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RESUMO 

 

As Calcificações Cerebrais Familiais Primárias (CCFP) são uma condição neuropsiquiátrica 

rara caracterizada pela deposição mineral simétrica e bilateral nos núcleos da base e outras áreas 

do cérebro. Quatro genes com variações com padrão de herança autossômico dominante, foram 

identificados até o momento: SLC20A2, XPR1, PDGFβ e PDGFRβ. O presente trabalho teve 

como objetivos o sequenciamento dos genes supracitados, seguido do sequenciamento do 

exoma dos pacientes de uma família sem variação nesses alvos, e o estudo da expressão de 

genes transportadores de fosfato. Em 56 pacientes foram encontradas variantes classificadas 

como patogênicas ou provavelmente patogênicas (34 probandos) e com significado incerto (11 

probandos). Os achados clínicos de 54 indivíduos foram analisados: 81,5% reportaram sintomas 

(parkinsonismo (54,5%), déficit cognitivo e distúrbios psiquiátricos (43,2%, cada)). Em dois 

pacientes brasileiros identificamos a variação frameshift p.(Pro397AlafsTer18) que causa um 

stop códon prematuro e foi predita como patogênica pela ferramenta in silico MutationTaster. 

Parkinsonismo, afasia e acidente vascular cerebral foram relatados. O sequenciamento do 

exoma de uma família brasileira sem variação nos genes conhecidos em associação às CCFP, 

revelou variantes raras e preditas deletérias por ferramentas in silico, em genes ligados ao 

metabolismo de cálcio. Análises posteriores excluíram esses candidatos e a busca por um novo 

gene causal das CCFP encontra-se em andamento. Nos pacientes com variações patogênicas no 

SLC20A2, o estudo de expressão revelou um decréscimo de 40% nos níveis de mRNA. Em 

contrapartida, não foram detectadas alterações nos indivíduos sem variação nesse gene ou nos 

outros três ligados à doença. Também não foi observada diferença significativa na expressão 

dos genes SLC20A1 e XPR1 entre os grupos estudados (pacientes com mutação e sem mutação, 

e grupo controle). Os achados sugerem que variações patogênicas no SLC20A2 modulam a sua 

expressão e que as calcificações per se, não são capazes de afetar os perfis de expressão dos 

genes SLC20A2, SLC20A1 e XPR1. Não encontramos evidências de um possível mecanismo de 

corregulação ou de compensação entre os genes transportadores de Pi à nível de mRNA.  

 

Palavras-chave: Calcificações cerebrais. Sequenciamento genético. Exoma. Expressão gênica 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

 Primary Familial Brain Calcifications (PFBC) are a rare neuropsychiatric condition 

characterized by a symmetric and bilateral deposition of minerals in the basal ganglia and other 

brain areas. It generally presents an autosomal-dominant inheritance and to date four causative 

genes have been identified: SLC20A2, XPR1, PDGFβ and PDGFRβ. The present study aimed 

to screen these genes followed by the exome sequencing of patients from a Brazilian family 

with no mutations and the phosphate transporters expression in these patients. 56 PFBC patients 

were carrying variants classified as: pathogenic or likely pathogenic (34 probands) and variant 

of uncertain significance (11 probands). Clinical summary was available in 54 variant-carrying 

patients: 81.5% were symptomatic (parkinsonism (54.5%), cognitive impairment and 

psychiatric disturbances (43.2% each)). Two Brazilian patients reported in the study carried a 

frameshift mutation p.(Pro397AlafsTer18) that causes a premature stop codon and was 

predicted as disease causing by in silico tool MutationTaster. Parkinsonism, aphasia and stroke 

were reported. Exome sequencing of the Brazilian family without mutation in the four causative 

genes, revealed rare variants that were predicted as deleterious and were found in genes related 

to calcium metabolism. These candidates were later excluded and the search for a new causative 

gene is in progress. In SLC20A2 mutation-carriers, expression analyses showed a 40% decrease 

in mRNA levels of this gene. On the other hand, no changes were detected in patients without 

mutation neither in SLC20A2 or in the other three genes linked to PFBC. Additionally, no 

significant changes were seen in SLC20A1 and XPR1 among the groups (patients with and 

without mutation, controls). Our findings suggest that pathogenic variations in SLC20A2 can 

modulate its expression levels and that, calcifications per se are not capable to affect expression 

profiles of SLC20A2, SLC20A1 and XPR1. We did not find evidences to support the existence 

of a possible corregulation or compensatory mechanism between the three phosphate 

transporters genes at mRNA level. 

 

Keywords: Brain calcification. Gene sequencing. Exome. Gene expression 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A estrutura do texto da tese foi elaborada com o intuito de abordar toda a produção 

científica gerada ao longo do doutorado com resultados publicados, alguns em fase de 

conclusão e outros que precisaram ser interrompidos. Ao longo do curso, diversos trabalhos 

foram desenvolvidos em parceria com pesquisadores do Brasil, Estados Unidos, Canadá e 

países da Europa, alguns em paralelo ao tema central da tese. 

Nas seções Introdução, Objetivos e Revisão Bibliográfica são abordados os conteúdos 

indicados no título do trabalho, acerca de triagem de variantes genéticas e estudo de 

expressão gênica em pacientes com calcificações cerebrais. Dois trabalhos foram 

desenvolvidos paralelamente em torno desses temas. Como parte do projeto de triagem de 

novas variantes genéticas causadoras das Calcificações Cerebrais Familiais Primárias, 

congregamos os resultados gerados em nosso laboratório até o ano de 2016, com dados de 

grupos dos Estados Unidos, França e Itália. O artigo publicado na revista European Journal 

Of Human Genetics (fator de impacto: 4,35; Qualis CAPES: A2) (Capítulo I). O estudo de 

expressão intitulado Phosphate Transporters Expression in Patients with Primary Familial 

Brain Calcifications, foi publicado na revista Journal of Molecular Neuroscience (fator de 

impacto: 2,34; Qualis CAPES: B1) e está integralmente anexado no Capítulo II. 

No início 2016, realizamos a captação de amostras dos indivíduos de uma grande família 

brasileira com casos de CCFP. O caso índex desse grupo já fazia parte do nosso banco de 

amostras desde o ano de 2013, e o mesmo havia sido triado quando a presença de variações 

nos quatro genes ligados à doença, resultando em dados negativos. Diante dos resultados 

negativos do caso índex e de seus familiares afetados, a família tornou-se elegível para o 

sequenciamento do exoma completo, na busca por novos genes ou variações não detectados 

com o método Sanger. Os dados parciais da triagem do exoma compõem o Capítulo III. 

Em 2015, iniciamos a colaboração com o grupo liderado pelo Dr. Theodoor Hagg 

(https://www.etsu.edu/com/dbms/faculty/hagg.php) no laboratório do Departamento de 

Ciências Biomédicas da Universidade do Leste do Tennessee (EUA), O intercâmbio se 

repetiu nos meses de abril a outubro de 2017, com o doutorado sanduíche patrocinado pela 

Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES). Na oportunidade, 
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foi finalizado o trabalho iniciado em 2015 que foi recentemente aceito para publicação no 

periódico Journal of Cell Science (fator de impacto: 4,706; Qualis CAPES: A2) (Anexo 1). 

As Calcificações Cerebrais Familiais Primárias (CCFP) compõem uma condição 

neuropsiquiátrica rara que se distingue pelo depósito de hidroxiapatita no cérebro de 

indivíduos com níveis séricos normais de cálcio, fosfato, fosfatase alcalina e paratormônio. 

Como visualizado no exame de neuroimagem de pacientes afetados pelas CCFP, o processo 

de mineralização distribui-se em um padrão simétrico e bilateral ao longo dos núcleos basais, 

no tálamo e na região do núcleo dentado. Não obstante os relatos de casos assintomáticos, 

nos pacientes em que as CCFP manifestam-se clinicamente, os sintomas surgem por volta 

dos trinta ou quarenta anos e podem incluir distúrbios motores, sintomas neuropsiquiátricos, 

parkinsonismo, demência e enxaqueca crônica (Batla et al., 2017; Manyam, 2005; Nicolas, 

Gael et al., 2013; Taglia et al., 2014). 

Até o momento, foram identificados quatro genes com variações associadas às CCFP em 

casos familiares e esporádicos (de novo). Com um padrão de herança autossômico 

dominante, tais variações estão distribuídas em dois genes que codificam proteínas 

responsáveis pelo carreamento de fosfato inorgânico através da membrana celular (SLC20A2 

e XPR1) e em dois genes ligados à manutenção da integridade da barreira hematoencefálica 

(BHE) (PDGFβ e PDGFRβ) (Keller et al., 2013; Legati, Giovannini, Nicolas, López-

Sánchez, Quintáns, Oliveira, João R M, et al., 2015; Nicolas, Gaël et al., 2013; Wang, Li, 

Shi, Ren, Patti, Wang, Oliveira, de, et al., 2012). 

Animais knockout para o gene SLC20A2(-/-) e camundongos hipomórficos para o PDGFβ 

(Pdgfbret/ret) replicaram os achados patológicos encontrados nos pacientes, exibindo extensas 

calcificações nos núcleos da base, tálamo e em outras áreas do cérebro (Jensen et al., 2013; 

Keller et al., 2013). Modelos in vitro revelaram, ainda, que algumas variantes patogênicas 

identificadas no SLC20A2 podem exercer uma função dominante-negativa na proteína 

selvagem e acarretar no comprometimento do influxo de fosfato, levando à deposição mineral 

no meio extracelular (Larsen et al., 2017; Wang, Li, Shi, Ren, Patti, Wang, Oliveira, De, et 

al., 2012).  Estudos mostraram que os efeitos funcionais da depleção do gene XPR1 se 

refletem na a exportação prejudicada de fosfato do citoplasma para o meio extracelular 
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enquanto a perda de função do PDGFRβ causa danos à BHE (Giovannini et al., 2013; 

Nicolas, Gaël et al., 2013).  

