP F 35/08/1595 hen nomal Hes T mEe
posterior lingua
1331/03  HC- UNICAMP M o7 j02,/1997 FMG PS parietal nomal no tem
i o posterior bilateral
. ) sialorreia, dificuldadesde
1326/02 HC - UNICAMP M 29/06/1992 PMG PS bilateral difusa nomal e e
B48/04  HC- UNICAMP M 05/01/1395 FM Gb'?ls;;?t”“ nomal nSo especificado
SlEEETEE hemiparesia movimentacso mimica facial
2106/04 HC - UNICAMP M 23f08/1997 pnster:jciu;EL:t'l;lateral esquerds e
. HC —UNICAMP R . - . - -
32208 M 19/10/1996 PMG Parietal nao disponivel nao especificado
PMG PS5 frontal e retardo mental = .
539 HC - FMRP-USP E 21102008 ficad
/o8 /10f parietal direita moderado ran espaciicadn
I 1 P G frontot | hemi i - -
552/02  HCFMRP-USP M 27/05/138% s SmipEreEE n3o especificado
parietal adireita esquerda
deficit auditi -
E11/08  HC FMRF- USP M 14/12/1996  FMG temporal dirsits = '”;':J " e e n3o especificado
hipotonia global e
188/0  HC FMRP- USP F 18/07/2003 PMG PS bilateral retardo mental nSo especificado
modermdo
45609 HC FMRP - USP M 13/08/2000 PMG retardo mentzl leve ndo especificado
sgenesia parcial de - rEtar:,:; men;:z:l.
453/09  HC FMRP- USP F 30/08/2000 compo closoe PMGE S 0o TETOCETENE, ndc especificado
rolndics mielomeningocele,
bexiza neurcgénica
retardo mental - -
437/09  HC FMRP - USP F 14/042001 PG e derde ndo especificado
retardo mental
503/09  HC FMRP - USP F 26,/10/1992 PG moderado, ndo especificado
hemiparesia direita
retardo mental o -
SO0 HC FMRP - USP F 25111997 PM G temporal T n3o especificado
S0E/09 HC FMRP - USP F 07 /05,1994 Mormal retardo mental ndo especificado
G2 G009 HC - UNICAMP M 12 /05,2001 PMG ndo disponivel nao especificado
. hemiparesia
533/03  HC FMRP- USP M 13/08/2000 FMG fr;’i'let“i’:a“m' esquerds & retardo ndo especificado
mental
55%/09  HC-UNICAMP M 08/11,/2001 PMG PS néo disponivel nfo especificado

Onde F= feminino, M= masculino, PMG= polimicrogiria, PS= perisylviana
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3.2 Aspectos Eticos

Todos os individuos cujo material genético foi utilizado neste estudo assinaram
formulario de consentimento para coleta de sangue e analise molecular, tendo 0 mesmo
sido aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp
(parecer #383/2000).Para assegurar que toda a manipulacdo da informacdo clinica e
molecular seja confidencial, questionarios clinicos e amostras de sangue e de DNA séao
identificados por um codigo comum designado no momento em que o individuo entra

no estudo.

3.3 Amplificacdo de DNA por PCR

O DNA gendémico foi amplificado pela técnica de PCR (polymerase chain
reaction) utilizando-se primers especificos para a amplificacdo de todos os exons
codificantes e das regides intron/exon dos genes candidatos. A tabela 2 mostra as
sequencias dos primers, as temperaturas de anelamento especificas utilizadas (Ta) e o
tamanho do fragmento amplificado na reacéo para cada par de primers.

As reacdes de PCR foram realizadas para um volume final de 15uL, contendo
40ng de DNA gendmico; 3.5pmol de cada primer; 1.5uL de tampdo 10x, 200uM de
dGTP, dCTP, dTTP e dATP; 0.5 unidades de Taqg DNA polimerase e 1.5mM de MgCl,.
Quando necessario também foi acrescentado DMSO a reacdo de forma que o mesmo
atingisse 10% do volume total.

As condicdes da PCR foram: desnaturacdo inicial a 95°C por 4 minutos, seguido
de 35 ciclos a 95°C por 30 segundos, temperatura de anelamento especifica do primer
por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, seguido de extensao final a 72°C por 7 minutos.

Ao finalizar a reacdo, os produtos amplificados foram testados em gel de agarose

1,5%, para a confirmacao de que eles realmente foram amplificados.
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Tabela2: Primers utilizados para amplificagéo do gene TUBB3

Primers Sequencia dos primers Tamanho Temperatura (Ta)
TUBB3 (pb)

TUBB3 E1F cagctcctctgggagaca 448 cge
TUBB3 E1R catccctttgttgcaggtt

TUBB3 E2F gtagtgagggctaaaaggctt 229 61°
TUBB3 E2R agacctggtcagtcagacgc

TUBB3 E3F tacaggctcttaggatgtga 280 5o
TUBB3 E3R ccattccttgtttctcacag

TUBB3 E4aF ttgggatgttcaggcag 790 cge
TUBB3 E4aR gaagtagctgctgttcttgc ’
TUBB3 E4bF atgccaagaacatgatggcc 821

TUBB3 E4bR gatgagctcttcttgectg 62°

3.4 Sequenciamento (Sanger)

ApoOs a reacdo de PCR, os fragmentos amplificados foram submetidos ao
sequenciamento por eletroforese capilar pelo método de Sanger [79], utilizando o
aparelho ABI 3500XL Genetic Analyser (Applied Biosystems). A reacdo submetida ao
sequenciamento consistiu de 1pL de solucdo pré-mix (Big Dye), 1uL de primer (5
pmol/uL), 2uL de tampédo (5X buffer), 2uL do produto de amplificacdo para um
volume final de 10 pL. Essa reacdo foi submetida a 35 ciclos de 95°C por 10 segundos,
57°C por 5 segundos, 60°C por 4 minutos. A purificacdo foi realizada com etanol e
EDTA a 125 mM, como sugerido pelo fabricante.

