
1 
 

 
 
 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO 
INSTITUTO DE BIOCIÊNCIAS  

CAMPUS DE BOTUCATU 
 
 

 

 

Análise do gene TUBB3 e de Copy Number 

Variations em pacientes com Polimicrogiria 

 

 
Marcella Gonçalves Mazutti 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Monografia apresentada à UNESP, Instituto de Biociências, 
Campus de Botucatu, para obtenção do título 

de Bacharel em Ciências Biológicas 
 
 
 
 
 



2 
 

 
 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS 

DEPARTAMENTO DE GENÉTICA MÉDICA 
 
 

 

 

Análise do gene TUBB3 e de Copy Number 

Variations em pacientes com Polimicrogiria 

 

 
Marcella Gonçalves Mazutti 

Orientadora: Profa. Dra. Iscia Lopes Cendes 

 

 
 
 
 

Monografia apresentada à UNESP, Instituto de Biociências, 
Campus de Botucatu, para obtenção do título 

de Bacharel em Ciências Biológicas 

 
 

 
 
 

Campinas – SP 
2013 



3 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



4 
 

AGRADECIMENTOS: 

 

Primeiramente, gostaria de agradecer a minha mãe, Roseli Gatti Gonçalves, 

aquela que esteve ao meu lado em todos os momentos, que sempre me apoiou em todas 

as minhas decisões, concordando ou não com elas, que me ajudou a enfrentar todas as 

dificuldades e que vibrou comigo nas minhas conquistas e em todos os meus bons 

momentos, que abriu mão de tantas coisas para que eu pudesse realizar meus sonhos, 

como se a minha felicidade fosse também a dela, em mesmo grau e intensidade. 

Obrigada mãe, por me ensinar tanto, por me motivar sempre com a sua inteligência e 

coragem. Com certeza eu não teria essa conquista e não seria nem a metade do que sou 

sem você. Agradeço também a toda minha família pelo apoio e pela união.  

Agradeço a família que acabei ganhando de coração, a todas as meninas da 

República Naxincha pelos anos de aprendizagem e crescimento, pela amizade, pela 

parceria, pelas risadas, pelos conselhos, por todos os momentos especiais e pelas 

diferenças que tornaram cada uma de vocês únicas! 

Agradeço ao meu namorado, Pedro Baseio, que acompanhou cada passo dessa 

fase de mudanças, que sempre esteve ao meu lado e me ajudou a enxergar tantas coisas 

boas. Obrigada meu amor, por todos os seus conselhos, toda a  força e companheirismo, 

por sempre ser meu porto seguro! 

Agradeço a minha orientadora, Iscia Lopes Cendes, pela confiança e 

oportunidade de aprender com uma grande equipe e fazer parte de um laboratório de 

excelência. 

Gostaria de agradecer a cada um do Laboratório de Genética Molecular, pela 

recepção incrível que me deram, por todo carinho e aprendizagem. 

Em especial, um muito obrigada ao meu co-orientador, Fábio Rossi Torres, pelo 

ensinamento indescritível, pela paciência de me ensinar desde o começo as coisas mais 

básicas da prática do laboratório e das teorias. Obrigada por me passar todo esse 

conhecimento, agradeço pela sua enorme confiança e por toda a atenção! 

Por fim, agradeço a Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP por me 

receber e proporcionar a realização deste trabalho. Também agradeço ao Instituto de 



5 
 

Biociências da UNESP e a todos os seus docentes, os quais me proporcionaram uma 

educação de qualidade, contribuindo significativamente para minha formação em 

Ciências Biológicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 
 

SUMÁRIO 

 

 

RESUMO ........................................................................................................... 7 
 
 
INTRODUÇÃO.................................................................................................. 9 
 
 
OBJETIVOS...................................................................................................... 19 
 
 
MATERIAL E MÉTODOS.............................................................................. 20 
 
 
RESULTADOS.................................................................................................. 28 
 
 
DISCUSSÃO....................................................................................................... 51 
 
 
CONCLUSÃO...................................................................................................... 54 
 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS.............................................................. 55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 
 

RESUMO 

A polimicrogiria (PMG) é uma malformação do córtex cerebral causada por falhas 

no seu desenvolvimento, caracterizando-se por um número excessivo de pequenos giros 

e laminação anormal, dando à superfície cortical uma aparência irregular e grosseira. A 

gravidade de suas manifestações clínicas se relaciona diretamente com a extensão da 

malformação e das regiões cerebrais afetadas, sendo que a presença de lesões bilaterais 

ou unilaterais extensas indica um pior prognóstico. Uma das síndromes de 

polimicrogiria mais freqüentes e, conseqüentemente, mais bem descritas clinicamente, é 

a polimicrogiria perisylviana bilateral (PPB). Essa forma de PMG atinge a região que 

tange a fenda Sylviana, podendo apresentar-se tanto unilateralmente quanto em ambos 

os hemisférios. Vários genes têm sido relacionados a diferentes formas de 

polimicrogiria, são eles AFF2,TUBA1A, TUBB2B e TUBA8, SRPX2 e WDR62. Estes 

genes já foram estudados pelo nosso grupo de pesquisa em um grupo de pacientes 

compostos de casos familiares e esporádicos, 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 questão pertence à mesma família de TUBA1A, TUBB2B e TUBA8 e codifica 

uma proteína de ligação aos microtúbulos, tendo importante papel na formação do fuso. 

Além deste gene, também tem sido descritas alterações genômicas, denominadas de 

Copy Number Variations (CNV), estas variações estruturais tem sido associadas com 

diversos distúrbios neurológicos, que vão desde transtornos psiquiátricos até 

malformações do córtex cerebral como a PMG. Desta forma, o objetivo deste trabalho 

foi analisar a existência de alterações de ponto deletérias no gene TUBB3 em pacientes 

com PMG e também, o envolvimento de CNVsna etiologia deste tipo de malformação 

cortical. A análise do gene TUBB3 foi realizada por amplificação dos exons codificantes 

pela reação em cadeia da polimerase (PCR) e seqüenciamento direto dos produtos de 

amplificação pela técnica de Sanger em um ABI3500XL (Life Technologies 

Corporation). As variantes identificadas foram caracterizadas através de softwares de 

bioinformática para estimar o potencial patogênico das mesmas. Os pacientes negativos 

para alterações deletérias em TUBB3(e nos demais genes candidatos realizados em 

outros trabalhos) foram analisados para CNVs com o kitCytoScan HD (Affymetrix) 

seguindo recomendações do fabricante. A análise dos CNVs identificados foi realizada 

com o software Chromosome Suite (Affymetrix) eo potencial patogênico dos mesmos 
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foi aferido através de consulta de base de dados como DGV e Decipher. Assim, a partir 

do seqüenciamento do gene TUBB3 por eletroforese capilar, foram identificadas 

alterações nos quatro exons do gene, no entanto apenas uma delas ainda não era descrita 

no banco de dados Ensembl, mas como se encontra na região intrônica, a probabilidade 

de possuir um potencial patogênico é baixa, assim como o restante das alterações. Com 

a análise das CNVs, identificamos diversas alterações estruturais, tanto de ganho como 

de perda, algumas delas foram consideradas como inéditas por não serem descritas 

anteriormente em banco de dados (DGV). Os resultados deste trabalho sugeriram novas 

hipóteses, as quais poderão contribuir em análises futuras acerca da etiologia das PMGs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

1. INTRODUÇÃO 
 

 
1.1 O Desenvolvimento do Córtex Cerebral 

 
O córtex cerebral é uma estrutura modular que possui o início de sua formação 

marcado por uma combinação de sinais que resultam na indução de grupos de neurônios 

na camada neuroepitelialque irão sofrer, posteriormente, outros processos funcionais. 