Além das implicações na função proteica, variações genéticas também podem refletir-se 

na alteração dos níveis de expressão do gene que as contém ou em genes de vias adjacentes, 

a depender do tipo e da localização da mutação. Dessa forma, oscilações na expressão gênica 

podem fornecer indício a respeito da desregulação dos processos biológicos em que o gene 

está envolvido. A análise dos padrões de expressão de determinados genes é de grande 

utilidade clínica e vem sendo aplicada como teste de diagnóstico para condições como câncer 

e doenças coronárias (Bueno et al., 2004; McPherson et al., 2013; Rhees e Wingrove, 2015; 

Zanotti et al., 2014; Zeller e Blankenberg, 2013). Estudos acerca do SLC20A2 com amostras 

de sangue periférico de pessoas afetadas pelas CCFP, revelaram alterações no perfil de 

expressão do gene diante da presença de diferentes tipos de mutações patogênicas (Ferreira 

et al., 2014; Zhang, Guo e Wu, 2013). 

Juntamente com os achados minerais detectados na neuroimagem e a ausência de 

desordens metabólicas, infecções ou traumas, a confirmação do diagnóstico das CCFP pode 

ser realizada com testes genéticos capazes de identificar variações patogênicas em 

heterozigose (Ramos et al., 2017). Dentre os testes genéticos disponíveis, está o 

sequenciamento do exoma completo (WES – Whole Exome Sequencing), capaz de triar 

aproximadamente 95% do exoma humano, composto por cerca de 180.000 sequências de 

DNA codificante. Apesar de o exoma humano corresponder a apenas 2% de todo o genoma, 

aproximadamente, nele está contida a maioria das variações raras associadas a doenças 

(Ramos et al., 2017). 

Dessa forma, o sequenciamento do exoma vem sendo amplamente utilizado como 

ferramenta de diagnóstico clínico, uma vez que permite a identificação de novos genes 

ligados a condições genéticas que outros métodos não são capazes de detectar (Warr et al., 

2015). Nesse contexto, a descoberta dos genes relacionados às CCFP foi possível com o 

estudo do exoma completo de indivíduos diagnosticados com a doença (Keller et al., 2013; 

Legati, Giovannini, Nicolas, López-Sánchez, Quintáns, Oliveira, João R.M., et al., 2015; 

Nicolas, Gaël et al., 2013; Wang, Li, Shi, Ren, Patti, Wang, Oliveira, De, et al., 2012). 
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O trabalho reúne os resultados do sequenciamento genético pela plataforma Sanger de 

pacientes com CCFP na busca por novas variantes patogênicas além dos dados parciais da 

triagem do exoma em membros de uma nova família brasileira.  Essa família possui 

indivíduos saudáveis e pacientes com CCFP sem variantes patogênicas na região codificante 

dos genes conhecidos em associação com a doença. A abordagem possibilitará a identificação 

de um novo gene causador das CCFP ou de novas variações não identificadas inicialmente 

devido à natureza do método de sequenciamento utilizado. 

Adicionalmente, trazemos a análise do perfil de expressão gênica de transportadores de 

fosfato inorgânico (XPR1, SLC20A2 e SLC20A1), em dois grupos de pacientes com 

calcificações cerebrais: 1) com mutações no gene SLC20A2 e 2) sem variações nos quatro 

genes ligados à doença. 

 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar pacientes com calcificações cerebrais quanto à presença de variantes genéticas 

ou um novo gene causador das Calcificações Cerebrais Familiais Primárias e avaliar o perfil 

de expressão de genes transportadores de fosfato inorgânico nesses indivíduos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Avaliar a expressão dos genes SLC20A1, SLC20A2 e XPR1 por PCR Quantitativa em 

Tempo Real em amostras de sangue periférico de pacientes com calcificações cerebrais 

bilaterais; 
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- Sequenciar a região codificante dos genes associados às CCFP (SLC20A2, PDGFRβ, 

PDGFβ e XPR1), pelo método Sanger, em amostras de DNA genômico de pacientes com 

calcificações cerebrais para busca de variações patogênicas; 

- Utilizar ferramentas de bioinformática para predição in silico dos efeitos biológicos das 

variações encontradas no sequenciamento; 

- Sequenciar o exoma de membros de uma família brasileira com calcificações cerebrais 

e seus parentes saudáveis, para identificação de variações patogênicas em heterozigose ou de 

novos genes candidatos; 

- Validar as variações candidatas com possíveis efeitos sob a função do gene e 

confirmação do perfil de segregação compatível com o padrão de herança autossômico 

dominante observado nas CCFP. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 CALCIFICAÇÃO INTRACRANIANA 

 

Calcificações intracranianas fisiológicas estão comumente associadas ao desbalanço de 

metais ou minerais e ocorrem em regiões perivasculares, glândulas e diversas áreas do 

cérebro. Na população geral, é um achado com incidência que varia de 1% a 50% (Daghighi 

et al., 2007; Oliveira, Silva e Oliveira, 2013; Sedghizadeh, Nguyen e Enciso, 2012). 

Além do zinco, ferro e magnésio, os depósitos calcificados no cérebro possuem a 

hidroxiapatita (Ca10[PO4]6[OH]2) como principal componente, também encontrada em 

cristais de fosfato de cálcio presentes nos ossos. Insolúvel em condições fisiológicas, a 

hidroxiapatita surge a partir de uma reação envolvendo alguns de seus precursores como o 

fosfato octacálcico (OCP) (Ca8H2(PO4)6.5H2O), o fosfato de cálcio amorfo (Ca9(PO4)6) e a 

bruxita, ou fosfato bicálcico diidratado (CaHPO4) (Deng, Zheng e Jankovic, 2015; Villa-

Bellosta e O’Neill, 2018). 

Vários estudos populacionais relatam as calcificações cerebrais (CC) de causa 

inespecífica como um fenômeno idade-dependente que pode ocorrer em indivíduos saudáveis 

e são detectadas em exames imaginológicos de rotina. Em amostra representativa da 

população brasileira, verificou-se que o achado possui uma incidência de aproximadamente 

17%, com maior prevalência em pessoas mais velhas (42% - 66% entre os 60 e 90 anos) 

(Oliveira, Silva e Oliveira, 2013). 

Corroborando com tais constatações, estudos abrangendo coortes com centenas ou 

milhares de pessoas saudáveis entre 10 e 85 anos de idade, relataram o aumento progressivo 

da incidência de CC com o aumento da idade, especialmente em pessoas do sexo masculino 

(Daghighi et al., 2007; Sedghizadeh, Nguyen e Enciso, 2012; Uduma, Pius e Mathieu, 2011; 

Yalcin et al., 2016). Ademais, também notaram um tropismo das calcificações para áreas 

específicas do cérebro e que a frequência desse achado pode variar de acordo da faixa etária 

dos indivíduos. A maioria dos estudos reporta que a glândula pineal é a zona mais 

frequentemente afetada, cerca de 71-80% de prevalência, sendo mais comum em pessoas 

entre 15 e 54 anos de idade. 
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Na sequência, calcificações no plexo coroide apresentam uma prevalência que varia entre 

66,2 a 70,2% na maioria dos estudos, e se mostra mais frequente a partir da quinta década, 

dos 55 aos 85 anos de idade. Também já foram relatadas calcificações na habênula (19,2 - 

20,1%), na dura mater (12,5%), no tentório do cerebelo (7,3%), nos vasos (3,5 - 6,6%) e nos 

núcleos da base (0,8 - 1,3%) (Gráfico 1) (Daghighi et al., 2007; Sedghizadeh, Nguyen e 

Enciso, 2012; Yalcin et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em um contexto patológico, as CC estão presentes em inúmeras condições e podem 

representar uma importante variável no curso clínico da doença, quando esses estão presentes 

(Nash et al., 2004; Oliveira, 2011). Dentre essas condições, estão distúrbios metabólicos 

como o hipoparatireoidismo, doenças neurológicas, mitocondriais, isquemia, doenças 

degenerativas, infecções, traumas e intoxicações (Bekiesinska-Figatowska, Mierzewska e 

Jurkiewicz, 2013; Oliveira, 2011).  

 

 

Gráfico 1. Distribuição da incidência de calcificações intracranianas fisiológicas em diferentes 

áreas do cérebro variando com a idade. Adaptado de Yalcin et al., 2016. 
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Desde achados macroscópicos visíveis no exame de neuroimagem a acúmulos 

perivasculares microscópicos, no contexto patológico, pesquisas relatam que há uma grande 

vulnerabilidade seletiva dos núcleos basais à deposição dos cristais de hidroxiapatita 

(Bekiesinska-Figatowska, Mierzewska e Jurkiewicz, 2013; Deng, Zheng e Jankovic, 2015; 

Oliveira, 2011).  

Assim, nota-se que as CC podem levar de meses a anos para se desenvolver e se 

apresentam em diferentes padrões de distribuição, podendo localizar-se pontualmente e 

dispersas ou concentradas de forma simétrica e bilateral em algumas regiões do cérebro 

(Bekiesinska-Figatowska, Mierzewska e Jurkiewicz, 2013; Brouwer et al., 2018; Deng, 

Zheng e Jankovic, 2015; Nash et al., 2004).  

 

3.2 NÚCLEOS DA BASE 

 

3.2.1 Anatomia e Função 

 

Também conhecidos como gânglios da base por se formarem de corpos celulares 

neuronais, os núcleos da base (NB) do cérebro localizam-se no diencéfalo e no mesencéfalo 

e compreendem as seguintes regiões: estriato (núcleo caudado e putâmen), globo pálido 

(externo, GPe e interno, GPi), núcleo subtalâmico (subthalamic nuclei - STN) e substância 

nigra (reticulada, SNr e compacta, SNc, contendo neurônios GABAérgicos e 

dopaminérgicos, respectivamente) (Figura 1) (Oliveira, 2011; Smith e Wichmann, 2008). 

Dividido em duas porções, os NB estão associados com funções motoras e cognitivas na 

região dorsal do estriato, e funções motivacionais na porção ventral, composta por áreas 

próximas de estruturas do sistema límbico, como o núcleo accumbens (Kopell et al., 2006). 

Juntamente com o córtex e o tronco cerebral, essas estruturas quer formam os NB 

pertencem ao circuito conhecido como extrapiramidal, responsável, sobretudo, pelo controle 

de funções motoras e não motoras, cognitivas e emocionais (Bekiesinska-Figatowska, 

Mierzewska e Jurkiewicz, 2013; Tisch et al., 2004). 