A anéalise das amostras seqlienciadas foi feita por meio de um programa de
bioinformética: “Codon Code Aligner”. Este programa permite a identificacdo de
mutacdes em heterozigose e mutacbes em homozigose, a partir da comparacdo da

sequéncia do gene presente nos bancos de dados.
3.5 Detecgdo de Copy Number Variations (CNVs)

A identificacdo das variagcGes do nimero de cépias foi realizada através da técnica

de microarranjos utilizando o kit da Affymetrix CytoScan HD Array .
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A técnica de microarranjos requer DNA de alta qualidade, sendo assim o DNA de
todos os pacientes foi selecionado e purificado. Na primeira etapa, os DNAs foram
analisados ap0és eletroforese em gel de agarose 1.5% e marcados por SYBR® Safe. As
amostras de DNA muito fragmentadas ndo foram submetidas a andlise.

Os DNAs foram quantificados em um Epoch (Biotek). O grau de pureza dos DNAs
foi aferido pelas razdes de absorbancia A260/280, A260/230 e A320. Consideramos
como aceitaveis as amostras com valores de absorbancia A260/280 entre 1.5 e 2.0,
A260/230 com valores maiores que 1.1 e A320 com valores menores que 0.1.

3.5.1 Purificacdo das Amostras de DNA

Os DNA s selecionados foram purificados em colunas da Millipore para remocéo
de impurezas e tragos de fenol-cloroférmio. Para tal, o DNA foi transferido para uma
coluna acoplada a um tubo coletor, completando-se o volume para 500uL com agua
ultrapura. As amostras foram centrifugadas por 12 minutos a 14000G. Apos a
centrifugacdo, um novo tubo coletor foi colocado e a coluna foi invertida. As amostras
foram novamente centrifugadas por 2 minutos a 1000G. As amostras captadas no tubo
coletor foram diluidas com tampéo low TE-EDTA 1x (Affymetrix®) para concentracdo
final de 45ng/pL a 60ng/pL.

3.5.2 Digestdo das amostras de DNA com a enzima Nspl

Cada amostra de DNA, a 50ng/uL, foi submetida a uma reacdo de digestao
composta por 1uL de enzima Nspl, 2L de tampao da enzima, 0,2uL de tampdo BSA e
11,55uL de agua. As reacbes foram transferidas para um termociclador (Mastercicler
Gradiente Eppendorf®) onde permaneceram incubadas a 37°C por 120 minutos,

seguida por nova incubacdo a 65°C por 20 minutos.

3.5.3 Reacdao de ligacdo com adaptadores

Para a reacdo de ligacdo, foram adicionadas as amostras de DNA digeridas com
Nspl, 0,75uL de solugcdo com adaptadores (50uM); 2,5uL de tampdo T4 DNA Ligase
10x e 2L de enzima T4 DNA Ligase. Em seguida, as reagdes foram transferidas para
um termociclador (Mastercicler Gradiente Eppendorf®) para ciclagem a 16°C por 180

minutos e 70°C por 20 minutos.

3.5.4 Amplificacdo dos fragmentos por PCR
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As amostras de DNA que foram digeridas e ligadas a adaptadores foram diluidas
com 75uL de agua. Para cada amostra, quatro aliquotas de 10uL foram transferidas para
uma nova placa. Estas aliquotas foram submetidas a uma reacdo de PCR seguindo o
protocolo: 39,5uL de &gua, 10 pL de tampdo TITANIUM Tag PCR 10x, 20uL de
reagente GC-Melt, 14uL de dNTP (2,5mM), 4,5uL de primer e 2uL de enzima
TITANIUM Taqg DNA Polimerase 50x. A reacdo foi transferida para um termociclador
(Mastercicler Gradiente Eppendorf®) sendo submetida ao seguinte programa: 94°C por
3 minutos; trinta ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 45 segundos e 68°C por 15
segundos e uma extenséo final a 68°C por 7 minutos.

A reacdo foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 2% para verificacdo do
padrdo de amplificacdo dos fragmentos. Foram considerados aceitaveis os DNAs que
apresentaram a maioria dos fragmentos entre 150pb e 2000pb.