[1,2,3,4] 

Os mecanismos relacionados com o desenvolvimento do córtex são extremamente 

complexos, envolvendo aproximadamente 100 bilhões de neurônios que migram pelo 

encéfalo e se organizam em um quadrilhão de sinapses. Todo esse processo é regulado 

por uma ação recíproca entre mecanismos genéticos intrínsecos e informações 

extrínsecas transmitidas ao córtex. Assim, fatores genéticos e ambientais podem ser 

influentes na ocorrência de distúrbios do desenvolvimento cortical [5;6;7] 

O desenvolvimento do córtex cerebral humano é um processo que depende de uma 

eficiente maquinaria molecular e bioquímica para atingir o grau de organização 

apresentado pelas suas camadas neuronais [8,9]. Estes neurônios irão se diferenciar, 

migrar e se organizar no córtex adulto.Desta forma, podemos dividir a formação cortical 

em três grandes estágios que se sobrepõem: proliferação, migração e organização 

celular [10]. 

A fase de proliferação tem início na 5ª - 6ª semanas, ocorrendo até a 6ª - 20ª 

semanas de gestação. No início da corticogênese, células neuroepiteliais sofrem 

sucessivas divisões simétricas, aumentando a quantidade de células progenitoras. 

Posteriormente, as células neuroepiteliais se diferenciam em células da glia que, por sua 

vez, sofrem divisões assimétricas originando novas células gliais e progenitores 

intermediários. Estes últimos se dividem simetricamente para dar origem aos neurônios 

[11]. 

Os neurônios recém-formados devem migrar para seus destinos finais, 

caracterizando a fase de migração, que ocorre da 6ª - 7ª a 20ª - 24ª semanas de gestação. 

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

radialmente pelas fibras radiais gliais, quanto tangencialmente paralelo à superfície pial. 

Durante os estágios iniciais da migração, as células passam por um estágio chamado de 

multipolar, passando posteriormente, por uma fase de transição, na qual os neurônios 

adotam uma conformação bipolar e migram através das fibras radiais gliais. As 
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primeiras células que migram formarão a pré-placa. As demais ondas migratórias de 

neurônios irão, então, formar a placa cortical que irá dividir a pré-placa em uma camada 

mais externa denominada de zona marginal e uma camada mais interna chamada de 

sub-placa. Ao chegarem à placa cortical, os neurônios se organizam em camadas que 

irão se desenvolver no córtex adulto. Este processo segue um padrão chamado de 

“inside-out”, no qual os neurônios recém-chegados à placa cortical ultrapassam os 

neurônios mais antigos, acumulando-se progressivamente em camadas mais superficiais 

(Figura 1) [12].Quando o estágio de migração se finaliza, o córtex passa a ser uma 

estrutura com seis camadas, com cada uma delas compreendendo diferentes tipos de 

neurônios, os quais se destinarão a funções distintas. Todas essas etapas ocorrem de 

uma maneira dinâmica e mais de um estágio pode ocorrer simultaneamente durante 

várias semanas de gestação [13]. 

 

 

Figura 1: Exemplificação do processoinside-out na fase de migração neuronal e 
transição morfológica dos neurônios. Os neurônios recém-chegados à placa cortical [2] 
ultrapassam os neurônios mais antigos [1], acumulando-se progressivamente em 
camadas mais superficiais [3]. Os estágios multipolar e bipolar [4] mostram a transição 
morfológica sofrida pelas células no início da migração (adaptado de Riken)[14]. 

 

A fase de organização se inicia na 16ª semana de gestação e continua a acontecer 

mesmo após o nascimento [13]. Este estágio envolve processos de extensão de neuritos 

(axônios e dendritos), sinaptogênese e maturação neuronal, que irão resultar em uma 
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rede de ligações específicas entre as células, dando início à formação do neocórtex 

[4,15]. 

Qualquer alteração em algum desses três estágios pode resultar em diversas 

anomalias, desde a produção de células aberrantes em seu tamanho e morfologia, até um 

posicionamento errôneo dos neurônios [13]. Essas anormalidades são classificadas 

como malformações do desenvolvimento cortical. 

 

1.2 Malformações do Desenvolvimento Cortical e Epilepsia 

 

Em 1873, Camilo Golgi instaurou uma técnica que consistia na fixação e 

impregnação de células do tecido nervoso por prata. Em 1880 a aplicação desta técnica 

deu origem a um famoso artigo, o qual possuía minuciosas descrições de células 

nervosas de diferentes tecidos. Este fato foi o marco que deu início a uma série de 

investigações sobre a embriogênese dos tecidos do sistema nervoso [16]. A partir deste 

período, os estudos neuropatológicos avançaram de forma significativa, surgindo a 

primeira hipótese de que crises epilépticas podiam ser decorrentes de descargas elétricas 

anormais no cérebro e também, de queas malformações corticais estavam estreitamente 

relacionadas com a epilepsia [17,18,19]. 

A epilepsia é uma condição neurológica comum, que afeta de 1,5 - 2% da população 

mundial [20]. É considerada como um distúrbio crônico caracterizado pela presença de 

crises epilépticas recorrentes que são resultantes de descargas elétricas neuronais 

excessivas e anormais em determinada área do encéfalo [21, 22]. Possui grande 

variedade de manifestações clínicas, etiologias, graus variados de morbidade e 

prognóstico [23]. 

Em 1996, o termo malformações do desenvolvimento cortical (MDC) foi 

introduzido para designar um grupo comum de desordens em crianças com retardo no 

desenvolvimento e em indivíduos com epilepsia [24]. Desde então, muitos estudos 

foram realizados e hoje sabemos que as MDC englobam um amplo espectro de 

distúrbios, com diversas etiologias e manifestações clínicas. As malformações do córtex 

cerebral são apontadas como uma das principais causas de doença mental e epilepsia 

[25], estimando-se que esteja presente em até 40% das crianças com epilepsia refratária 

[26]. 

Para compreender as MDC, é importante entender as bases da embriologia do córtex 

cerebral. Como pode ser visualizado no tópico anterior, a interrupção ou 
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anormalidadesdurante os diversos estágios do desenvolvimento cortical podem levar as 

MDCs [27]. Portanto, existem pelo menos três mecanismos principais pelos quais as 

MDCs podem se desenvolver e que refletem as etapas embriológicas de formação do 

córtex: 1- anormalidades da proliferação e diferenciação de neurônios e da glia; 2- 

anormalidades na migração neuronal e 3- distúrbios na organização cortical [28]. 

  A etiologia dessas malformações, muitas vezes multifatorial, pode ser devida a 

mutações genéticas ou influências ambientais que ocorrem na fase de desenvolvimento 

cortical no ambiente intraútero. O tempo, a gravidade e o tipo de influências ambientais, 

bem como de fatores genéticos, determinarão o tipo e a extensão da síndrome. [29; 30]. 

 

1.3 Polimicrogirias 

 

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

anormais que produzem uma superfície irregular no córtex cerebral. Esse distúrbio 

resulta de uma anormalidade no desenvolvimento cortical, sendo um tipo comum de 

MDC. Seu mecanismo patogênico ainda não é totalmente compreendido, no entanto 

atualmente a PMG vem sendo associada com mutações em diversos genes [31]. 

A polimicrogiria tem sido considerada há muitos anos como um espectro de 

transtornos os quais são unidos e classificados sob um único nome. Podemos encontrar 

na literatura muitas discussões sobre a polimicrogiria “verdadeira” e as variantes de 

microgiria [32,33,34]. Entretanto, o termo ainda é amplamente utilizado para descrever 

doenças que têm diferentes causas, diferentes conformações, associação com outros 

tipos de malformações e distintas aparências microscópicas,tornando-se assim, difícil de 

entender e classificar corretamente os distúrbios[35]. 