O circuito ocorre de tal modo que informações ligadas à função motora adentram nos 

núcleos da base pelo estriato e do núcleo subtalâmico, enquanto o GPi e a SNr atuam como 
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zonas de saída dessa informação, enviando sinais inibitórios à áreas do córtex e do tronco 

cerebral (Smith e Wichmann, 2008; Tisch et al., 2004; Wichmann e Delong, 2007).  

 

3.2.2 Desordens Associadas à Calcificações nos Núcleos Basais 

 

Os primeiros relatos de calcificação nos NB datam do século 19 quando, em 1850, 

Delacour descreveu o caso de um paciente com calcificações observadas na autopsia. 

Tratava-se de um homem de 56 anos que apresentava fraqueza e rigidez nas extremidades 

inferiores e cujo exame patológico revelou processos de mineralização vascular bilaterais no 

estriato. (Manyam, 2005). 

Achado bastante comum em exames de neuroimagem, as calcificações bilaterais nos 

gânglios basais já foram relatadas em cerca de 21,5 a 75% de casos de hipoparatireoidismo 

idiopático. Iniciando, geralmente, na infância e na adolescência, a condição acarreta na 

diminuição da concentração sérica do paratormônio (PTH), levando ao quadro de 

hipocalcemia e hiperfosfatemia. Formas genéticas já foram descritas em associação a 

anormalidades nos cromossomos 21 e 22, e em genes específicos (PTH, GCM2, SOX3, CASR 

Figura 1. Corte horizontal do cérebro demonstrando a anatomia dos núcleos da base e áreas 

adjacentes. Adaptado de www.antranik.org 
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e GNA11) (Ramos, 2017). Além dos NB, as calcificações observadas nos casos de 

hipoparatireoidismo também se mostram simétricas no tálamo, cerebelo e na substância 

branca subcortical e podem manifestar sintomas como convulsões e distúrbios psiquiátricos 

(Figura 2A) (Abate e Clarke, 2017; Lu, 2014; Mendes et al., 2018).  

Episódios de calcificações bilaterais nos NB também foram descritos em doenças 

mitocondriais, a exemplo da Síndrome de Leigh e da Encefalomiopatia Mitocondrial com 

acidose láctica e episódios semelhantes a acidente vascular cerebral (Mitochondrial 

encephalomyopathy, actic acidosis, and stroke-like episodes - MELAS). A primeira, uma 

encefalomielopatia necrosante subaguda, é transmitida de forma autossômica dominante e 

afeta bebês e crianças. Pacientes acometidos pela doença mitocondrial hereditária mais 

comum, a MELAS, apresentam comprometimento no sistema nervoso, nos músculos e 

atrofia cerebral. Nesses dois exemplos, adicionalmente aos NB, também pode ocorrer 

mineralização no tronco cerebral, no STN e no putâmen (Figura 2B) (Aron et al., 2010; 

Bekiesinska-Figatowska, Mierzewska e Jurkiewicz, 2013; Farina et al., 2002; Khandwala, 

Ahmed e Sheikh, 2018).  

Outro exemplo de patologia ligada às calcificações no NB são as Calcificações Cerebrais 

Familiais Primárias (CCFP) que, em sua origem, foram nomeadas como Doença de Fahr 

(DF) ou Calcificações Idiopáticas nos Gânglios da Base (IBGC) (Figura 2C). Desde então, 

inúmeras entidades patológicas vêm sendo, equivocadamente, classificadas como DF, a 

despeito de possuírem etiologias distintas (Oliveira, 2011). Essa questão será novamente 

abordada e aprofundada no item 3.3. 

Infecções por citomegalovírus, as síndromes DiGeorge e Aicardi-Goutieres, além de 

outras condições em que calcificações nos NB são frequentemente encontradas, estão listadas 

na Tabela 1 (Bekiesinska-Figatowska, Mierzewska e Jurkiewicz, 2013; Deng, Zheng e 

Jankovic, 2015; Oliveira, 2011; Quintáns, Oliveira e Sobrido, 2018). 
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Tabela 1. Doenças que podem causar calcificações intracranianas. Adaptado de Quintáns, Oliveira e 

Sobrido, 2018. 

Genéticas Genes 

Hipoparatireoidismo primário PTH, CASR, GNA11, GCM2 

Pseudohipoparatireoidismo, 

Pseudohipoparatireoidismo 

GNAS 

Hipofosfatemih Hereditária FGF23, FAM20C 

Síndrome DiGeorge TBX1 

Síndrome Sanjad–Sakati TBCE 

Síndrome Kenny–Caffey TBCE, FAM111A 

Neurofibromatose NF1, NF2 

Esclerose Tuberosa TSC1, TSC2 

Calcificação em bandas com giração simplificada 

e polimicrogiria 

OCLN 

Síndrome Aicardi–Goutières TREX1, SAMHD1, ADAR, IFIH1, 

RNASEH2C, RNASEH2A 

Destruição hemorrágica do cérebro, calcificação 

subependimal e catarata congênita 

JAM3 

Vasculopatia proliferativa com hidranencefalia-

hidrocefalia 

FLVCR2 

Displasia oculodentodigital GJA1 

Síndrome de Cockayne ERCC6, ERCC8 

 

 

Figura 2. Plano horizontal do cérebro em imagem de tomografia computadorizada. Sinais 

hiperdensos (brilhoso) representam tecidos densos (ossificados). Nota-se a semelhança de 

intensidade do sinal da calota craniana com as calcificações simétricas e bilaterais nos núcleos da 

base (seta azul), no plexo coróide (seta vermelha) e na pineal (seta verde). (A) Cérebro de paciente 

com hipoparatireoidismo (Lu, 2014), (B) cérebro de paciente com a MELAS (Hatamian, 

Bakhshayesh e Rahman-a, 2015) e (C) cérebro de paciente com CCFP (Oliveira e Oliveira, 2016).  
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Tabela 1. Continuação 

Doença de Krabbe GALC 

Ataxia spinocerebelar duplicação do 11q 

Atrofia dentatorubro-palidolusiana ATN1 

Leucodistrofia metacromática ARSA 

Adenoleucodistrofia ligada ao cromossomo X ABCD1 

Doença de Wilson ATP7B 

Neurodegeneração com acúmulo de ferro (NBIA) PANK2, WDR45, PLA2G6, FTL, 

C19ORF12, COASY 

Aceruloplasminemia CP CP 

Deficiência de biotinidase BTD 

Má absorção hereditária de folato SLC46A1 

Diabetes insipidus central AVP, WFS 

Diabetes insipidus nefrogênica AVPR2, AQP2 

Síndrome de Gitelman SLC12A3 

Fenilcetonúria PAH 

Deficiência de diidropiridina redutase QDPR 

Microangiopatia cerebroretinal com calcificações 

e cistos 

CTC1 

Autoinflamação, lipodistrofia e síndrome de 

dermatose 

PSMB8 

Imunodeficiência com calcificação nos gânglios 

basais 

ISG15 

Osteodisplasia lipomembranosa policística com 

leucoencefalopatia esclerosante (Doença de Nasu–

Hakola) 

TREM2, TYROBP 

Citopatia mitocondrial POLG, MTTS1, MTTS2, MTTL1, 

MTTF, MTTQ, MTTH, MTTC, 

MTTK, MTND1, MTND5, MTND6 

Não genéticas Causas 

Metabólicas Hipervitaminose D, 

hipoparatireoidismo secundário, 

hiperparatireoidismo, 

hipotireoidismo 

Tóxicas CO, chumbo, cobre, radioterapia 

Infecciosas CMV, HIV, VZV, toxoplasmose, 

tuberculose, cisticercose 

Autoimune SLE, doença Behçet, doença celíaca 

Cerebrovascular Acidente vascular cerebral, má 

formações vasculares 

  

CMV, citomegalovírus; CO, monóxido de carbono; HIV, vírus da imunodeficiência humana; 

SLE, lúpus eritematoso sistêmico; VZV, vírus varicelazoster. 
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3.2.3 Técnicas de Neuroimagem na Detecção das Calcificações Cerebrais 

 

Desde a sua descoberta em 1895 pelo físico alemão Wilhem Röentgen, os raios-X têm 

sido amplamente utilizados para visualização de estruturas ósseas e vem sendo aplicado 

como o princípio de diversos exames na rotina da clínica médica (Mondschein, 2018). 

Outrora, a constatação de regiões mineralizadas no cérebro era realizada com exames de 

radiografia que permitiam a observação de grandes lesões sob a forma de manchas nebulosas. 

Entretanto, para fins de diagnóstico das CC, esse exame se mostra impreciso e inapropriado 

(Oliveira, 2011). 

Dessa forma, técnicas de captura de imagem mais sensíveis vem se desenvolvendo, 

visando a correta identificação de enfermidades que acometem o cérebro bem como a 

definição de subgrupos neurobiológicos. Elas contribuem para a elucidação de doenças 

complexas, como observado nos estudos das Desordens do Espectro Autista e, 

particularmente, a respeito das CC, facilitam sua visualização nas mais variadas desordens 

(Daghighi et al., 2007; Martino et al., 2017; Yalcin et al., 2016). 