3.5.5 Purificacéo

Para a purificacdo das amostras, as quatro aliquotas foram transferidas para um
anico tubo de 2,0 mL. Foram adicionados 720uL de beads magnéticas e a reacéo foi
mantida a temperatura ambiente por 10 minutos. Os tubos foram centrifugados por trés
minutos a 16100G e em seguida encaixados em um suporte magnético
(MagnaRackTM). O sobrenadante foi descartado e, em seguida adicionou-se 1.0 mL do
tampao de lavagem em cada amostra. Os tubos foram vortexados por dois minutos e
depois centrifugados por trés minutos a 16100G. Os tubos foram novamente encaixados
no suporte magnético e o sobrenadante foi totalmente descartado. Apds a completa
secagem das beads, 52uL do tampédo de eluicdo foram adicionados e os tubos foram
vortexados por 10 minutos. Os tubos foram centrifugados por trés minutos a 16100G e
encaixados no suporte magnético. Apos 10 minutos, 47uL do sobrenadante foram

transferidos para uma nova placa.

3.5.6 Quantificacdo

As amostras purificadas foram avaliadas quanto a concentracdo ideal (acima de
3000 ng/uL) e sua pureza foi observada pelas relagdes de absorbancia (A260/280 entre
1,8 e 2,0 e A320 < 0,1). As quantificagdes foram realizadas no aparelho Epoch
(BioTek®).

3.5.7 Fragmentacéo
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Os produtos da purificagcdo foram fragmentados utilizando-se para cada amostra:
123.8uL de &gua, 158.4 pL de tampdo de fragmentacdo e 5.8uL de enzima de
fragmentagéo (2.5U/pL). Tais volumes podem variar de acordo com a concentragdo da
enzima utilizada e o nimero do lote do produto. A reacdo foi transferida para um
termociclador (Mastercicler Gradiente Eppendorf®) e incubada a 37°C por 35 minutos
e 95°C por 15 minutos, respectivamente. Em seguida, o padrdo de fragmentacdo foi
avaliado por eletroforese em gel de agarose 3%. Foram considerados aceitaveis 0s
DNAs que apresentaram a maioria dos fragmentos entre 25pb e 125pb.

3.5.8 Marcagédo do DNA

O préximo passo foi adicionar aos 51uL da reacdo de fragmentacdo para cada
amostra, 14uL de tampédo TdT 5x, 2uL de DNA Labeling Reagent 30mM e 3.5uL de
enzima TdT. A reacdo foi incubada a 37°C por quatro horas e a 95°C por 15 minutos

em um termociclador (Mastercicler Gradiente Eppendorf®).

3.5.9 Hibridacao

Ao DNA marcado foram adicionados: 165uL de Hyb Buffer Part I, 15uL de
Hyb Buffer Part Il, 7uL de Hyb Buffer Part 11l, 1uL de Hyb Buffer Part IV e 2uL de
Oligo Control Reagent 0100. Em seguida, os fragmentos de DNA foram desnaturados
em um termociclador (Mastercicler Gradiente Eppendorf®) a 95°C por 10 minutos e
posteriormente mantidos a 49°C. Foram aplicados 200 pL de cada amostra em cada
chip. Os chips foram incubados em um forno de hibridacdo por 16 horas a temperatura
de 50°C e rotacdo de 60rpm (Genechip® Hibridization Oven 645, Affymetrix®).

3.5.10 Lavagem

Apo6s a hibridacdo, os chips passaram pela estacdo de lavagem (GeneChip
Fluidics Station 450, Affymetrix®) que realiza automaticamente um processo de
injecdo de solucBes para a lavagem dos chips. Esta etapa foi realizada no Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS).

3.5.11 Escaneamento

Os chips foram escaneados pelo GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix®)

do Laborat6rio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS).
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3.5.12 Anélises

Sequenciamento Automatico:

Os sequenciamentos foram analisados a partir do software Codon Code Aligner,
no qual a sequéncia obtida pelo sequenciamento do geneera sobreposta a sequéncia
obtida em banco de dados disponivel na internet (Ensembl). As alteracGes encontradas
nos cromatogramas foram analisadas posteriormentepara a constatacdo se ja eram ou
nao descritas, e para tanto, também utilizamos o Ensembl.

CytoScanHD:

A analise dos resultados das alteracdes estruturais foi realizada pelo software
Chromosome Analysis Suite (Affymetrix®).

Para a analise dos CNVs com possivel potencial patogénico foram consultados
bancos de dados disponiveis na internet: DGV e DECIPHER. (Tabela 3).

e O DGV (Database of Genomic Variants) contém variagdes estruturais
identificadas em individuos sadios e consideradas como normais.
e O DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in

Humans using Ensembl Resources) € um banco de dados publico que

possuiinformacdes de citogenética molecular e relne dados de CNVs com

importancia clinica ja relatada.

Tabela3: Bancos de dados utilizados para a analise das CNVs

identificadas.

Banco Endereco
DGV projects.tcag.ca/variation/
DECIPHER decipher.sanger.ac.uk
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4. RESULTADOS

4.1 Sequenciamento do gene TUBB3

Foi realizado o sequenciamento das amostras de pacientes com polimicrogiria por

eletroforese capilar (Sanger) de cada um dos quatro exons do gene TUBBS.

Porém, antes do sequenciamento ser efetivado, foi necessario que o DNA das
amostras fosse amplificado, e para tanto, foi utilizado o método de PCR (reagdo em
cadeia da polimerase). As reacdes de PCR foram protocoladas, no intuito de determinar
a temperatura de anelamento ideal para cada éxon, aléem da proporcdo dos reagentes.
Cada reacéo foi testada em gel de agarose 1,5% para confirmar e garantir que o material

genético foi amplificado.