Esse distúrbio é relacionado a falhas na fase de organização cortical, incluindo o 

final da fase de migração (41), assim como a fase de padronização e organização do 

cérebro, geralmente entre a 17ª a 25-26ª semanas de gestação [36,15] 

A aparência da PMG varia de acordo com a idade do paciente [37]. Em recém-

nascidos e crianças, o córtex apresenta uma espessura muito fina, com múltiplas e 

pequenas ondulações.  Após a mielinização, acontece um leve engrossamento do córtex 

com sutis irregularidades nas junções córtex - substância branca. As PMGs podem ser 

localizas em um único giro e envolvem porções de um hemisfério, podendo ser 

bilaterais e assimétricas, bilateral e simétricas ou difusas [9]. 
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Seu diagnóstico é normalmente realizado por ressonância magnética (MRI). A 

tomografia computadorizada (TC) e outros métodos de imagem geralmente não têm 

uma boa resolução ou contraste adequado para identificar os pequenos giros que 

definem a condição [38]. 

Infelizmente, pouco se sabe sobre a extensão histopatológica vista em PMG, em 

parte porque poucos estudos patológicos em larga escala foram executados. A escassez 

dedados patológicos de polimicrogiria ocorre também pelo fato de muitas vezes ela ser 

localizadaem áreas corticais muito expressivas, assim, raramente pode-se adquirir tecido 

para o estudo, nos casos de cirurgias em epilepsia de difícil controle [39]. Estudos 

recentes sugeremuma grande heterogeneidade em seu aspecto [39, 40] e em sua 

microscopia [35], apoiando o conceito de que polimicrogiriaé heterogênea em causa, 

embriogênese e características morfológicas [41]. No entanto, observa-se em estudos 

microscópicos que de fato o córtex cerebral é muito fino e possui uma laminação 

anormal. Assim, a conformação do córtex pode-se apresentar de duas maneiras: com 

ausência 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 lesão isolada ou associada com outras malformações corticais, 

como a heterotopia nodular periventricular [43] ou a esquizencefalia [44], ou ainda 

como parte de múltiplas anomalias congênitas graves [13]. Deste modo, levando em 

conta essas características, ela pode ser classificada em diversos subtipos, de acordo 

com a região cerebral afetada, alguns deles são: (A)Polimicrogiria Frontal, caracterizada 

pela presença de atraso cognitivo e motor e epilepsia [45]; (B) Polimicrogiria 

Frontoparietal, caracterizada pela presença de grave atraso cognitivo e motor, disfunção 

cerebelar e convulsões [46,47,48]; (C) Polimicrogiria Perisylviana, caracterizada por 

comprometimento cognitivo, epilepsia e em alguns casos pela presença de artrogripose 

e/ou doença do neurônio motor inferior [49,50,51,52,53]; (D) Polimicrogiria Parieto-

occipital Parassagital, caracterizada por convulsões parciais e alguns casos com 

desabilidades intelectuais [54]; (E) Polimicrogiria Generalizada, caracterizada por 

atraso cognitivo e motor de gravidade variável e convulsões [55] (Figura 2).Entretanto, 

sua forma mais comum é simétrica, bilateral e acomete principalmente a região 

perisylviana. 
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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 clínico 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 

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

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

forma simétrica, mas esse padrão pode variar nos pacientes [13]. Os pacientes 

apresentam em geral um quadro de diplegia facio-faríngeo-glosso-mastigatória, levando 

a prejuízo na fala e deglutição, e quando os danos são muito extensos, pode ser 

observado um quadro de quadriparesia espástica [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% têm dificuldade de controle das crises [58].  

 

Figura 2: Desenhos ilustrativos que exemplificam a localização 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]. 

A B E D C 
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1.4 Aspectos genéticos: Gene TUBB3 e Malformações do Desenvolvimento 

Cortical 

 

Estudos genéticos do desenvolvimento do córtex e da migração neuronal têm se 

caracterizado por uma grande evolução ao longo dos últimos anos, com descobertas de 

diversos genes que, quando mutados, causam desordens no desenvolvimento cortical 
[27]. 

A identificação de uma causa genética se reflete em um diagnóstico diferenciado a 

pacientes com MDC, facilitando uma previsão mais precisa da evolução do seu quadro 

clínico e possibilitando um aconselhamento genético mais preciso à família do paciente 

[59]. Além disso, o estudo desses distúrbios tem auxiliado muito no entendimento de 

processos do desenvolvimento do córtex [9]. 

Em 2008, Guerrini, Dobyns e Barkovich [9] listaram as malformações do córtex 

cerebral com causa genética até então descritas, totalizando 27 quadros clínicos, 

relacionados a 33 loci, dos quais 24 genes foram mapeados. Dos 33 loci, apenas quatro 

localizam-se no cromossomo X, sendo os outros 29 autossômicos. A grande maioria dos 

genes já identificados está relacionada a malformações da fase de migração, revelando a 

Figura 3: Na imagem superior observamos a localização da Fissura 
Sylviana. Logo abaixo, imagens de ressonância magnética de um 
indivíduo normal (A) e de outro, portador de polimicrogiria 
perisylviana (B – indicado pela seta). 
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importância de processos como o transporte via microtúbulos, posicionamento 

centrossomal, transporte nuclear, estabilização de microtúbulos, fusão e trânsito de 

vesículas e integridade neuroependimal no desenvolvimento cortical. Desde então, não 

surpreende que mutações nos genes de microtúbulo Alfatubulina 1A (TUBA1A), 

Alfatubulina 8 (TUBA8), Betatubulina 2B (TUBB2B) e Betatubulina 3 (TUBB3) têm 

sido associadas a malformações resultantes de migração neuronal anormal e de 

desenvolvimento pós-migratório. Em 2009, Jaglin et al. [60] relataram mutações de 

novo no gene TUBB2B encontradas em quatro pacientes com polimicrogiria bilateral 

assimétrica e em 2012, Guerrini et al. [61] descreveram três novas mutações, neste 

mesmo gene, em pacientes que apresentavam polimicrogiria difusa e paquigiria, 

aumentando o espectro fenotípico de malformações corticais associadas ao gene 

TUBB2B. Abdollahi et al. [62] identificaram um caso de síndrome autossômica 

recessiva causada por uma mutação no gene TUBA8, encontrada em pacientes com 

polimicrogiria generalizada associada a hipoplasia do nervo óptico.  

Estudos neuropatológicos em pacientes portadores de mutações nos genes TUBA1A 

e TUBB2B mostraram defeitos de migração neuronal e características de desorganização 

na orientação axonal. Esse fato se confirma por investigações em modelos animais para 

os mesmos genes [60,63,64]. 

Todos os genes citados anteriormente pertencem à mesma família do gene estudado 

neste trabalho. No genoma humano, o gene TUBB3 está 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, os quais caracterizam a 

estrutura de um deseus transcritos que codifica a proteína de maior tamanho comparado 

com os outros. Este gene é responsável por codificar o isotipo III da proteínabeta 

tubulinaque faz parte da família das tubulinas, componentesdos microtúbulos. Os 

microtúbulos são estruturas proteicas que compõem o citoesqueleto nas células e se 

caracterizam por serem polímeros dinâmicos, que se unem por meio de um 

heterodímero de alfa, betatubulina e sustentam diversas funções nas células. Os 

humanos possuem nove genes (isotipos) que codificam diferentes monômeros de 

tubulina.A integridade estrutural e funcional dos microtúbulos é um componente crítico 

no desenvolvimento do sistema nervoso [65-67]. 
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A genética humana começou a elucidar os papeis de isotipos específicos de tubulina, 

apesar de muitos pontos ainda permanecerem incompreendidos. Vinte e três mutações 

heterozigóticas em humanos nos genes que codificam isotipos de beta tubulina, 

TUBB2B e TUBB3, têm sido descritas. Análises da relação genótipo – fenótipo 

sustentam correlações entre isotipos mutados e o fenótipo neurológico resultante, como 

é o caso de fenótipos envolvendo malformações corticais [60, 61, 69-71].  Como 

demonstração dessa relação, recentemente, foi relatado que mutações em heterozigose 

no TUBB3 estão associadas com vários distúrbios neurológicos. Dados de neuroimagem 

de pacientes com mutações no TUBB3 revelaram um espectro de anomalias, que 

incluem hipoplasia dos nervos oculomotores e degeneração do corpo caloso [68, 72]. 