Embora muitas das tecnologias disponíveis possam servir como ferramenta para 

detecção das CC, a tomografia computadorizada (TC) se mostra mais apropriada na avaliação 

dessas lesões. Técnica amplamente disponível e de alta resolução, ela possui alta 

sensibilidade para áreas ricas em cálcio, dimensionando a extensão e a localização das 

calcificações intracranianas (Ramos et al., 2017). Portanto, a fim de estabelecer um 

diagnóstico mais preciso das CC, a TC fornece informações cruciais na determinação do 

volume dos depósitos minerais e se mostra relevante para o prognóstico da doença 

(Sedghizadeh, Nguyen e Enciso, 2012). Um aprimoramento dessa tecnologia se reflete nos 

modelos tridimensionais construídos a partir de cortes 2-D de TC. A técnica possibilitou, 

inclusive, a reconstrução computacional do cérebro de figuras ilustres da história da filosofia, 

da música e da ciência. Recentemente, uma modelagem tridimensional do cérebro do filósofo 

francês René Descartes foi desenvolvida a partir do seu crânio, que encontra-se conservado 

no Museu de História Natural (França/Paris) (Philippe et al., 2017).  
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Na imagem de TC, diferentes tipos de materiais são detectados dentro de um espectro de 

intensidade de sinal, conhecido como a escala de Hounsfield. Tecidos densos (calcificados) 

emitem sinais hiperdensos (brilhantes), igualmente ao osso do crânio (Kamaruddin et al., 

2016). Enquanto que, tecidos macios e ricos em gordura, como o encéfalo, são vistos como 

áreas escuras, ou hipodensas (Figura 3A) (Filloux, Marotte e Miossec, 2003; Kalita et al., 

2010; Nicolas et al., 2014) 

Outro exame imaginológico comumente utilizado como ferramenta de diagnóstico é a 

ressonância magnética (RM). Ela possui algumas modalidades e seu aspecto visual traz 

vantagens à TC no tocante a uma melhor distinção entre a substância branca e a cinzenta 

(Ferguson et al., 2018). Variações da RM como a imagem ponderada por difusão (Diffusion-

weighted imaging - DWI) e a imagem ponderada por suscetibilidade (susceptibility-weighted 

imaging - SWI) representam aprimoramento da técnica e proporcionam uma maior 

sensibilidade em comparação à RM convencional (Adams et al., 2017; Drake-Pérez et al., 

2018). 

Formações contendo cálcio podem gerar diferentes padrões de alteração no sinal em 

imagens de RM, a depender da sequência utilizada. Essas diferenças de intensidades de sinal 

nas áreas calcificadas podem ser observadas nas imagens sem contraste capturadas em SWI 

com filtro de fase, T1 e FLAIR (Fluid attenuation inversion recovery) (Figura 3B-D), 

mostrando-se com hiperintensidade (brilhante), semelhante à TC. Enquanto que, nas 

sequências SWI com magnitude de imagem e em T2, as calcificações se mostram com sinais 

hipointensos (escuro), o que dificulta sua diferenciação de focos de hemorrágicos (Figura 3E 

e 3F)  (Adams et al., 2017; Filloux, Marotte e Miossec, 2003; Iglesia et al., 2006; Nicolas, 

Gaël et al., 2013; Wu et al., 2009). Por outro lado, há casos em que a calcificação pode 

mostrar-se heterogênea e, por essa razão, exibir perfis semelhantes em T1 e T2, com sinal 

hiperintenso (Avrahami et al., 1994).  

Como mencionado anteriormente, devido à alta sensibilidade e melhor resolução da 

imagem na detecção e caracterização de calcificações intracranianas, a TC tem sido mais 

adotada nesses casos. Entretanto, dentro das suas particularidades, ambas as abordagens (TC 

e RM) possuem vantagens e desvantagens por isso, ainda há casos em que se faz necessária 

a complementação do diagnóstico com imagens de RM (Kalita et al., 2010). 
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Com o avanço das técnicas imaginológicas, estudos mostraram que as calcificações nos 

NB possuem um caráter ubíquo, uma vez que acometem o cérebro em diferentes contextos 

patológicos e, por vezes, se assemelham em distribuição e tamanho. Dessa forma, elas se 

mostram um marcador não específico, demonstrando a necessidade de exames 

complementares a fim de determinar um diagnóstico preciso (Batla et al., 2017; Oliveira, 

2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Plano horizontal do cérebro em diferentes técnicas de neuroimagem. (A-D) As setas 

indicam depósitos calcificados no cérebro com sinais hiperdensos ou hiperintensos (brilhantes). 

(A) Tomografia Computadorizada (Nicolas et al., 2013), (B) RM na sequência T1 (Filloux, 

Marotte e Miossec, 2003), (C) RM na sequência FLAIR (Nicolas et al., 2013), (D) RM na 

sequência SWI com filtro de fase (Wu et al., 2009). (E-F) As setas mostras regiões escuras 

(hipointensas) indicando a presença de calcificações nessas áreas. (E) RM na sequência SWI com 

magnitude (Wu et al., 2009), (F) RM na sequência T2 (Nicolas et al., 2013). 
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3.3 CALCIFICAÇÃO CEREBRAL FAMILIAL PRIMÁRIA 

 

3.3.1 Histórico e Nomenclatura 

 

Após os relatos de Delacour em 1850, muitos outros casos se sucederam descrevendo de 

novos pacientes com os mesmos achados, neuropatológicos e clínicos. Ainda na mesma 

década, Virchow e Bamberger, descreveram de forma independente a presença de 

calcificações vasculares na análise histopatológica do cérebro de uma mulher com retardo 

mental e convulsões. No século seguinte, Pick atribuiu às calcificações a causa de isquemia 

nas áreas lesionadas. Geyelin e Penfield, em 1929, associaram a condição a um quadro 

inflamatório que ocorria na túnica interna das artérias e posteriormente, constataram que as 

calcificações afetam os vasos de camadas corticais profundas e a matéria branca adjacente 

(Casanova e Araque, 2003). 

As calcificações cerebrais idiopáticas nos NB tornaram-se mais conhecidas em 1930 

após Karl Theodor Fahr (1877-1945) reportar um novo caso de mineralizações vasculares 

cerebrais. Na ocasião, Fahr relatou que o paciente apresentava amplo quadro clínico 

composto por histórico de demência, imobilidade sem paralisia, febre alta, visão dupla, 

úlceras de decúbito e tosse. O exame do cérebro do paciente revelou calcificações 

microscópicas no córtex, nos ventrículos laterais e no estriato (Batla et al., 2017; Casanova 

e Araque, 2003; Manyam, 2005; Tadic et al., 2015). 

Desde então, epônimos passaram a ser adotados para referir-se a vários tipos de 

calcificação bilateral nos NB e em outras áreas do cérebro. Não raro observam-se relatos de 

casos e artigos com as expressões “doença de Fahr” ou “síndrome de Fahr”, essa última mais 

aplicada para descrever o conjunto de sintomas neuropsiquiátricos. Entretanto, os autores 

anteriores haviam relatado casos semelhantes e com maior profundidade e riqueza de 

detalhes. (Batla et al., 2017; Tadic et al., 2015). 

Dessa forma, a inconsistência na terminologia de doenças envolvendo mineralização nos 

NB levou ou surgimento de dezenas de termos, vastamente utilizados no passado, resultando 

em equívocos no diagnóstico de muitos casos (Tabela 2) (Manyam, 2005; Oliveira, 2011).  
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Tabela 2. Lista com diferentes termos utilizados para nomear formas idiopáticas e não 

idiopáticas de calcificações nos núcleos da base do cérebro (Oliveira, 2011). 
 

Bilateral striopallidodentate calcinosis Ferrocalcinosis 

Bilateral-symmetrical calcification of basal 

ganglia 

Hirnsteine (stone-hard) 

Bochnick‘s neurogel Idiopathic basal ganglia calcification 

Brain calcification Idiopathic calcification of the basal 

ganglia 

Brain calcinosis Idiopathic cerebral calcifications 

Brain stones Idiopathic familial brain calcifications 

Basal ganglia calcification Idiopathic familial cerebrovascular 

ferrocalcinosis 

Calcification of the basal ganglia of the brain Idiopathic nonarteriosclerotic cerebral 

calcification 

Calcification of the striopallidodentate system Morbus Fahr 

Cerebral calcinosis Mulberry bodies 

Corticostriopallidodentate calcifications Pallido-dentate calcifications 

Fahr‘s disease Physiological calcifications 

Fahr‘s syndrome Pseudo calcareous foci 

Familial basal ganglia calcification Psammoma bodies 

Familial bilateral vascular calcification in the 

central nervous system 

Senescent calcifications 

Familial calcific dentato-striatal degeneration Spatz‘s pseudocalcium 

Familial calcification of the basal ganglia Striopallidodentate calcifications 

Familial calcification of the basal ganglions Striopallidodentate calcinosis 

Familial idiopathic basal ganglia calcification Symmetric cerebral calcification 

Familial idiopathic cerebral calcifications Symmetrical basal ganglia sclerosis 

Familial idiopathic striopallidodentate 

calcifications 

Symmetrical calcification of brainstem 

ganglia 

Familial striopallidodentate calcification Symmetrical intracranial advanced 

pseudocalcium 

 

 

O termo “calcificação cerebral idiopática familiar” foi sugerido inicialmente por Boller 

em 1977, quando descreveu o caso de nove indivíduos de três gerações de uma família. 

Analisando as imagens de radiografia, Boller constatou a presença de calcificação bilateral 

nos gânglios da base do cérebro. Os testes bioquímicos detectaram níveis normais de cálcio 

e fósforo (Boller, Boller e Gilbert, 1977). 



26 
 

A identificação dos primeiros genes associados à doença proporcionou um avanço na 

busca pelas bases moleculares das calcificações cerebrais hereditárias. Dessa forma, o termo 

“idiopático”, usado para doenças de causa desconhecida, passou a ser substituído pelo termo 

“primário”. Esse último, se refere aos casos em que há uma origem genética, em oposição às 

calcificações secundárias, causadas por infecções, inflamações, problemas metabólicos, 

traumas, etc. (Batla et al., 2017). O termo “Calcificações Cerebrais Familiais Primárias” 

(CCFP) foi, então, proposto a fim de uniformizar a nomenclatura das calcificações simétricas 

bilaterais de causa genética. Assim, o uso do termo “Fahr”, ambiguamente utilizado como 

referência às calcificações hereditárias ou idiopáticas nos NB, vem sendo fortemente 

combatido e evitado (Ramos et al., 2017). 

 

3.3.2 Sintomas, Diagnóstico e Tratamento 

 

A maioria dos indivíduos afetados pelas CCFP são saudáveis durante a infância e na fase 

adulta. O surgimento dos sintomas ocorre, em média, aos 31 anos, mas pode variar dos 6 aos 

77 (Nicolas et al., 2015). Entretanto, há casos em que a doença não exerce impacto clínico, 

permanecendo assintomática durante toda a vida do paciente. Nos relatos de indivíduos 

sintomáticos, problemas psiquiátricos são mais prevalentes, seguidos de distúrbios motores 

e comprometimento cognitivo (Nicolas, Gael et al., 2013; Tadic et al., 2015). 