Figura 5: Produto amplificado da reacdo de PCR do exon 4 em gel de agarose 1,5%

Figura 6: Produto amplificado da reacéo de PCR do exon 3 em gel de agarose 1,5%



Apb6s a confirmacdo que todos os quatro exons das 27 amostras foram
amplificados, o sequenciamento foi entdo efetuado. Diversas alteragdes foram
encontradas. Com excecdo de uma,todas elas sdo alteracdes ja descritase nenhuma delas
considerada como patogénica. A analise das alteracGes encontradas sera dividida de
acordo com cada exon. Os registros de DNA, apresentados anteriormente na Tabela
1,estdo relacionados com cada alteracdo na Tabela 4, ao final da analise dos

cromatogramas.
4.1.1 Exon 1:
O sequenciamento por eletroforese capilar revelou, no éxon 1, uma substituicdo

de uma citosina (C) por uma timina (T) em heterozigose (Figura 7). A alteracdo se

é descrito no banco de dados utilizado para a analise. (Ensemble).

180 1

encontra na regido intronica, proxima a regido codificante. Esse polimorfismo ainda ndo
| | | | | | | | | | u | | | |
T C C & CC ¥ G C G T G & C & T

8 90
u u
5 G

-1 gl

Figura 7: Cromatograma de seqiienciamento por eletroforese capilar mostrando a regido da
substituicdo de bases em heterozigose (destaque).

£

4.1.2 Exon 2:

O sequenciamento por eletroforese capilar revelou, no éxon 2, uma substituicdo
em heterozigose de uma citosina (C) por uma timina (T)(Figura 8). A alteracdo se

encontra na regido intrnica, porém proxima a regido codificante e ao sitio de splicing,

sendo um polimorfismo ja descrito e identificado comoSNP rs28593634.A Figura 9

mostra a frequéncia dos alelos para este 16cus no projeto 1000 genomas.
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Figura 8: Cromatograma de seqiienciamento por eletroforese capilar mostrando a regido da
substituicdo de bases em heterozigose (destaque).
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Figura 9:Gréfico representando a frequéncia alélica desta alteracdo em todos 0s
individuos em diversas populacdes e em sua totalidade (Projeto 1000 genomas).

Ainda no éxon 2, foi observada uma outra substituicdo, também de uma citosina
por uma timinaem heterozigose (Figura 10). A alteracdo se encontra na regido intrénica,
porém aindamais préxima a regido codificante e ao sitio de splicing do que a alteracdo

anterior, sendo um polimorfismo ja descrito e identificado comoSNP_ rs2302897.A

Figura 11 mostra a frequéncia dos alelos para este lécus no projeto 1000 genomas.

Wl

Figura 10: : Cromatograma de seqiienciamento por eletroforese capilar mostrando a
regido da substituicdo de bases em heterozigose (destaque).
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Figura 11: Gréfico representando a frequencia alélica desta alteragdo em todos 0s
individuos em diversas populacGes e em sua totalidade (Projeto 1000 genomas).
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4.1.3 Exon 3:

O sequenciamento do fragmento do éxon 3, revelou uma substituicdo de uma
citosina por uma timina em heterozigose (Figura 12). A alteracdo se encontra na regido
intrbnica, porém proxima a regido codificante e ao sitio de splicing, sendo um

polimorfismo ja descrito e identificado comoSNP_rs77681059. O alelo T aparece muito

mais freqtiente do que a alelo C, o qual se encontra em proporc¢des minimas (Figura 13).

0
m
=

0 2
E - E ®E E ®E ®m =
T ¥ & &G T G & A

MR /\/\M

Figura 12: : Cromatograma de seqiienciamento por eletroforese capilar mostrando a
regido da substituicdo de bases em heterozigose (destaque).
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Figura 13: Gréfico representando a frequencia alélica desta alteragdo em todos os
individuos em diversas popula¢Ges e em sua totalidade (Projeto 1000 genomas).
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Ainda no éxon 3, observamos uma substituicdo de uma citosina por uma timina,
em heterozigose (Figura 14). A alteracdo encontra-se muito proxima a regido
codificante e dentro do sitio de splicing. Caracteriza um polimorfismo ja descrito e

identificado como SNP_rs77191445. A Figura 15 mostra a frequéncia dos alelos para

este I6cus no projeto 1000 genomas.
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Figura 14: Cromatograma de sequenciamento por eletroforese capilar
mostrando a regido da substituicdo de bases em heterozigose (destaque).
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Figura 15: Grafico representando a frequencia alélica desta alteracdo em todos 0s
individuos em diversas populacdes e em sua totalidade (Projeto 1000 genomas).

32



4.1.4 Exon 4:

Como o exon 4 apresenta um tamanho consideravel, ele foi amplificado em duas
partes com diferentes pares de primers (4A e 4B) para que toda a sua regido codificante

fosse sequenciada de forma apropriada.

O seqlienciamento do fragmento do exon 4A demonstrou a auséncia de
alteracdes nesta parte do exon.