Além disso, trabalhos também descrevem a relação do gene TUBB2B, também da 

família das tubulinas, com a PMG [61]. Portanto, devido à similaridade entre todos os 

genes da família das tubulinas, o TUBB3 se apresenta como um importante gene 

candidato para ser testado.  

 

1.5 Variações Estruturais e Malformações do Desenvolvimento Cortical 

 

Para que a diversidade de fenótipos seja compreendida, é importante que analisemos 

os diversos tipos de variações do genoma humano. Anteriormente, acreditava-se que 

essas variações se caracterizavam por SNPs ( single nucleotide polymorphism) como 

sendo seus principais elementos. Porém, com o avanço das tecnologias de triagem do 

genoma, foi descoberto um grande grupo de alterações estruturais com tamanho 

variável. Estas, são muitas vezes alterações submicroscópicas, não detectáveis por 

métodos de citogenética ou por seqüenciamentos tradicionais e podem compreender 

milhões de nucleotídeos polimórficos em cada genoma, e desta maneira, contribuir para 

a diversidade humana e a suceptibilidade a doenças [73].  As variações do número de 

cópias (Copy Number Variations – CNV) são as alterações estruturais que mais 

Figura 4: Estrutura do cromossomo 16 e localização do gene TUBB3 (seta). 
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prevalecem no genoma humano, tendo sido frequentemente encontradas na população 

[74]. 

A literatura apresenta alguns trabalhos que relacionam as CNVs com distúrbios do 

sistema nervoso central (SNC), sendo que CNs patogênicos são encontrados em 14-18% 

de pacientes com retardo mental e outros distúrbios relacionados ao SNC [75]. 

Na análise de um grande grupo de pacientes com diversos tipos de malformações 

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 

análises dessas regiões sugeriram novos genes candidatos para as malformações[76]. 

Valduga et al. [77] analisaram fetos com malformações congênitas diversas e 

encontraram CNVs patogênicas em 10% dos casos. CNVs foram encontradas em fetos 

com agenesia do corpo caloso, dimorfismos faciais, retardo do crescimento e complexas 

malformações cerebrais. 

Deste modo, a identificação de variações estruturais (CNVs) pode ser de grande 

relevância para a descoberta de novas regiões e genes candidatos envolvidos nas MDCs. 

À medida que a base genética e os mecanismos moleculares das MDCs são 

identificados, abrem-se novas possibilidades. Quanto maior o número de investigações 

visando esclarecer os mecanismos fisiopatológicos das MDCs e das epilepsias, maior 

será o potencial estratégico no tratamento desses distúrbios. Portanto, é extremamente 

significativa a continuidade dos estudos moleculares do desenvolvimento do córtex 

cerebral.  
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2. OBJETIVOS 

 

1) Analisar a existência de alterações de ponto deletérias no gene TUBB3 em 

pacientes com polimicrogiria. 

2) Analisar a presença de Copy Number Variations em pacientes com 

polimicrogiria.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Pacientes e caracterização da amostra 

 

Este trabalho foi realizado a partir da utilização de amostras que se encontravam 

em estoque no laboratório. Já 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 ambulatórios do Hospital das Clínicas da UNICAMP e do Hospital 

das Clínicas da Faculdade de Medicina da USP Ribeirão Preto. Os pacientes foram 

submetidos a exame neurológico detalhado e avaliação cognitiva e de linguagem por 

equipe multidisciplinar. Além disso, todos os pacientes e a maioria dos membros das 

famílias foram submetidos a exame de ressonância magnética de alta resolução para 

detecção de alterações morfológicas corticais. 

O DNA do sangue coletado também já estava extraído. Este processo foi 

realizado a partir do protocolo de extração por fenol e clorofórmio que propicia a 

extração de grande quantidade de DNA (acima de 700�g 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]. 

 
 

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

 

Todos os indivíduos cujo material genético foi utilizado neste estudo assinaram 

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

sido aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de Ciências Médicas da Unicamp 

(parecer #383/2000).Para assegurar que toda a manipulação da informação clínica e 

molecular seja confidencial, questionários clínicos e amostras de sangue e de DNA são 

identificados por um código comum designado no momento em que o indivíduo entra 

no estudo.  

 

 

 

3.3 Amplificação de DNA por PCR 

 

O DNA genômico foi amplificado pela técnica de PCR (polymerase chain 

reaction) utilizando-se primers específicos para a amplificação de todos os exons 

codificantes e das regiões intron/exon dos genes candidatos. A tabela 2 mostra as 

sequencias dos primers, as temperaturas de anelamento específicas utilizadas (Ta) e o 

tamanho do fragmento amplificado na reação para cada par de primers. 

As reações de PCR foram realizadas para um volume final de 15µL, contendo 

40ng de DNA genômico; 3.5pmol de cada primer; 1.5µL de tampão 10x, 200µM de 

dGTP, dCTP, dTTP e dATP; 0.5 unidades de Taq DNA polimerase e 1.5mM de MgCl2. 

Quando necessário também foi acrescentado DMSO à reação de forma que o mesmo 

atingisse 10% do volume total.  

As condições da PCR foram: desnaturação inicial a 95°C por 4 minutos, seguido 

de 35 ciclos a 95°C por 30 segundos, temperatura de anelamento específica do primer 

por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, seguido de extensão final a 72°C por 7 minutos.  

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

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

Primers             Sequencia dos primers           Tamanho           Temperatura (Ta) 
TUBB3                                                                         (pb) 
 
TUBB3 E1F                cagctcctctgggagaca                  448 
TUBB3 E1R               catccctttgttgcaggtt 
 
TUBB3 E2F               gtagtgagggctaaaaggctt               229 
TUBB3 E2R                agacctggtcagtcagacgc 
 
TUBB3 E3F                tacaggctcttaggatgtga                  280 
TUBB3 E3R                ccattccttgtttctcacag 
 
TUBB3 E4aF               ttgggatgttcaggcag                     790 
TUBB3 E4aR              gaagtagctgctgttcttgc 
 
TUBB3 E4bF              atgccaagaacatgatggcc                821 
TUBB3 E4bR              gatgagctcttcttgcctg 

 

 

3.4 Sequenciamento (Sanger) 

 

Após a reação 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 reação submetida ao 

sequenciamento consistiu de 1µL de solução pré-mix (Big Dye), 1µL de primer (5 

pmol/µL), 2µL de tampão (5X buffer),  2µL do produto de amplificação para um 

volume final de 10 µL. Essa reação foi submetida a 35 ciclos de 95°C por 10 segundos, 

57°C por 5 segundos, 60°C por 4 minutos. A purificação foi realizada com etanol e 

EDTA a 125 mM, como sugerido pelo fabricante.  

A análise das amostras seqüenciadas foi feita por meio de um programa de 

bioinformática: “Codon Code Aligner”. Este programa permite a identificação de 

mutações em heterozigose e mutações em homozigose, a partir da comparação da 

sequência do gene presente nos bancos de dados.  

 

3.5 Detecção de Copy Number Variations (CNVs) 

A identificação das variações do número de cópias foi realizada através da técnica 

de microarranjos utilizando o kit da Affymetrix CytoScan HD Array . 