Diferentemente dos achados de neuroimagem (100%), nota-se uma penetrância 

incompleta do fenótipo clínico das CCFP, estimado em 61% (Tadic et al., 2015). Quadros 

convulsivos, transtorno de personalidade, parkinsonismo, distonia, dificuldade na memória, 

depressão, ansiedade e enxaqueca podem ser observados. Estimada em 24,6% em estudo 

envolvendo pacientes com CCFP confirmada geneticamente, a enxaqueca nem sempre está 

segregando com a doença. Contrapondo-se a 14,7% na população geral, ela é um sintoma 

que necessita de mais estudos sistemáticos a fim de se determinar sua relação na clínica as 

CCFP (Nicolas et al., 2015; Nicolas, Gael et al., 2013; Vos et al., 2012).  

A proporção entre pacientes sintomáticos e assintomáticos pode variar amplamente, a 

depender dos critérios de inclusão adotados em cada estudo. Frequentemente, isso se deve ao 

fato de que pacientes com indicação clínica têm mais chances de serem encaminhados à 
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triagens posteriores, como exames de neuroimagem e testes genéticos (Nicolas et al., 2015; 

Oliveira, 2011; Tadic et al., 2015).  

Devido ao amplo espectro fenotípico das CCFP e mesmo à falta desse, estimar a 

prevalência da doença se torna um desafio. A grande sobreposição clínica com outras 

entidades patológicas e até mesmo a semelhança no padrão de calcificação, causa erros de 

diagnóstico e a perda de informações relevantes sobre número de afetados. Estudo recente 

buscou avaliar essa questão com base em dados genômicos, constatando que, diferentemente 

do que se acreditava, elas são subestimadas e subdiagnosticadas, pois que são relativamente 

comuns. (Nicolas et al., 2017). 

Por esse motivo, o diagnóstico diferencial das CCFP exige a análise de critérios 

específicos com base no que segue: 1) exame de neuroimagem (idealmente TC) apontando a 

presença de calcificações bilaterais e simétricas predominantemente nos NB, 2) ausência de 

anormalidades nos testes bioquímicos e de características somáticas a fim de 3) excluir 

quadros sugestivos de doenças mitocondriais, desordens metabólicas ou infecções, 4) 

presença, apesar de não mandatória, de disfunções neurológicas progressivas, incluindo 

desordens psiquiátricas e do movimento. Há casos em que se atenta para o histórico familiar, 

frequentemente compatível com o padrão de herança autossômico dominante (Ramos et al., 

2017; Batla et al., 2017; Nicolas et al., 2015; Tadic et al., 2015).  

Em trabalho publicado em 2013, Nicolas e colaboradores encontraram uma correlação 

entre a gravidade dos sintomas, a extensão das calcificações e o gene portador de mutação. 

De forma sistemática, os pesquisadores desenvolveram um sistema padronizado de 

pontuação das calcificações com base na análise visual do exame de neuroimagem em um 

estudo duplo-cego: 0 = ausência de calcificação, 1 = pontual; 2 = fraca; 3 = moderada; 4 = 

severa; 5 = severa e confluente (Figura 4). 

Atribuída a pontuação do nível de calcificação das áreas examinadas e determinado o 

status genético dos pacientes, eles observaram uma maior severidade das calcificações nos 

pacientes sintomáticos, porém sem relação clara com a severidade clínica. Constataram, 

também, maior uma pontuação na classificação das calcificações dos pacientes portadores de 

mutações no gene SLC20A2, em comparação aos que têm variação no PDGFRB (Nicolas, 

Gael et al., 2013). 
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Até o momento, não há um tratamento específico para as CCFP. A grande 

heterogeneidade clínica da doença mostra que os sintomas, apesar de semelhantes, são 

também bastante variáveis e por isso não podem ser tratados com um único agente (Lemos 

et al., 2013). Atualmente, o tratamento pode ser baseado nos principais sintomas e há relatos 

de casos de pacientes tratados com várias medicações como anticonvulsivantes, 

estabilizadores de humor, antipsicóticos, antiparkinsonismo, analgésicos, antidepressivos e 

benzodiazepinos. O prognóstico também é variável com alguns casos em que os sintomas 

são transitórios após o tratamento (Ramos et al., 2017). Estudo pioneiro avaliou pacientes 

com CCFP quanto aos efeitos do uso de bifosfonatos, uma classe de medicamento vastamente 

utilizada no tratamento de doenças vasculares e do metabolismo ósseo. Os resultados 

revelaram que os pacientes tiveram ótima resposta à administração do Alendronato, sem 

efeitos colaterais, relataram atenuação dos sintomas e o exame de neuroimagem não detectou 

expansão das calcificações ao longo dos anos (Oliveira e Oliveira, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Exemplos da escala de pontuação das calcificações bilaterais nos núcleos basais. Os 

valores de Hounsfield foram usados a fim de garantir que os sinais hiperdensos realmente indicavam 

calcificações (Nicolas, Gael et al., 2013). 
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3.3.3 Genética 

 

Na maioria dos relatos de CCFP hereditárias, observa-se um padrão de segregação 

autossômico dominante. No entanto, existem casos raros reportados com modelo recessivo, 

apesar de não serem bem definidos, analisados com base na presença de cruzamentos 

consanguíneos (Elsaid et al., 2010; Yao et al., 2018). 

A caracterização clínica adequada e, sobretudo, a análise da neuroimagem assumem 

grande importância na definição do modo de herança das CCFP. Muitos são os casos em que 

a segregação da doença é interpretada como recessiva quando, na verdade, trata-se de um 

modelo dominante que está sendo mascarado pela ausência de sintomas e pela falta de 

exames de neuroimagem de pessoas de gerações mais antigas, levando à detecção de falsos 

negativos (indivíduos saudáveis) (Oliveira, 2011). 

A fim de auxiliar nessa questão, a investigação das causas da CCFP assume papel de 

grande importância, sendo realizada à nível molecular com testes genéticos que têm como 

objetivo a identificação de variantes patogênicas no DNA. Eles podem incluir desde triagens 

seriais de genes específicos de forma pontual, painéis que cobrem vários genes 

simultaneamente a testes genômicos em larga escala (Ramos et al., 2017). 

 

3.3.3.1 Mapeamento Genético 

 

A descoberta da estrutura do DNA representou um marco histórico nas pesquisas 

genéticas e promoveu grandes avanços do desenvolvimento de técnicas de sequenciamento. 

Os primeiros métodos que permitiram o mapeamento das marcas deixadas pela seleção 

natural no DNA, envolviam o uso de material radioativo, oferecendo alto risco e com alto 

nível de complexidade (Tipu e Shabbir, 2015). Grande progresso dessa metodologia foi 

alcançado quando Frederick Sanger implementou uma forma automatizada com base no uso 

de terminações fluorescentes acrescentadas às fitas de DNA com posterior análise em sistema 

de eletroforese capilar (Sanger, Nicklen e Coulson, 1977). 

Conhecido como tecnologia de sequenciamento primeira geração, o método Sanger 

ainda é vastamente utilizado para investigações pontuais e de pequena escala, oferecendo 

resultados de alta qualidade (Marziali e Akeson, 2001). A plataforma vem sendo aplicada há 
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décadas e, desde o seu surgimento, vem se aprimorando significativamente culminando em 

grandes melhorias durante o famoso Projeto do Genoma Humano, iniciado em 1990. 

A iniciativa que contou com uma ampla rede internacional, ficou conhecida como o maior 

projeto colaborativo do mundo e sequenciou o primeiro genoma humano completo, 

revelando as causas genéticas de centenas de doenças (Consortium, 2004; Metzker, 2009).  

No entanto, apesar das vantagens que oferece e dos aperfeiçoamentos alcançados, o 

sequenciamento capilar automático desenvolvido por Sanger apresenta limitações, o que 

demonstrava a necessidade de novos métodos (Metzker, 2009). 

O próximo passo no avanço das pesquisas do DNA foi dado com o desenvolvimento de 

tecnologias mais eficiente e de alto rendimento para sequenciamentos em larga escala, 

conhecidos como sequenciamento de nova geração (Next-Generation Sequencing - NGS). 

Plataformas de NGS, como o sequenciamento do genoma completo (whole genome 

sequencing - WGS) e o sequenciamento do exoma completo (whole exome sequencing - 

WES), têm se tornado cada vez mais acessíveis e usuais com amplo leque de aplicações que 

vão desde a rotina de laboratórios de diagnóstico à biologia de conservação. Com capacidade 

de mapeamento de centenas à milhões de sequências com alta precisão e eficiência, um dos 

avanços proporcionados pelo NGS  se reflete na identificação de variações naturais e 

mutações patogênicas do genoma humano, relevante para o desenvolvimento de terapias 

personalizadas para portadores de condições genéticas (Besser et al., 2018; Dijk et al., 2018; 

Fuentes-pardo e Ruzzante, 2017; Fujiki et al., 2018; Lazaridis et al., 2016; Mardis, 2008; 

Mcginn e Gut, 2013; Tipu e Shabbir, 2015; Warr et al., 2015). 

O exoma humano corresponde a cerca de 2% do conteúdo do genoma e é composto por 

aproximadamente 180.000 sequências de DNA codificante que são transcritas em fitas de 

RNA, e contêm a maioria das variações genéticas de efeito patogênico. Por meio do WES, é 

possível mapear quase 95% da totalidade do exoma (Lek et al., 2016; Ramos et al., 2017).  

As análises e a posterior validação dos resultados de NGS demandam o trabalho de uma 

equipe multidisciplinar capaz de interpretar o impacto clínico e molecular das variações 

candidatas. A triagem e refinamento dos dados envolve várias etapas que vão desde de o uso 

de ferramentas de bioinformática a estudos funcionais que confirmem os efeitos biológicos 

das variantes (Richards et al., 2015; Warr et al., 2015). 
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Com esse propósito, os pesquisadores seguem as diretrizes estabelecidas pelo Colégio 

Americano e Genética Médica e Genômica (American College of Medical Genetics and 

Genomics – ACMG) juntamente com a Associação de Patologia Molecular (Association for 

Molecular Pathology - AMP), que traz os critérios para classificação de variantes observadas 

em doenças Mendelianas (Tabelas 3 e 4) (Richards et al., 2015).  