No entanto, no exon 4Bforam observadas duas alteracGes distintas, mas
localizadas na mesma regido do fragmento e na mesma base, sendo que alguns pacientes
apresentavam uma, enquanto outros pacientes apresentavam a outra. Essas alteragdes
consistem em uma substituicdo de uma timina por uma citosina e em alguns pacientes
tal substituicdo foi observada em homozigose (Figura 16) e em outros em heterozigose
(Figura 17). A alteracdo se encontra na regido codificante, sendo um polimorfismo ja

descrito e identificado como SNPrs1135425.A Figura 18 mostra a freqtiéncia dos alelos

para este locus no projeto 1000 genomas.
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Figura 16: : Cromatograma de seqiienciamento por eletroforese capilar mostrando a
regido da substituicdo de bases em homozigose (destaque).
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Figura 17: Cromatograma de seqlienciamento por eletroforese capilar mostrando a
regido da substituicdo de bases em heterozigose (destaque).
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Figura 18: Grafico representando a frequencia alélica desta alteracdo em todos 0s
individuos em diversas populacdes e em sua totalidade (Projeto 1000 genomas).

Ainda no éxon 4B, observamos uma substituicdo em heterozigosede uma
adenina (A) por uma guanina (G)(Figura 19). A alteracdo encontra-se dentro da regido
codificante e caracteriza um polimorfismo ja descrito e identificado como SNP
rs12207.0 alelo G aparece mais freglientemente do que a alelo A que se encontra em

menores propor¢des (Figura 20).
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Figura 19: : Cromatograma de seqlienciamento por eletroforese capilar mostrando
a regido da substituicdo de bases em heterozigose (destaque).
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Figura 20: Grafico representando a frequencia alélica desta alteracdo em todos 0s
individuos em diversas populacdes e em sua totalidade (Projeto 1000 genomas).
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Tabela 4: Relacdo dos registros de DNAe os tipos de PMG descritos na Tabelal com

cada uma das alteragdes descritas.

Registro de | Tipo de PMG Alteracdo | Alteragdo | Alteracdo no | Alteracéo no
DNA noexonl |noexon2 |exon3 exon 4B
1161/01 PMG PS bilateral (ndo descrita) | SNP
rs28593634 ;
SNP
rs2302897
1197/03 PMG PS frontoparietal SNP SNP rs1135425
biltateral rs77681059 homozigose
1335/03 PMG PS bilateral difusa SNP SNP rs1135425
rs28593634 ; heterozigose
SNP
rs2302897
1337/03 PMG PS bilateral posterior SNP SNP rs1135425
rs28593634 ; heterozigose;
SNP
rs2302897 SNP rs12207
1381/03 PMG PS bilateral parietal SNP rs1135425
heterozigose
1386/03 PMG PS bilateral difusa SNP
rs28593634 ; SNP rs1135425
SNP homozigose
rs2302897
674/04 PMG PS frontoparietal
848/04 PMG PS bilateral simétrica
2106/04 PMG PS parietal unilateral SNP SNP rs1135425
direita rs77681059 homozigose
322/08 PMG parietal SNP rs1135425
heterozigose
539/08 PMG PS frontal e parietal SNP rs1135425
direita heterozigose
552/08 PMG frontotemporal e parietal SNP rs1135425
heterozigose
611/08 PMG temporal direita SNP SNP rs1135425
rs28593634 ; homozigose;
SNP
rs2302897 SNP rs12207
188/09 PMG PS bilateral SNP
rs28593634 ; SNP rs1135425
SNP heterozigose
rs2302897
456/09 PMG SNP rs1135425
heterozigose
463/09 PMG rolandica SNP rs1135425

Heterozigose
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497/09 PMG SNP rs1135425
heterozigose
503/09 PMG SNP rs1135425
homozigose
505/09 PMG temporal SNP rs1135425
heterozigose
506/09 PMG SNP rs1135425
heterozigose
525/09 PMG SNP SNP SNP rs1135425
rs28593634 ; | rs77191445 homozigose
SNP
rs2302897
533/09 PMG frontoparietal direita SNP rs1135425
heterozigose
569/09 PMG PS SNP SNP rs1135425
rs77681059 heterozigose
47/10 PMG difusa
28/99 PMG PS bilateral SNP rs1135425
heterozigose
573/03 PMG parietal posterior SNP SNP rs1135425
rs2302897 heterozigose
379/04 PMG parietal posterior

Onde: PMG= polimicrogiria; PS= Perisylviana

4.2 Busca de Alterag6es Estruturais por meio da técnica de microarranjo:

Todos os pacientes analisados se mostraram negativos para alteracfes deletérias nos

gene candidato TUBB3 e demais genes estudados em outros trabalhos (SLITRK2,
SLITRK4, SRPX2, AFF2, TUBA1A, TUBB2B e TUBAS), sendo assim, todos elesforam

submetidos a técnica de microarranjos para a busca de alteragdes estruturais

denominadas Copy Number Variations(CNV).

As etapas de digestdo, ligacdo dos adaptadores e PCR foram realizadas com

sucesso. Podemos visualizar abaixo um gel de agarose que representa a etapa de PCR

com o padrdo de amplificacdo dos fragmentos genémicos entre 2000 e 150pb (Figura

21).
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Figura 21: Visualizacdo dos produtos de PCR em gel de agarose 2%. Amostras
aleatorias. Nas laterais podemos ver o marcador de peso molecular de 100pb.