56°

61°

55°

56°

62°
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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 após eletroforese em gel de agarose 1.5% e marcados por SYBR® Safe. As 

amostras de DNA muito fragmentadas não foram submetidas à análise.  

Os DNAs foram quantificados em um Epoch (Biotek). O grau de pureza dos DNAs 

foi aferido pelas razões de absorbância A260/280, A260/230 e A320. Consideramos 

como aceitáveis as amostras com valores de absorbância 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 Purificação das Amostras de DNA 

Os DNAs selecionados foram purificados em colunas da Millipore para remoção 

de impurezas e traços de fenol-clorofórmio. Para tal, o DNA foi transferido para uma 

coluna acoplada a um tubo coletor, completando-se o volume para 500µL com água 

ultrapura. As amostras foram centrifugadas por 12 minutos a 14000G. Após a 

centrifugação, 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 diluídas com tampão low TE-EDTA 1x (Affymetrix®) para concentração 

final de 45ng/µL a 60ng/µL. 

 

3.5.2 Digestão das amostras de DNA com a enzima NspI 

Cada amostra de DNA, a 50ng/µL, foi submetida a uma reação de digestão 

composta por 1µL de enzima NspI, 2µL de tampão da enzima, 0,2µL de tampão BSA e 

11,55µL de água. As reações foram transferidas para um termociclador (Mastercicler 

Gradiente Eppendorf®) onde permaneceram incubadas a 37°C por 120 minutos, 

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

 

3.5.3 Reação de ligação com adaptadores 

Para a reação de ligação, foram adicionadas às amostras de DNA digeridas com 

NspI, 0,75µL de solução com adaptadores (50µM); 2,5µL de tampão T4 DNA Ligase 

10x e 2µL de enzima T4 DNA Ligase. Em seguida, as reações 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 Amplificação dos fragmentos por PCR 
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As amostras de DNA que foram digeridas e ligadas a adaptadores foram diluídas 

com 75µL de água. Para cada amostra, quatro alíquotas de 10µL foram transferidas para 

uma nova placa. Estas alíquotas foram submetidas a uma reação de PCR seguindo o 

protocolo: 39,5µL de água, 10 µL de tampão TITANIUM Taq PCR 10x, 20µL de 

reagente GC-Melt, 14µL de dNTP (2,5mM), 4,5µL de primer e 2µL de enzima 

TITANIUM Taq DNA Polimerase 50x. A reação 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 extensão final a 68°C por 7 minutos.  

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

padrão de amplificação dos fragmentos. Foram considerados aceitáveis os DNAs que 

apresentaram a maioria dos fragmentos entre 150pb e 2000pb.  

 

3.5.5 Purificação 

Para a purificação das amostras, as quatro alíquotas foram transferidas para um 

único tubo de 2,0 mL. Foram adicionados 720µL de beads magnéticas e a reação foi 

mantida a temperatura ambiente por 10 minutos. Os tubos foram centrifugados por três 

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 

tampão de lavagem em cada amostra. Os tubos foram vortexados por dois minutos e 

depois centrifugados por três minutos a 16100G. Os tubos foram novamente encaixados 

no suporte magnético e o sobrenadante foi totalmente descartado. Após a completa 

secagem das beads, 52µL do tampão de eluição foram adicionados e os tubos foram 

vortexados por 10 minutos. Os tubos foram centrifugados por três minutos a 16100G e 

encaixados no suporte magnético. Após 10 minutos, 47µL do sobrenadante foram 

transferidos para uma nova placa. 

 

3.5.6 Quantificação 

As amostras purificadas foram avaliadas quanto à concentração ideal (acima de 

3000 ng/µL) e sua pureza foi observada pelas relações de absorbância (A260/280 entre 

1,8 e 2,0 e A320 < 0,1). As quantificações foram realizadas no aparelho Epoch 

(BioTek®). 

 

3.5.7 Fragmentação 
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Os produtos da purificação foram fragmentados utilizando-se para cada amostra: 

123.8µL de água, 158.4 µL de tampão de fragmentação e 5.8µL de enzima de 

fragmentação (2.5U/µL). Tais volumes podem variar de acordo com a concentração da 

enzima utilizada e o número do lote do produto. A reação 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 padrão de fragmentação foi 

avaliado por eletroforese em gel de agarose 3%. Foram considerados aceitáveis os 

DNAs que apresentaram a maioria dos fragmentos entre 25pb e 125pb.   

 

3.5.8 Marcação do DNA 

O próximo passo foi adicionar aos 51µL da reação de fragmentação para cada 

amostra, 14µL de tampão TdT 5x, 2µL de DNA Labeling Reagent 30mM e 3.5µL de 

enzima TdT. A reação foi incubada a 37°C por quatro horas e a 95°C por 15 minutos 

em um termociclador (Mastercicler Gradiente Eppendorf®). 

 

3.5.9 Hibridação 

Ao DNA marcado foram adicionados: 165µL de Hyb Buffer Part I, 15µL de 

Hyb Buffer Part II, 7µL de Hyb Buffer Part III, 1µL de Hyb Buffer Part IV e 2µL de 

Oligo Control Reagent 0100. Em seguida, 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 µL de cada amostra em cada 

chip. Os chips foram incubados em um forno de hibridação por 16 horas a temperatura 

de 50°C e rotação de 60rpm (Genechip® Hibridization Oven 645, Affymetrix®).  

 

3.5.10 Lavagem 

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

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

injeção de soluções para a lavagem dos chips. Esta etapa foi realizada no Laboratório 

Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). 

 

3.5.11 Escaneamento 

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

do Laboratório Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). 
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3.5.12 Análises 

Sequenciamento Automático: 

Os sequenciamentos foram analisados a partir do software Codon Code Aligner, 

no qual a sequência obtida pelo sequenciamento do geneera sobreposta à sequência 

obtida em banco de dados disponível na internet (Ensembl). As alterações encontradas 

nos cromatogramas foram analisadas posteriormentepara a constatação se já eram ou 

não descritas, e para tanto, também utilizamos o Ensembl. 

CytoScanHD: 

A análise dos resultados das alterações estruturais foi realizada pelo software 

Chromosome Analysis Suite (Affymetrix®).  

Para a análise dos CNVs com possível potencial patogênico foram consultados 

bancos de dados disponíveis na internet: DGV e DECIPHER. (Tabela 3).  

� O DGV (Database of Genomic Variants) contém variações estruturais 

identificadas em indivíduos sadios e consideradas como normais. 

� O DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in 

Humans using Ensembl Resources) é um banco de dados público que 

possuiinformações de citogenética molecular e reúne dados de CNVs com 

importância clínica já relatada. 

 

Tabela3: Bancos de dados utilizados para a análise das CNVs 

identificadas. 

Banco     Endereço 

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 TUBB3.  

Porém, antes do sequenciamento ser efetivado, foi necessário que o DNA das 

amostras fosse amplificado, e para tanto, foi utilizado o método de PCR (reação em 

cadeia da polimerase). As reações de PCR foram protocoladas, no intuito de determinar 

a temperatura de anelamento ideal para cada éxon, além da proporção dos reagentes. 

Cada reação foi testada em gel de agarose 1,5% para confirmar e garantir que o material 

genético foi amplificado. 

 

 

 

 

 

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

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



29 
 

Após a confirmação que todos os quatro exons das 27 amostras foram 

amplificados, o sequenciamento foi então efetuado. Diversas alterações foram 

encontradas. Com exceção de uma,todas elas são alterações já descritase nenhuma delas 

considerada como patogênica. A análise das alterações encontradas será dividida de 

acordo com cada exon. Os registros de DNA, apresentados anteriormente na Tabela 

1,estão relacionados com cada alteração na Tabela 4, ao final da análise dos 

cromatogramas. 