Paralelamente ao desenvolvimento das técnicas sequenciamento, surge a necessidade de 

acesso a informações genômicas da população geral que possam ser usadas como parâmetro 

na classificação de alterações no DNA. Assim, grandes bancos de dados foram fundados 

(populacionais, de doenças e de sequências genéticas) com a finalidade de agregar 

informações de centenas de milhares de pessoas, saudáveis e portadoras de doenças, 

revelando as variações presentes nesses indivíduos e em que frequência elas se apresentam. 

Do mesmo modo, surgiram inúmeras ferramentas computacionais (in silico) que, com base 

em algoritmos de predição, buscam inferir a patogenicidade das variações genéticas  

(Richards et al., 2015). 

 

3.3.3.2 Genes Relacionados 

 

As CCFP são geneticamente heterogêneas e o primeiro locus gênico associado à 

patologia, conhecido como IBGC1 (IBGC - idiopathic basal ganglia calcification), foi 

encontrado em uma extensa família estadunidense que segregava a doença de forma 

autossômica dominante. Entretanto, os estudos acerca da correlação desse locus com as 

CCFP se mostraram divergentes e variáveis (Oliveira, 2011). 

A região IBGC1 foi identificada durante o estudo de ligação que mapeou o braço longo 

do cromossomo 14. Geschwind e colaboradores identificaram um haplótipo em comum entre 

os afetados dessa família, em uma região entre os marcadores D14S70 e D14S66 

(Geschwind, Loginov e Stern, 1999). Logo em seguida, o locus IBGC1 foi excluído como 

candidato à causa das CCFP em cinco famílias, de um total de seis, mapeadas para os mesmos 

marcadores utilizados por Geschwind em 1999 (Oliveira et al., 2004). Em seu trabalho 

subsequente, Oliveira e colaboradores decidiram estreitar a busca e sequenciaram 26 genes 

candidatos dentre o locus IBGC1, descobrindo um polimorfismo não-sinônimo de 

nucleotídeo único no gene MGEA6/c-TAGE (Oliveira et al., 2007). No entanto, 
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corroborando com os resultados de Oliveira e colaboradores em 2004, estudos posteriores 

não confirmaram a segregação do IBGC1 com as CCFP, excluindo esse locus como causal 

(Brodaty et al., 2002; Volpato et al., 2008). 

Posteriormente, duas novas regiões foram identificadas em outros estudos de ligação: 

IBGC2 (2q37), localizada no cromossomo 2 em extensa família italiana, porém sem gene 

específico identificado; IBGC3 (8p21.1-q11.23), no cromossomo 8, encontrada em uma 

família chinesa (Dai et al., 2010; Volpato et al., 2009).  

Em decorrência dos avanços nos métodos de mapeamento genético, maiores 

esclarecimentos acerca das bases moleculares das CCFP foram alcançados. A utilização do 

WES permitiu a identificação dos quatro genes com variações patogênicas em heterozigose 

causadoras dessa condição, SCL20A2, PDGFRB, PDGFB e XPR1, proporcionando grande 

avanço no entendimento das bases moleculares da doença (Keller et al., 2013; Legati et al., 

2015; Nicolas et al., 2013; Wang et al., 2012).  

Em 2012 foi identificada a primeira mutação associada com a CCFP no gene responsável 

pela codificação do tipo III de um transportador de fosfato inorgânico sódio-dependente 

(PiT2), o SLC20A2 (8p11.21) (Wang, Li, Shi, Ren, Patti, Wang, Oliveira, De, et al., 2012). 

Ele concentra a maioria das variações encontradas nos casos genéticos das CCFP e é 

reportado como o principal elemento do mecanismo patológico da doença, visto que, sua 

perda funcional acarreta o acúmulo de fosfato inorgânico (Pi) na matriz extracelular, 

causando a deposição de fosfato de cálcio (Bøttger and Pedersen, 2011; Wang et al., 2012; 

Yamada et al., 2014; Lemos et al., 2015; Legati et al., 2015b; Ramos et al., 2017). 

Além de alterações pontuais, variações no número de cópia como duplicações e grandes 

deleções cromossômicas envolvendo todo o gene SLC20A2 ou parte dele, também foram 

relatadas em famílias com membros afetados pelas CCFP (Barker et al., 2014; David et al., 

2016; Grütz et al., 2016; Pasanen et al., 2016). 

Modelos animais knock-out demonstraram que o silenciamento do SLC20A2 foi capaz de 

replicar os achados patológicos observados nos pacientes, revelando extensas áreas de 

calcificações nos gânglios basais, no tálamo, cerebelo e córtex (Jensen, Schrøder e Hejbøl, 

2013; Wallingford et al., 2017). Ademais, também foi relatado o impacto da deficiência do 

SLC20A2 acarretando no aumento dos níveis de Pi no líquido cefalorraquidiano (CSF – 
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cerebrospinal fluid), apoiando a ideia de que a PiT2 atuaria no transporte do fosfato presente 

no CSF para o sangue (Jensen, Autzen e Pedersen, 2016). 

 

Tabela 3. Critérios para classificação de variantes patogênicas (Richards et al., 2015). 
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Tabela 4. Critérios para classificação de variantes benignas (Richards et al., 2015). 

 

 

Posteriormente à identificação do gene SLC20A2, variantes patogênicas foram 

encontradas no gene responsável pela codificação do receptor de um membro da família do 

fator de crescimento derivado de plaqueta, o PDGFRβ (platelet-derived growth fator 

receptor beta), e em seu principal ligante, o PDGFβ (Keller et al., 2013; Nicolas, Gaël et al., 

2013). 

O gene PDGFRβ (5q32) codifica uma proteína receptora de tirosina quinase presente na 

membrana celular e é expresso em células neuronais, células vasculares da musculatura lisa, 

pericitos, plexo coroide, núcleo dentado e gânglios da base do cérebro humano. A via celular 

envolvendo os genes PDGFβ (22q13.1) e seu receptor desempenha função importante no 

processo de angiogênese, recrutamentos de pericitos e na manutenção da integridade da 

barreira hematoencefálica (BBB - blood brain barrier). Mutações de perda de função nesses 

dois genes comprometem a permeabilidade da BBB e podem ocasionar, potencialmente, 

calcificações vasculares e na região perivascular do cérebro. Camundongos hipomórficos 

para o gene PDGFβ também reproduziram os fenômenos observados em pacientes, 

desenvolvendo progressivos processos de calcinose devido à deficiência de pericitos na 
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proteção da BBB (Betsholtz e Keller, 2014; Daneman R, Zhou L, Kebede AA, 2010; Keller 

et al., 2013; Nakamura, Arimura e Nishimura, 2016; Vanlandewijck et al., 2015). 

O gene XPR1 (1q25.3) (xenotropic and polytropic retrovirus receptor 1) codifica uma 

proteína transmembrana identificada em células de mamíferos como o receptor retroviral de 

vírus xenotrópico e politrópico de murinos. A função da proteína codificada pelo XPR1 é 

bastante conservada evolutivamente e envolve a homeostase de fosfato celular, mediando sua 

exportação do citoplasma para o meio extracelular (Giovannini et al., 2013). 

Mutações ligadas às CCFP relatadas nesse gene são herdadas sob um caráter autossômico 

dominante e localizam-se no domínio regulatório da proteína, inibindo a exportação do Pi e 

alterando a expressão proteica na superfície celular (Anheim et al., 2016; Legati et al., 2015). 

A descoberta dos genes relacionados a fisiopatologia das CCFP, sugere que diferentes vias 

celulares podem acarretar em fenótipos semelhantes (Figura 5) (Batla et al., 2017). 

 

 

 

 

Figura 5. a. Gráfico representativo contendo os principais mecanismos responsáveis por calcificações 

cerebrais e os genes envolvidos. b. Representação esquemática dos mecanismos de causa genética 

envolvidos com deposição microvascular de cálcio no cérebro. A figura mostra um corte transversal de um 

vaso sanguíneo do cérebro demonstrando a localização dos pericitos e de células do sistema nervoso 

(astrócito e neurônio). A perda de função dos genes PDGFβ e PDGFβ, localizados nos pericitos, pode 

causar alterações nessas células de forma gradativa, provocando a formação de calcificação microvascular. 

O fluxo de fosfato inorgânico é prejudicado por mutações patogênicas nos genes SLC20A2 e XPR1. A 

captação do paratormônio é facilitada pela atividade do AMP cíclico acoplado à proteína G. esse mecanismo 

pode ser interrompido quando há mutações no gene GNAS1. Adaptado de Batla et al., 2017. 
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3.3.3.3 Expressão Gênica 

 

Além de prejuízos funcionais à nível proteico, variações genéticas são capazes de produzir 

efeitos biológicos que se refletem na alteração dos níveis de expressão do gene afetado ou de 

genes da mesma via celular. Estudar a associação entre variações no DNA e os genes que as 

carregam representa um desafio, uma vez que os mecanismos celulares de regulação da 

expressão gênica ocorrem em múltiplos níveis e de diversas formas. A interpretação 

biológica de como uma mutação afeta os níveis de um gene, depende também do tipo de 

variação (Jia e Zhao, 2017). 

Por exemplo, fitas de mRNA que contenham uma mutação que introduza um stop códon 

prematuramente em sua sequência, serão tipicamente degradadas pelo mecanismo chamado 

nonsense-mediated decay (NMD), o que levará a diminuição da concentração desse transcrito 

e do seu produto proteico (Ferreira et al., 2014). 

Assim, mudanças no padrão de expressão de determinados genes podem ser um indicativo 

da desregulação dos processos biológicos em que o gene está envolvido. Desse modo, testes 

baseados na análise dos padrões de expressão de determinados genes são de grande utilidade 

clínica e vem sendo aplicados como ferramentas no diagnóstico de condições como câncer e 

doenças coronárias (Bueno et al., 2004; McPherson et al., 2013; Rhees e Wingrove, 2015; 

Zanotti et al., 2014; Zeller e Blankenberg, 2013). 