Posteriormente, seguimos com as etapas de purificacio com beads magnéticas,
quantificacdo e fragmentacdo do material amplificado. Todas essas etapas também
foram realizadas com sucesso e ao final da fragmentacdo, todas as amostras se
apresentaram com o padréo de fragmentos entre 125 e 25pb (Figura 22). Por fim foram
realizadas as etapas de marcacdo, hibridacdo, lavagem e escaneamento dos

microarranjos.

<+—— 150
<+ 100

Figura 22: Visualizagdo dos produtos da fragmentagdo em gel de agarose 2%. Amostras
aleatorias. Nas laterais, 0 marcador de peso molecular 50bp.



Apb6s o término dos experimentos, foi realizada a analise dos microarranjos
utilizando o programa Chromosome Analysis Suite. Em um primeiro momento,
analisamos somente alteracbes >100Kb, pois estas tém uma maior probabilidade de

serem patogénicas.

Como podemos visualizar abaixo (Tabela 5), diversas dele¢cOes e duplicagcdes foram
encontradas. A maior parte delas ja é descritas, entretanto algumas sdo consideradas
como inéditas e ainda ndo foram descritas no banco de dados DGV, sendo que estas

possuem um potencial patogénico a ser considerado.
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Em todos os pacientes analisados foram identificadas uma totalidade de 94 CNVs. O
tamanho das CNVs variaram entre 100,951 kbp 1207,762 kbp, apresentando tamanho
médio de 268,62. Destas, 83 CNVs ja eram descritas e 11 foram consideradas como
inéditas, ou seja, ainda ndo descritas na literatura ou em banco de dados.As CNVs ja
descritas apresentaram um tamanho médio de 270,911 kbp e as inéditas um tamanho
médio de 277,814 kbp. Essas alteracdes estruturais podem ser tanto variacdes de perda,
como de ganho. Assim, a média das CNVs encontradas que possuiam alteracao de perda
foi de 205,51 kbp, e a média de todas aquelas que possuiam alteracdo de ganho foi de
315,37. Apesar de a diferenga ser pequena, houve maior predominancia de ganhos de

regibes em relagéo as perdas, foram encontrados 55 ganhos e 39 perdas. — Tabela 6.

Meédia de todas as CNVs encontradas 268,62
Média de todas as alteragdes de perda 205,51
Média de todas as alteragdes de ganho 315,37
Média das CNVs ja descritas 270,911
Meédias das CNVs inéditas 277,814
Range 100,951 — 1207,762
Total de CNVs 94
CNVs ja descritas 83
CNVs inéditas 11
CNVs de ganho 55
CNVs de perda 39

Tabela 6: Apresentacao dos calculos das CNVs da tabela 5. As médias e o range foram
calculados a partir do tamanho dos fragmentos (kbp).

Algumas das alteracGes estruturais ainda ndo descritas no DGV e com um possivel
potencial patogénico podem ser observadas nas figuras abaixo, as quais foram dividas

por paciente.

44



4.2.1 Caso 657/12

Trata-se de um paciente com polimicrogiria bilateral. O individuo em questéo
possui duplicagéo de 604,254kbp no cromossomo X. Essa CNV envolve 0s genes
SPANXB1, SPANXB2, SPANXF1, LDOC1, SPANXC, SPANXA2, SPANXAL (Figura 23).

Essa CNV foi também analisada no banco de dados Decipher, o qual possui
informacdes se a CNV inédita possui sobreposicdo com variantes ja descritas como
patogénicas ou se existe associagdo com sindromes bem caracterizadas do ponto de
vista clinico.Encontramos uma sobreposicdo dessa CNV com outra ja descrita no
Decipher, a qual se encontra na mesma localizacdo e esta presente em pacientes com
fendtipos de atraso no desenvolvimento da fala e da linguagem, disturbios psiquiatricos,

microcefalia, disturbios intelectuais e hiperatividade (Figura 24).
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Figura 23: Anélise de alta resolucdo da alteragdo estrutural no cromossomo X do individuo
657/12. Notar na parte superior da figura a barra em azul que representa a variagdo no numero de
copias do individuo, azul representando alteracdo de ganho e vermelho de perda. Na parte
inferior, encontramos 0s genes englobados pela variacdo: SPANXB1, SPANXB2, SPANXF1,
LDOC1, SPANXC, SPANXA2, SPANXAL
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Patient's phenotypes

Delayed speech and language development
Behavioural/Psychiatric Abnormality

Small for gestational age

Patient's phenotypes

Open mouth

Microcephaly

Upslanted palpebral fissure
Cutis marmorata

Intellectual disability
Downturned corners of mouth

Proportionate short stature

Patient's phenotypes

Abnormality of the pinna
Ptosis

Wide nasal bridge
Coloboma

Long palpebral fissure
Sacral dimple

Abnormal hair pattern

Patient's phenotypes

Hyperactivity

Feeding difficulties in infancy
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Figura 24: CNV analisada no banco de dados Decipher que se sobrepde & CNV identificada
pelo nosso grupo. Na porcéo superior, os fendtipos dos pacientes os quais essa alteracdo foi
identificada. Mais abaixo, em destaque, 0s genes que a CNV engloba.