4.1.1 Exon 1: 

O seqüenciamento por eletroforese capilar revelou, no éxon 1, uma substituição 

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

encontra na região intrônica, próxima à região codificante. Esse polimorfismo ainda não 

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

 

 

 

4.1.2 Exon 2: 

O sequenciamento por eletroforese capilar revelou, no éxon 2, uma substituição 

em heterozigose de uma citosina (C) por uma timina (T)(Figura 8). A alteração se 

encontra na região intrônica, porém próxima à região codificante e ao sítio de splicing, 

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

mostra a frequência dos alelos para este lócus no projeto 1000 genomas.  

 

Figura 7: Cromatograma de seqüenciamento por eletroforese capilar mostrando a região da 
substituição de bases em heterozigose (destaque). 
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Ainda no éxon 2, foi observada uma outra substituição, também de uma citosina 

por uma timinaem heterozigose (Figura 10). A alteração se encontra na região intrônica, 

porém aindamais próxima à região codificante e ao sítio de splicing do que a alteração 

anterior, sendo um polimorfismo já descrito e identificado comoSNP  rs2302897.A 

Figura 11 mostra a frequência dos alelos para este lócus no projeto 1000 genomas.  

 

 

Figura 8: Cromatograma de seqüenciamento por eletroforese capilar mostrando a região da 
substituição de bases em heterozigose (destaque). 

Figura 10: : Cromatograma de seqüenciamento por eletroforese capilar mostrando a 
região da substituição de bases em heterozigose (destaque). 

Figura 9:Gráfico representando a frequência alélica desta alteração em todos os 
indivíduos em diversas populações e em sua totalidade (Projeto 1000 genomas). 
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4.1.3 Exon 3: 

O seqüenciamento do fragmento do éxon 3, revelou uma substituição de uma 

citosina por uma timina em heterozigose (Figura 12). A alteração se encontra na região 

intrônica, porém próxima à região codificante e ao sítio de splicing, sendo um 

polimorfismo já descrito e identificado comoSNP  rs77681059. O alelo T aparece muito 

mais freqüente do que a alelo C, o qual se encontra em proporções mínimas (Figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: : Cromatograma de seqüenciamento por eletroforese capilar mostrando a 
região da substituição de bases em heterozigose (destaque). 

Figura 13: Gráfico representando a frequencia alélica desta alteração em todos os 
indivíduos em diversas populações e em sua totalidade (Projeto 1000 genomas). 

Figura 11: Gráfico representando a frequencia alélica desta alteração em todos os 
indivíduos em diversas populações e em sua totalidade (Projeto 1000 genomas). 
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Ainda no éxon 3, observamos uma substituição de uma citosina por uma timina, 

em heterozigose (Figura 14). A alteração encontra-se muito próxima a região 

codificante e dentro do sítio de splicing.  Caracteriza um polimorfismo já descrito e 

identificado como SNP  rs77191445. A Figura 15 mostra a frequência dos alelos para 

este lócus no projeto 1000 genomas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Cromatograma de seqüenciamento por eletroforese capilar 
mostrando a região da substituição de bases em heterozigose (destaque). 

Figura 15: Gráfico representando a frequencia alélica desta alteração em todos os 
indivíduos em diversas populações e em sua totalidade (Projeto 1000 genomas). 
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4.1.4 Exon 4: 

Como o exon 4 apresenta um tamanho considerável, ele foi amplificado em duas 

partes com diferentes pares de primers (4A e 4B) para que toda a sua região codificante 

fosse seqüenciada de forma apropriada.  

O seqüenciamento do fragmento do exon 4A demonstrou a ausência de 

alterações nesta parte do exon. 

No entanto, no exon 4Bforam observadas duas alterações distintas, mas 

localizadas na mesma região do fragmento e na mesma base, sendo que alguns pacientes 

apresentavam uma, enquanto outros pacientes apresentavam a outra. Essas alterações 

consistem em uma substituição de uma timina por uma citosina e em alguns pacientes 

tal substituição foi observada em homozigose (Figura 16) e em outros em heterozigose 

(Figura 17). A alteração se encontra na região codificante, sendo um polimorfismo já 

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

para este locus no projeto 1000 genomas.  

 

 

 

 

Figura 16: : Cromatograma de seqüenciamento por eletroforese capilar mostrando a 
região da substituição de bases em homozigose (destaque). 
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Alteração 2: 

Ainda no éxon 4B, observamos uma substituição em heterozigosede uma 

adenina (A) por uma guanina (G)(Figura 19). A alteração encontra-se dentro da região 

codificante e caracteriza um polimorfismo já descrito e identificado como SNP  

rs12207.O alelo G aparece mais freqüentemente do que a alelo A que se encontra em 

menores proporções (Figura 20). 

 

Figura 17:  Cromatograma de seqüenciamento por eletroforese capilar mostrando a 
região da substituição de bases em heterozigose (destaque). 

Figura 18: Gráfico representando a frequencia alélica desta alteração em todos os 
indivíduos em diversas populações e em sua totalidade (Projeto 1000 genomas). 
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Figura 19: : Cromatograma de seqüenciamento por eletroforese capilar mostrando 
a região da substituição de bases em heterozigose (destaque). 

Figura 20: Gráfico representando a frequencia alélica desta alteração em todos os 
indivíduos em diversas populações e em sua totalidade (Projeto 1000 genomas). 
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Tabela 4: Relação dos registros de DNAe os tipos de PMG descritos na Tabela1 com 
cada uma das alterações descritas. 

Registro de 
DNA 

Tipo de PMG Alteração 
no exon 1 

Alteração 
no exon 2 

Alteração no 
exon 3 

Alteração no 
exon 4B 

1161/01 PMG PS bilateral 
 

(não descrita) SNP  
rs28593634 ; 
SNP  
rs2302897 
 

  

1197/03 PMG PS frontoparietal 
biltateral 

  SNP  
rs77681059 
 

SNP rs1135425 
homozigose 

1335/03 PMG PS bilateral difusa  SNP  
rs28593634 ; 
SNP  
rs2302897 
 

 SNP rs1135425 
heterozigose 

1337/03 PMG PS bilateral posterior  SNP  
rs28593634 ; 
SNP  
rs2302897 
 

 SNP rs1135425 
heterozigose; 
 
SNP  rs12207 
 

1381/03 PMG PS bilateral parietal    SNP rs1135425 
heterozigose 

1386/03 PMG PS bilateral difusa   SNP  
rs28593634 ; 
SNP  
rs2302897 
 

  
SNP rs1135425 
homozigose 

674/04 PMG PS frontoparietal 
 

    

848/04 PMG PS bilateral simétrica 
 

    
 
 

2106/04 PMG PS parietal unilateral 
direita 

  SNP  
rs77681059 
 

SNP rs1135425 
homozigose 

322/08 PMG parietal    SNP rs1135425 
heterozigose 

539/08 PMG PS frontal e parietal 
direita 

   SNP rs1135425 
heterozigose 

552/08 PMG frontotemporal e parietal    SNP rs1135425 
heterozigose 

611/08 PMG temporal direita  SNP  
rs28593634 ; 
SNP  
rs2302897 
 

 SNP rs1135425 
homozigose; 
 
SNP  rs12207 
 

188/09 PMG PS bilateral  SNP  
rs28593634 ; 
SNP  
rs2302897 
 

  
 SNP rs1135425 
heterozigose 

456/09 PMG     SNP rs1135425 
heterozigose 

463/09 PMG rolândica    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  
rs28593634 ; 
SNP  
rs2302897 
 

SNP  
rs77191445 
 

SNP rs1135425 
homozigose 

533/09 PMG frontoparietal direita    SNP rs1135425 
heterozigose 

569/09 PMG PS   SNP  
rs77681059 
 

SNP rs1135425 
heterozigose 

47/10 PMG difusa     
28/99 PMG PS bilateral    SNP rs1135425 

heterozigose 
573/03 PMG parietal posterior  SNP  

rs2302897 
 

 SNP rs1135425 
heterozigose 

379/04 PMG parietal posterior     
Onde: PMG= polimicrogiria; PS= Perisylviana 

 

 

 

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

Todos os pacientes analisados se mostraram negativos para alterações deletérias nos 

gene candidato TUBB3 e demais genes estudados em outros trabalhos (SLITRK2, 

SLITRK4, SRPX2, AFF2, TUBA1A, TUBB2B e TUBA8), sendo assim, todos elesforam 

submetidos à técnica de microarranjos para a busca de alterações estruturais 

denominadas Copy Number Variations(CNV).  