Alguns estudos demonstraram a capacidade de aferir alterações no perfil de expressão do 

gene SLC20A2 diante da presença de diferentes tipos de mutações patogênicas, utilizando 

amostras de sangue periférico de pessoas afetadas pelas CCFP (Ferreira et al., 2014; Zhang, 

Guo e Wu, 2013). Em contrapartida, análises com amostras de fibroblastos de pacientes não 

detectaram diferenças na expressão do SLC20A2 em comparação aos indivíduos saudáveis, 

mas detectaram diminuição na internalização do Pi e diferenças na localização sub celular da 

proteína PiT2 (Taglia et al., 2018). 
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4 MÉTODO 

 

4.1 PACIENTES E AMOSTRAS 

 

Os pacientes incluídos no trabalho foram triados quanto à 1) presença de calcificações 

bilaterais e simétricas nos gânglios basais observados em exame de neuroimagem e 2) 

ausência de doenças metabólicas investigadas no exame de sangue demonstrando níveis 

séricos normais de fosfato, cálcio e hormônios da tireoide. Foram coletadas amostras de 

sangue periférico de 21 membros de uma família brasileira agrupados em quatro categorias: 

1) afetados (pacientes com calcificações bilaterais observadas no exame de TC); 2) não 

afetados (pessoas com resultado negativo na TC para calcificações); 3) status desconhecido 

(indivíduos assintomáticos e sem exame de neuroimagem disponível); 4) portadores 

obrigatórios (de acordo com o padrão de herança autossômico dominante das CCFP, 

indivíduos assintomáticos sem exame de neuroimagem disponível porém, com filhos 

afetados) (Tabela 1). Todos os participantes do estudo assinaram termo de consentimento. O 

projeto foi aprovado pelo comitê de ética da Universidade Federal de Pernambuco (CAAE-

0296.0.172.000-08 e CAAE - 09475912.8.0000.5208). 

 

4.2  EXTRAÇÃO DE DNA 

 

O DNA genômico foi extraído com o kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit 

(Promega), segundo instruções do fabricante. A concentração e o grau de pureza das amostras 

foram obtidos por meio da absorbância a 260nm com o espectrofotômetro NanoDrop® 

(Thermo Scientific). 
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Tabela 1. Achados clínicos dos indivíduos da família brasileira (ND = não sisponível). 
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4.3 SEQUENCIAMENTO SANGER  

 

A triagem de variantes genéticas foi iniciada com a amplificação do DNA genômico 

pela técnica de PCR (polymerase chain reaction) seguida do sequenciamento na plataforma 

Sanger da região codificante dos quatro genes associados às CCFP na seguinte ordem: 

SLC20A2, PDGFRβ, PDGFβ e XPR1. 

O caso índex, ou probando (primeiro indivíduo afetado a ser estudado, antes da 

captação das amostras dos seus familiares), também fora triado por outra estudante em 2013 

(dados não publicados) para genes candidatos pertencentes à família PDGF (PDGFA, 

PDGFRA, PDGFC e PDGFD). Os primers utilizados foram extraídos de estudos 

previamente publicados na literatura e cada par amplifica um produto correspondente a uma 

região codificante do gene (Keller et al., 2013; Legati, Giovannini, Nicolas, López-Sánchez, 

Quintáns, Oliveira, João R.M., et al., 2015; Nicolas, Gaël et al., 2013; Wang, Li, Shi, Ren, 

Patti, Wang, Oliveira, De, et al., 2012).  

Os resultados do sequenciamento Sanger foram analisados no software CLC Main 

Workbench (Qiagen, EUA) e as variações encontradas foram anotadas no banco de variações 

do nosso grupo e pesquisadas em bancos de dados online: dbSNP 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/), Exome Variant Server 

(http://evs.gs.washington.edu/EVS/), e Ensembl (http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/ 

Info/Index). Variantes com frequência alélica (MAF – minor allele frequency) menores que 

1% foram classificadas como candidatas, em seguida, analisadas em softwares de predição 

da patogenicidade, a fim de testar seus possíveis efeitos. Para isso, foram utilizadas 

ferramentas como o MutationTaster2 (http://www.mutationtaster.org/), PolyPhen2 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/index.shtml) e SIFT (http://sift.jcvi.org/). 

 

4.4 SEQUENCIAMENTO DO EXOMA COMPLETO 

 

A região do exoma de quatro membros da família brasileira (três afetados e um não 

afetado) foi isolada pelo kit SeqCap EZ Human Exome Kit v3.0 (Roche NimbleGen, 

Madison, WI) e sequenciada na plataforma Illumina HiSeq2500 no Centro de Genômica e 

Neurociência da Universidade da Califórnia (www.semel.ucla.edu/ungc). 
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As sequências lidas no exoma foram mapeadas no genoma de referência 

GRCh37/hg19 a as variantes analisadas simultaneamente em todas as amostras com a 

ferramenta GATK Haplotype Caller segundo recomendações do GATK Best Practices 

(Mckenna et al., 2010). Ingenuity Variant Analysis (QIAGEN, Redwood City, CA) e 

Ensembl Variant Effect Predictor (http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Tools/VEP) 

foram usados para anotação e filtragem das variantes.  

A região exônica dos quatro genes conhecidos causadores das CCFP foram triados 

prioritariamente para investigar a presença de novas variações ou já conhecidas. Os 

transcritos usados como referência (RefSeq ID) para estes genes, foram: NM_006749 

(SLC20A2), NM_002608 (PDGFB), NM_002609 (PDGFRB), e NM_004736 (XPR1). Às 

variantes candidatas foram aplicados os seguintes filtros: 1) foram excluídas variantes com 

MAF maior que 1% anotadas nos bancos de dados 1000 Genomes (1000G: 

http://browser.1000genomes.org/), Exome Variant Server (EVS: 

http://evs.gs.washington.edu/EVS/) e Exome Aggregation Consortium (ExAC: 

http://exac.broadinstitute.org/); 2) em seguida, foram agrupadas variantes missense, indels, 

start/stop códon, de alteração de sítios de splice e, por fim 3) aquelas que estivessem co-

segregando com a doença sob um modelo dominante (indivíduos afetados são heterozigotos 

enquanto não afetados são portadores do alelo de referência). 

Para validação das variantes candidatas e identificação de possíveis falsos positivos 

gerados por erros no sequenciamento, amplificação do DNA genômico por PCR seguida por 

sequenciamento Sanger foi realizado nas regiões flanqueadoras dessas variações. 

 

5 RESULTADOS  

 

Os exames de tomografia computadorizada revelaram calcificações simétricas e 

bilaterais nos afetados da família brasileira, na região do núcleo caudado, tálamo e putâmen 

(Figura 1). 

O sequenciamento do exoma completo gerou 101.889 leituras com uma média de 

cobertura de 79x dentro de uma região de 64Mb (89,9% com no mínimo 20x de cobertura) 

(Tabela 1). Ao todo, observamos cinco variações na região codificante de alguns dos genes 
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SLC20A2, PDGFRβ, PDGFβ e XPR1, porém não foram identificadas variantes patogênicas 

(Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 (A) TC e RM (FLAIR - 1G20BR16) do cérebro de seis membros da família brasileira: 

1G01BR (III.6), 1G02BR15 (II.14), 1G08BR16 (II.4), 1G14BR16 (III.7) e 1G17BR16 (III.10) 

são pacientes com CCFP e não têm variações patogênicas na região codificante dos genes 

SLC20A2, PDGFB, PDGFRB e XPR1; o indivíduo 1G20BR16 (III.14) não apresenta 

calcificações no exame de RM (FLAIR). As calcificações aparecem como áreas de hiperdensidade 

(brilhantes) na TC: núcleo caudado (seta vermelha); putâmem (seta amarela); tálamo (seta verde); 

globo pálido (seta azul), pineal (cabeça de seta). (B) Heredograma da nova família candidata para 

as CCFP. 
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Ao longo dos quatro exomas sequenciados, identificamos 101.899 variantes no total. 

Após a aplicação dos filtros e exclusão das variações comuns na população geral (MAF>1%) 

e das que não segregavam com a doença, restaram 493. Dessas, apenas 49 foram preditas 

como causadoras de danos à nível proteico, incluindo: 2 in-frame, 2 splice-aceptor, 2 stop 

gained e 43 variações missenses. Dentre essas variações, algumas foram preditas como 

potenciais artefatos, isto é, aquelas com frequência alélica menor que 20 % (proporção de 

números de leituras com o alelo alternativo em determinada posição em relação ao número 

total de leituras naquela mesma posição). Outros potenciais artefatos também são das 

inserções e deleções em regiões repetidas em tandem associadas a doenças conhecidas. 

A fim de reduzir substancialmente o número de variações candidatas, seguimos as 

recomendações do American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) que 

orientam a investigação por evidências de patogenicidade (Richards et al., 2015). A 

observação da presença de algumas variações em homozigose em controles, também é 

indício de inconsistência da sua patogenicidade. 