4.2.2 Caso 848/04

Trata-se de um paciente do sexo masculino, com polimicrogiria perisilviana

simétrica bilateral. O individuo em questdo possui duplica¢do de 117,943kbp no
cromossomo 19. Essa CNV envolve os genes : ZNF564, ZNF490, ZNF791 (Figura 25).
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Figura 25: Andlise de alta resolucdo da alteracdo estrutural no cromossomo 19 do individuo
848/04. Notar na parte superior da figura a barra em azul que representa a variacdo no nimero de
copias do individuo, azul representando alteracdo de ganho e vermelho de perda. Logo abaixo
podemos observar barras em vermelho e azul que sdo as varia¢fes ja descritas em bancos de
dados e ndo associadas a quadros patologicos. Também na parte inferior, encontramos 0s genes

englobados pela variagdo: ZNF564, ZNF490, ZNF791

4.2.3 Caso 505/09

Trata-se de um paciente do sexo feminino, com polimicrogiriatemporal. O
individuo em questdo possui duplicacéo de 553,55kbp no cromossomo 21. Essa CNV
envolve diversos genes : PCBP3, COL6AL, COL6A2, FTCD, C21orf56, LSS
MCM3AP-AS MCM3AP, C21orf57, C21orf58, PCNT, DIP2A (Figura 26).
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Figura 26: Andlise de alta resolucdo da alteracdo estrutural no cromossomo 21 do individuo
505/09. Notar na parte superior da figura a barra em azul que representa a variacdo no nimero de
cépias do individuo, azul representando alteracdo de ganho e vermelho de perda. Logo abaixo
podemos observar barras em vermelho e azul que sdo as variacfes ja descritas em bancos de
dados e ndo associadas a quadros patologicos. Também na parte inferior, encontramos 0s genes
englobados pela variagdo: PCBP3, COL6A1, COL6A2, FTCD, C2lorf56, LSS MCM3AP-AS,

MCMB3AP, C21orf57, C210rf58, PCNT, DIP2A

4.2.4 Caso 322/08

Trata-se de um paciente do sexo masculino, com polimicrogiria parietal. O
individuo em questdo possui duplicacéo de 122,724kbp no cromossomo 6. Essa CNV
envolve os genes : C6orf186, DDO, S_.C22A16 (Figura 27).
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Figura 27: Analise de alta resolucdo da alteracdo estrutural no cromossomo 6 do individuo
322/08. Notar na parte superior da figura a barra em azul que representa a variacdo no nimero de
cépias do individuo, azul representando alteracdo de ganho e vermelho de perda. Logo abaixo
podemos observar barras em vermelho e azul que sdo as variacGes ja descritas em bancos de
dados e ndo associadas a quadros patologicos. Também na parte inferior, encontramos 0s genes

englobados pela variacdo: C6orf186, DDO, S_.C22A16.
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4.2.5 Caso 1337/03

Trata-se de um paciente do sexo feminino portador de polimicrogiria
perisilviana parietal posteriro. O individuo em questdo possui dele¢do de 166,713kbp no
cromossomo 4. Essa CNV envolve apenas o gene: ARHGAP10 (Figura 28).
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Figura 28: Analise de alta resolucdo da alteracdo estrutural no cromossomo 4 do
individuo1337/03. Notar na parte superior da figura a barra em azul que representa a variacdo no
nimero de cépias do individuo, azul representando alteracdo de ganho e vermelho de perda.
Logo abaixo podemos observar barras em vermelho e azul que s&o as variagdes ja descritas em
bancos de dados e ndo associadas a quadros patolégicos. Também na parte inferior, encontramos

0s genes englobados pela variagdo: ARHGAP10
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento do cortex cerebral envolve uma série de mecanismos
complexos. Os motivos pelos quais algumas falhas sdo geradas em todo este processo,
ainda permanecem incompreendidos. No entanto, ja é claro que interrupcdes ou
anormalidades nos diversos estagios do desenvolvimento do cdrtex podem levar a
origem das MDCs [10].

Aproximadamente 100 bilh6es de neurdnios migram pelo encéfalo e se
organizam em um quadrilhdo de sinapses [7]. Os estagios que caracterizam a migracao
neuronal e os eventos pds-migracionais sempre se encontram enfatizados em diversos
estudos sobre a investigacdo destes disturbios. O papel do citoesqueleto e a importancia
dos microtubulos ganha maior significancia pela associacdo de mutagcdes com genes da
familia das tubulinas [72].

O gene TUBBS3, localizado no cromossomo 16 do genoma humano, é
responsavel por codificar proteinas beta-tubulina do isotipo Ill, fazendo parte do
complexo alfa-beta-tubulina, principais componentes dos microtubulos. Este gene é
estruturado em um total de 9 éxons e 15 transcritos. Este trabalho teve como objetivo
analisar o0s 4 exons codificantes que geram uma proteina de 450 aminoacidos.