As etapas de digestão, ligação dos adaptadores e PCR foram realizadas com 

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

com o padrão de amplificação dos fragmentos genômicos entre 2000 e 150pb (Figura 

21). 
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Posteriormente, seguimos com as etapas de purificação com beads magnéticas, 

quantificação e fragmentação do material amplificado. Todas essas etapas também 

foram realizadas com sucesso e ao final da fragmentação, todas as amostras se 

apresentaram com o padrão de fragmentos entre 125 e 25pb (Figura 22). Por fim foram 

realizadas as etapas de marcação, hibridação, lavagem e escaneamento dos 

microarranjos. 

 

 

 

 

500

200

1000

2000

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

Figura 22: Visualização dos produtos da fragmentação em gel de agarose 2%. Amostras 
aleatórias. Nas laterais, o marcador de peso molecular 50bp. 

150 
100 

50 

25 



39 
 

Após o término dos experimentos, foi realizada a análise dos microarranjos 

utilizando o programa Chromosome Analysis Suite. Em um primeiro momento, 

analisamos somente alterações >100Kb, pois estas têm uma maior probabilidade de 

serem patogênicas. 

Como podemos visualizar abaixo (Tabela 5), diversas deleções e duplicações foram 

encontradas. A maior parte delas já é descritas, entretanto algumas são consideradas 

como inéditas e ainda não foram descritas no banco de dados DGV, sendo que estas 

possuem um potencial patogênico 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 já eram descritas e 11 foram consideradas como 

inéditas, ou seja, ainda não descritas na literatura ou em banco de dados.As CNVs já 

descritas apresentaram um tamanho médio de 270,911 kbp e as inéditas um tamanho 

médio de 277,814 kbp. Essas alterações estruturais podem ser tanto variações de perda, 

como de ganho. Assim, a média das CNVs encontradas que possuíam alteração de perda 

foi de 205,51 kbp, e a média de todas aquelas que possuíam alteração de ganho foi de 

315,37. Apesar de a diferença ser pequena, houve maior predominância de ganhos de 

regiões em relação às perdas, foram encontrados 55 ganhos e 39 perdas. – Tabela 6.  

 

 

      Média de todas as CNVs encontradas      268,62 

      Média de todas as alterações de perda     205,51 

Média de todas as alterações de ganho    315,37 

Média das CNVs já descritas                    270,911 

Médias das CNVs inéditas                        277,814 

Range                                                100,951 – 1207,762 

Total de CNVs                                            94 

CNVs já descritas                                      83 

CNVs inéditas                                            11 

CNVs de ganho                                           55 

CNVs de perda                                            39 

 

 

 

 

Algumas das alterações estruturais ainda não descritas no DGV e com um possível 

potencial patogênico podem ser observadas nas figuras abaixo, as quais foram dividas 

por paciente. 

 

 

 

 

Tabela 6: Apresentação dos cálculos das CNVs da tabela 5. As médias e o range foram 
calculados a partir do tamanho dos fragmentos (kbp). 
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4.2.1 Caso 657/12 

Trata-se de um paciente com polimicrogiria bilateral. O indivíduo em questão 

possui duplicação de 604,254kbp no cromossomo X. Essa CNV envolve os genes 

SPANXB1, SPANXB2, SPANXF1, LDOC1, SPANXC, SPANXA2, SPANXA1 (Figura 23). 

Essa CNV foi também analisada no banco de dados Decipher, o qual possui 

informações se a CNV inédita possui sobreposição com variantes já descritas como 

patogênicas ou se existe associação com síndromes bem caracterizadas do ponto de 

vista clínico.Encontramos uma sobreposição dessa CNV com outra já descrita no 

Decipher, a qual se encontra na mesma localização e está presente em pacientes com 

fenótipos de atraso no desenvolvimento da fala e da linguagem, distúrbios psiquiátricos, 

microcefalia, distúrbios intelectuais e hiperatividade (Figura 24). 

 
 

 

 

 

SPANXB1 
SPANXB2 

SPANXF1 

LDOC1 

SPANXC SPANXA2 

SPANXA1 

Figura 23: Análise de alta resolução da alteração estrutural no cromossomo X do indivíduo 
657/12. Notar na parte superior da figura a barra em azul que representa a variação no número de 
cópias do indivíduo, azul representando alteração de ganho e vermelho de perda. Na parte 
inferior, encontramos os genes englobados pela variação: SPANXB1, SPANXB2, SPANXF1, 
LDOC1, SPANXC, SPANXA2, SPANXA1. 
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4.2.2 Caso 848/04 

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

simétrica bilateral. O indivíduo em questão possui duplicação de 117,943kbp no 

cromossomo 19. Essa CNV envolve os genes : ZNF564, ZNF490, ZNF791 (Figura 25). 

Figura 24: CNV analisada no banco de dados Decipher que se sobrepõe á CNV identificada 
pelo nosso grupo. Na porção superior, os fenótipos dos pacientes os quais essa alteração foi 
identificada. Mais abaixo, em destaque, os genes que a CNV engloba. 
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4.2.3 Caso 505/09 

Trata-se de um paciente do sexo feminino, com polimicrogiriatemporal. O 

indivíduo em questão possui duplicação de 553,55kbp no cromossomo 21. Essa CNV 

envolve diversos genes : PCBP3, COL6A1, COL6A2, FTCD, C21orf56, LSS, 

MCM3AP-AS, MCM3AP, C21orf57, C21orf58, PCNT, DIP2A (Figura 26). 

 

Figura 25: Análise de alta resolução da alteração estrutural no cromossomo 19 do indivíduo 
848/04. Notar na parte superior da figura a barra em azul que representa a variação no número de 
cópias do indivíduo, azul representando alteração de ganho e vermelho de perda.  Logo abaixo 
podemos observar barras em vermelho e azul que são as variações já descritas em bancos de 
dados e não associadas a quadros patológicos. Também na parte inferior, encontramos os genes 
englobados pela variação: ZNF564, ZNF490, ZNF791 
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4.2.4 Caso 322/08 

Trata-se de um paciente do sexo masculino, com polimicrogiria parietal. O 

indivíduo em questão possui duplicação de 122,724kbp no cromossomo 6. Essa CNV 

envolve os genes : C6orf186, DDO, SLC22A16 (Figura 27). 

Figura 26: Análise de alta resolução da alteração estrutural no cromossomo 21 do indivíduo 
505/09. Notar na parte superior da figura a barra em azul que representa a variação no número de 
cópias do indivíduo, azul representando alteração de ganho e vermelho de perda.  Logo abaixo 
podemos observar barras em vermelho e azul que são as variações já descritas em bancos de 
dados e não associadas a quadros patológicos. Também na parte inferior, encontramos os genes 
englobados pela variação: PCBP3, COL6A1, COL6A2, FTCD, C21orf56, LSS, MCM3AP-AS, 
MCM3AP, C21orf57, C21orf58, PCNT, DIP2A 
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Figura 27: Análise de alta resolução da alteração estrutural no cromossomo 6 do indivíduo 
322/08. Notar na parte superior da figura a barra em azul que representa a variação no número de 
cópias do indivíduo, azul representando alteração de ganho e vermelho de perda.  Logo abaixo 
podemos observar barras em vermelho e azul que são as variações já descritas em bancos de 
dados e não associadas a quadros patológicos. Também na parte inferior, encontramos os genes 
englobados pela variação: C6orf186, DDO, SLC22A16. 
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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 indivíduo em questão possui deleção de 166,713kbp no 

cromossomo 4. Essa CNV envolve apenas o gene: ARHGAP10 (Figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28: Análise de alta resolução da alteração estrutural no cromossomo 4 do 
indivíduo1337/03. Notar na parte superior da figura a barra em azul que representa a variação no 
número de cópias do indivíduo, azul representando alteração de ganho e vermelho de perda.  
Logo abaixo podemos observar barras em vermelho e azul que são as variações já descritas em 
bancos de dados e não associadas a quadros patológicos. Também na parte inferior, encontramos 
os genes englobados pela variação: ARHGAP10 
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5. DISCUSSÃO 

 

O desenvolvimento do córtex cerebral envolve uma série de mecanismos 

complexos.  Os motivos pelos quais algumas falhas são geradas em todo este processo, 

ainda permanecem incompreendidos. No entanto, já é claro que interrupções ou 

anormalidades nos diversos estágios do desenvolvimento do córtex podem levar a 

origem das MDCs [10]. 

Aproximadamente 100 bilhões de neurônios migram pelo encéfalo e se 

organizam em um quadrilhão de sinapses [7]. Os estágios que caracterizam a migração 

neuronal e os eventos pós-migracionais sempre se encontram enfatizados em diversos 

estudos sobre a investigação destes distúrbios. O papel do citoesqueleto e a importância 

dos microtubulos ganha maior significância pela associação de mutações com genes da 

família das tubulinas [72]. 

O gene TUBB3, localizado no cromossomo 16 do genoma humano, é 

responsável por codificar proteínas beta-tubulina do isotipo III, fazendo parte do 

complexo alfa-beta-tubulina, principais componentes dos microtúbulos. Este gene é 

estruturado em um total de 9 éxons e 15 transcritos. Este trabalho teve como objetivo 

analisar os 4 exons codificantes que geram uma proteína de 450 aminoácidos.  

A triagem de mutações do gene TUBB3 realizada em pacientes com 

Polimicrogiria, identificou alterações em todos os quatro exons. Com exceção de uma, 

todas as alterações encontradas já haviam sido anteriormente descritas, e a partir disso, 

contatou-se que estas são pouco prováveis de apresentarem um potencial patogênico. A 

alteração que ainda não havia sido descrita também possui uma pequena probabilidade 

de ser patogênica, devido ao fato de que ela não se localiza na região codificante e nem 

no sítio de splicing. Foram identificadas três mutações na região de íntrons e apesar de 

estarem muito próximas a região codificante e ao sítio de splicing, provavelmente não 

são patogênicas, já que também estão presentes com freqüências consideráveis em 

indivíduos clinicamente normais  (figuras mostrando distribuições alélicas no 1000 

genomas). Uma das mutações encontradas estava presente dentro da região de sítio de 

splicing, havendo assim, uma pequena possibilidade de alterá-lo; porém ainda assim, ela 

não foi descrita como patogênica no Ensembl. Também foram identificadas duas 

alterações dentro da região codificante, mas pelo fato de ambas já terem sido descritas 

anteriormente (Ensembl), a possibilidade de estarem relacionadas com o quadro clínico 

dos pacientes é ínfima.  
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Posteriormente, realizamos a análise das alterações estruturais, e assim, foi 

possível detectar algumas CNVs com potencial patogênico não descritas no banco de 

dados do DGV. Incluímos no trabalho o paciente 657/12 que apresenta um quadro 

clínico de PMG  Bilateral e era um suspeito de possuir alterações estruturais nesta 

região, assim resolvemos confirmar pela técnica de SNP Array, junto com os demais 

pacientes. 

Na Figura 23, observamos uma alteração no cromossomo X do indivíduo 

657/12. Essa CNV engloba diversos genes - SPANXB1, SPANXB2, SPANXF1, LDOC1, 

SPANXC, SPANXA2, SPANXA1 – e ainda não é descrita, entretanto podemos encontrar 

em banco de dados de variantes patogênicas a descrição de outra CNV que se sobrepõe 

a esta, possuindo exatamente a mesma localização e englobando os mesmos genes. Essa 

variação já descrita está presente em pacientes com fenótipos de atraso no 

desenvolvimento da fala e da linguagem, distúrbios psiquiátricos, microcefalia, 

distúrbios intelectuais e hiperatividade (Figura 24). Portanto, essa variação identificada  

pelo nosso grupo suporta fortemente a hipótese de uma relação entre a PMG e CNVs 

nesta região do cromossomo X. Outra evidencia, é o locus descrito por nosso grupo em 

Xq27, para uma família com Polimicrogiria Perisilviana Bilateral (80), mesma 

localização na CNV em questão.  

Na Figura 25, observamos uma alteração no cromossomo 19 do indivíduo 

848/04. Essa CNV engloba três genes -  ZNF564, ZNF490, ZNF791 – e se caracteriza 

como uma alteração de ganho no número de cópias. Entretanto, a maior parte das CNVs 

já descritas no DGV que não são associadas a quadros patológicos são alterações de 

perda no número de cópias, encontrando pequenas alterações de ganho, mas nenhuma 

que englobe todos os três genes, como a variante identificada em nosso pacientes. 

Na Figura 26, observamos uma alteração no cromossomo 21 do indivíduo 

505/09. Essa CNV engloba diversos genes - PCBP3, COL6A1, COL6A2, FTCD, 

C21orf56, LSS, MCM3AP-AS, MCM3AP, C21orf57, C21orf58, PCNT, DIP2A – e 

também se caracteriza como uma alteração de ganho no número de cópias. Há 

alterações de perda e ganho descritas no DGV, porém são pequenas CNVs  que não 

englobam todos os genes citados anteriormente. 

Na Figura 28, observamos uma alteração no cromossomo 4 do indivíduo 

1337/03. Essa CNV se caracteriza como uma alteração de perda no número de cópias e 

engloba apenas um gene. Porém, ainda não há descrições no DVG de nenhuma CNV 

neste locus.  
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Na Figura 27 e no restante das alterações inéditas destacadas em vermelho na 

Tabela 5, encontramos CNVs que são descritas no DVG, mas nenhuma delas que 

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

 

1. Diante dos resultados obtidos nesse estudo, podemos concluir que o 

gene TUBB3 não possui nenhuma alteração que se 

mostrassesignificativamente envolvida na etiologia da polimicrogiria 

em nosso grupo de pacientes; 

2. Também podemos concluir pela análise de Copy Number Variations, 

que as alterações apresentadas neste trabalho, consideradas como 

inéditas por não terem sido descritas no banco de dados DGV, podem 

sugerir novas hipóteses de genes que possivelmente estejam 

envolvidos na etiologia da polimicrogiria.  

3. Perspectivas: as alterações estruturais inéditas ainda serão validadas 

em outra plataforma como parte de algum trabalho posterior e, além 

disso, as famílias desses pacientes também serão analisadas 

posteriormente para investigar se estas se tratam de alterações 

herdadas. Além disso, poderemos investigar o SNP encontrado no 

exon 3, o qual se encontra em região de sítio de splicing e possui baixa 

freqüência na população controle brasileira. 
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