A triagem de mutacdes do gene TUBB3 realizada em pacientes com
Polimicrogiria, identificou alteracGes em todos os quatro exons. Com excecao de uma,
todas as alteracdes encontradas ja haviam sido anteriormente descritas, e a partir disso,
contatou-se que estas sdo pouco provaveis de apresentarem um potencial patogénico. A
alteracdo que ainda ndo havia sido descrita também possui uma pequena probabilidade
de ser patogénica, devido ao fato de que ela ndo se localiza na regido codificante e nem
no sitio de splicing. Foram identificadas trés mutacdes na regido de introns e apesar de
estarem muito préximas a regido codificante e ao sitio de splicing, provavelmente ndo
sdo patogénicas, ja que também estdo presentes com freqiiéncias consideraveis em
individuos clinicamente normais (figuras mostrando distribuic6es alélicas no 1000
genomas). Uma das mutacfes encontradas estava presente dentro da regido de sitio de
splicing, havendo assim, uma pequena possibilidade de altera-lo; porém ainda assim, ela
ndo foi descrita como patogénica no Ensembl. Também foram identificadas duas
alteracOes dentro da regido codificante, mas pelo fato de ambas ja terem sido descritas
anteriormente (Ensembl), a possibilidade de estarem relacionadas com o quadro clinico

dos pacientes é infima.
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Posteriormente, realizamos a andlise das alteracdes estruturais, e assim, foi
possivel detectar algumas CNVs com potencial patogénico ndo descritas no banco de
dados do DGV. Incluimos no trabalho o paciente 657/12 que apresenta um quadro
clinico de PMG Bilateral e era um suspeito de possuir alteracbes estruturais nesta
regido, assim resolvemos confirmar pela técnica de SNP Array, junto com os demais
pacientes.

Na Figura 23, observamos uma alteracdo no cromossomo X do individuo
657/12. Essa CNV engloba diversos genes - SPANXB1, SPANXB2, SPANXF1, LDOC1,
SPANXC, SPANXA2, SPANXAL — e ainda ndo € descrita, entretanto podemos encontrar
em banco de dados de variantes patogénicas a descricdo de outra CNV que se sobrepde
a esta, possuindo exatamente a mesma localizacdo e englobando os mesmos genes. Essa
variacdo ja descrita esta presente em pacientes com fenétipos de atraso no
desenvolvimento da fala e da linguagem, distdrbios psiquiatricos, microcefalia,
disturbios intelectuais e hiperatividade (Figura 24). Portanto, essa variacdo identificada
pelo nosso grupo suporta fortemente a hipotese de uma relagdo entre a PMG e CNVs
nesta regido do cromossomo X. Outra evidencia, é o locus descrito por nosso grupo em
Xq27, para uma familia com Polimicrogiria Perisilviana Bilateral (80), mesma
localizagdo na CNV em questé&o.

Na Figura 25, observamos uma alteracdo no cromossomo 19 do individuo
848/04. Essa CNV engloba trés genes - ZNF564, ZNF490, ZNF791 — e se caracteriza
como uma alteracdo de ganho no nimero de copias. Entretanto, a maior parte das CNVs
ja descritas no DGV que ndo sdo associadas a quadros patologicos sdo alteracdes de
perda no nimero de copias, encontrando pequenas alteracdes de ganho, mas nenhuma
que englobe todos os trés genes, como a variante identificada em nosso pacientes.

Na Figura 26, observamos uma alteracdo no cromossomo 21 do individuo
505/09. Essa CNV engloba diversos genes - PCBP3, COL6A1, COL6A2, FTCD,
C2lorf56, LSS MCM3AP-AS MCM3AP, C2lorf57, C21orf58, PCNT, DIP2A — e
também se caracteriza como uma alteracdo de ganho no numero de copias. Ha
alteracdes de perda e ganho descritas no DGV, porém sdo pequenas CNVs que ndo
englobam todos os genes citados anteriormente.

Na Figura 28, observamos uma alteragdo no cromossomo 4 do individuo
1337/03. Essa CNV se caracteriza como uma altera¢do de perda no nimero de copias e
engloba apenas um gene. Porém, ainda ndo ha descrices no DVG de nenhuma CNV

neste locus.
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Na Figura 27 e no restante das alteragdes inéditas destacadas em vermelho na
Tabela 5, encontramos CNVs que sdo descritas no DVG, mas nenhuma delas que

englobam os mesmos genes das CNVs apresentadas neste trabalho.
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6. CONCLUSOES

1. Diante dos resultados obtidos nesse estudo, podemos concluir que o
gene TUBB3 ndo possui nenhuma alteracdo que se
mostrassesignificativamente envolvida na etiologia da polimicrogiria
em nosso grupo de pacientes;

2. Também podemos concluir pela analise de Copy Number Variations,
que as alteracbes apresentadas neste trabalho, consideradas como
inéditas por ndo terem sido descritas no banco de dados DGV, podem
sugerir novas hipoteses de genes que possivelmente estejam
envolvidos na etiologia da polimicrogiria.

3. Perspectivas: as alteragOes estruturais inéditas ainda serdo validadas
em outra plataforma como parte de algum trabalho posterior e, além
disso, as familias desses pacientes também serdo analisadas
posteriormente para investigar se estas se tratam de alteracGes
herdadas. Além disso, poderemos investigar o SNP encontrado no
exon 3, o qual se encontra em regido de sitio de splicing e possui baixa

frequéncia na populagédo controle brasileira.
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