 

ID da 

amostra 

Número total de 

leituras (milhões) 

Média da 

profundidade de 

cobertura 

Região alvo com 

cobertura mínima de 

20x 

1G01BR 108 84x 91,3% 

1G02BR 111 78x 80,4% 

1G14BR 108 76x 89,7% 

1G03BR 108 77x 89,1% 

Tabela 2. Número total de leituras e cobertura de cada amostra. 
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ID da 

amostra 
Posição 

Alelos 
Símbolo 

do gene 

Transcrito Canônico Predição da Função 
dbSNP 

ID 

MAF (%) 

Ref Alt 
Variante 

Codificante 

Variante 

Proteica 

Impacto na 

translação 
SIFT Polyphen 

1000

G 
EVS ExAC 

1G01BR 
8:42323

380 
C T SLC20A2 c.345G>A p.T115T sinônima - - 

rs34124

953 
0.5 0.5 0.7’ 

1G01BR  

1G02BR15* 

1G03BR16* 

1G14BR16 

5:14949

5395 
T C PDGFRβ c.3252A>G p.P1084P sinônima - - 

rs24638

8 
28.5 39.9 34.7 

1G03BR16 
5:14949

7228 
G A PDGFRβ c.3090C>T p.P1030P sinônima - - 

rs22284

40 
6.2 10.0 7.6 

1G01BR  

1G02BR15* 

1G03BR16 

1G14BR16 

5:14949

9672 
T C PDGFRβ c.2601A>G p.L867L sinônima - - 

rs24639

5 
23.6 28.1 28.7 

1G02BR15 
5:14950

9446 
C T PDGFRβ c.1453G>A p.E485K sinônima Tolerada Benigna 

rs41287

110 
1.1 1.9 1.9 

 

 

Tabela 3. Variantes encontradas na região codificante dos genes ligados à CCFP (* indica portadores homozigotos para aquela variante). 
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Foram identificados de 1 a 83 homozigotos para 15 variantes dentre as 60.706 sequências 

de indivíduos depositados no ExAC. Ao passo que é importante não supervalorizar dados de 

ferramentas in silico, é importante ressaltar que 29 variações foram preditas como não 

exercendo impacto na função do gene ou na proteína, por múltiplos algoritmos computacionais 

(classificadas como não deletérias por pelo menos dois das ferramentas usadas: SIFT, 

Polyphen, CADD e Condel). 

Dentre as variantes candidatas mais promissoras, identificamos algumas presentes em genes 

associados com o transporte de cálcio. Assim, decidimos seguir com a investigação, agora por 

Sanger, priorizando a análise das variações raras (sem homozigotos reportados no ExAC) 

preditas deletérias in silico ligadas ao metabolismo de cálcio: PLCB2, RYR1, MKNK2 e RYR3. 

Identificamos uma variante em um sítio de splice do gene PLCB2, que codifica a 

Fosfolipase C Beta 2, c.2432-1G>A (reportada no ExAC em apenas um indivíduo de 

ancestralidade Africana). Funções ligadas a esse gene incluem ativação plaquetária, via de dor 

neuropática em neurônios dorsais da medula, ligação de íons de cálcio e atividade da diester 

fosfórico hidrolase (Gene Cards: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PLCB2). 

O sequenciamento Sanger confirmou a presença dessa variação apenas nos três indivíduos 

afetados estando ausente na amostra controle, corroborando com o achado no exoma. 

Entretanto, a análise revelou que a variação c.2432-1G>A também estava segregando nos 

outros três indivíduos (dois afetados e um controle), mostrando que ela não atende aos critérios 

de patogenicidade uma vez que está presente em indivíduo saudável. 

Outra variante em um sítio de splice (c.420-2A>C) foi encontrada no gene MKNK2, 

responsável por codificar um membro da família de proteínas kinases dependentes do complexo 

cálcio/calmodulina (CAMK) Ser/Thr (GeneCards: http://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=MKNK2). No entanto, como sugerido pelo baixo valor da frequência 

alélica dessa variação, somado à baixa cobertura de leitura, o sequenciamento Sanger revelou 

que se tratava de um artefato, pois que nenhuma das amostras portava essa variante. 

Variações missense em outros dois genes ligados a via de transporte de cálcio, receptores 

de rianodina (RYR1 e RYR3) foram classificadas como deletérias. RYR1 dá origem a uma 

proteína receptora de rianodina encontrado nos músculos esqueléticos e que funciona como um 

canal de liberação de cálcio do retículo sarcoplasmático para o citoplasma e, assim, exerce papel 

importante na contração muscular (GeneCards: http://www.genecards.org/cgi-

bin/carddisp.pl?gene=RYR1&keywords=RYR1). Ficou confirmada, pelo sequenciamento 

Sanger, a presença da variação missense c.1474C>G:p.Arg492Gly em quatro dos cinco 
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indivíduos afetados triados no laboratório da UCLA. Desse modo, por não estar presente em 

todos os pacientes, essa variação foi excluída da análise. Similarmente, ao RYR1, o gene RYR3 

também codifica um receptor de rianodina que atua na exportação de cálcio do retículo 

sarcoplasmático para o meio citosólico. 

Diferentemente do seu homólogo, o RYR3 é vastamente expresso, com níveis mais altos 

nos gânglios basais, amigdala e córtex (GTEx data: http://www.gtexportal.org/home/), e assim, 

também media a liberação de cálcio do retículo endoplasmático em células não musculares 

(GeneCards: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=RYR1&keywords=RYR3). 

A variação missense c.2486G>A:p.Arg829His no RYR3 foi confirmada pelo método Sanger, 

segregando nas amostras de todos os afetados enviados para análise, e ausente nos indivíduos 

controle. Os resultados eram indicativos de que o gene RYR3 seria um forte candidato a novo 

gene causal das CCFP, uma vez que a variação encontrada preenchia os critérios de seleção e, 

sobretudo, o gene está diretamente ligado a uma via celular relevante na fisiopatologia das 

calcificações cerebrais. 

Em seguida, expandimos a análise a todos os outros membros da família de que dispomos 

amostras em nosso banco, a fim de confirmar o padrão de segregação autossômico dominante 

da variação c.2486G>A:p.Arg829His identificada no RYR3. Surpreendentemente, a variante 

também está segregando 1) nos dois indivíduos classificados como portadores obrigatórios, 

corroborando com a possibilidade de serem, na verdade, afetados, 2) em dois indivíduos 

categorizados como status desconhecido e 3) em um não afetado. 

Então, voltamos aos dados inicias do exoma e realizamos nova análise da lista com 49 

variações candidatas, aplicando outros critérios de exclusão, e agrupamos variações em seis 

novos genes (Figura 2). Após triagem com o sequenciamento Sanger, constatamos que as novas 

variantes também não atendiam aos requisitos para serem classificadas como causais, pois elas 

segregavam 1) em ambos afetados e não afetados ou 2) estavam ausentes nos afetados. 
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5.1 PERSPECTIVAS 

 

Seguindo as recomendações de investigação e diagnóstico das CCFP, após o contato com 

os membros da família brasileira e investigação clínica dos membros afetados e saudáveis, foi 

realizada a triagem da região codificante de cada um dos quatro genes ligados a doença. Com 

base na frequência relativa de variantes patogênicas, priorizamos o sequenciamento do gene 

SLC20A2 e, na ausência de mutações patogênicas, seguimos com as análises para os genes 

PDGFβ, PDGFRβ e XPR1, nessa ordem. 

A ausência de variações nos quatro genes conhecidos, tornou a família elegível para a 

investigação do exoma, na busca por novos genes ou variações não observadas no método 

Sanger. 

Os resultados acerca da variação no gene RYR3 ainda se mostram bastante promissores. 

Entretanto, devido aos resultados negativos obtidos até o momento, faz-se necessária uma 

maior investigação clínica de alguns indivíduos dos quais temos poucas informações ou não 

possuímos exames de neuroimagem. O primeiro passo será confirmar o status dos indivíduos 

categorizados como portadores obrigatórios, status desconhecido e não afetados. Novos exames 

de neuroimagem como tomografia computadorizada permitirão esclarecer essa questão. 

Fig. 2. Status dos indivíduos investigados para as variações candidatas identificadas no 

sequenciamento do exoma. Verde: portador da variação; vermelho: não portador; branco: 

amostra não sequenciada. 



47 

 

 

 

Outro ponto a ser refletido é que resultados de sequenciamento do exoma podem apresentar 

limitações devido ao seu design e não revelam, diretamente, a presença de grandes duplicações 

ou deleções, sejam parciais ou totais. 

Em parceria com o grupo liderado pelos Dr. Hannequin e Dr. Nicolas, em 2015 

encaminhamos ao seu laboratório em Rouen (França) algumas amostras do nosso banco de 

pacientes (casos índex de 29 famílias), a fim de investiga-los quanto à presença de variações 

do número de cópia (CNV – copy number variation) (David et al., 2016; Nicolas et al., 2014). 

No momento, possuíamos em nosso laboratório, apenas a amostra do caso índex (1G01BR) 

dessa família, que foi mapeado para o gene SLC20A2 em ensaio capaz de identificar CNVs 

completos e parciais (envolvendo apenas um éxon). Os resultados foram negativos e então, 

seguiu-se com a análise dos PDGFβ e PDGFRβ, apenas para dois éxons de cada gene, devido 

à falta de primers para mapeá-los em tua totalidade. Também não foi identificada a presença de 

CNVs nesse ensaio. Na época, ainda não se conhecia a relação causal do gene XPR1 e as CCFP, 

portanto, ele não foi incluído nas análises. 

A falta de resultados conclusivos do primeiro exoma e das posteriores triagens por Sanger, 

nos levaram a enviar as amostras de afetados e alguns controles da família brasileira para um 

novo WES, que será realizado em Rouen. O exoma será mapeado com outro kit de captura 

(Agilent Sureselect All Exons Human V5 Kit - Agilent technologies, Santa Clara, CA, USA) e 

os resultados serão submetidos à uma investigação mais abrangente para a presença de CNVs 

porém, com a ferramenta in silico desenvolvida pelos pesquisadores do grupo francês, o 

CANOES (David et al., 2016).  
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6 CONCLUSÕES 

 

 As CCFP são uma condição neuropsiquiátrica clinicamente heterogênea que pode 

manifestar-se já durante a infância, em casos mais raros, ou entre a quinta e a sexta 

década de vida. 

 

 A popularização de exames não invasivos para a detecção das calcificações cerebrais, 

bem como os avanços nas técnicas de neuroimagem, permitirão o diagnóstico precoce 

da doença em casos hereditários da doença. 

 

 Os resultados do presente trabalho, realizado em parceria com grandes centros 

internacionais, reforçam o papel dos genes já conhecidos associados às bases 

moleculares das CCFP.  

 

 As novas variantes reportadas ajudarão a esclarecer casos futuros CCFP hereditários e 

auxiliarão na interpretação do impacto de novas variações genéticas. Além disso, 

fornecem uma lista de candidatos para ensaios funcionais. 

 

 São necessários estudos prospectivos que acompanham a progressão de pacientes 

portadores de variações genéticas patogênicas nos genes ligados às CCFP, a fim de 

expandir nosso conhecimento acerca do curso da doença, dos fatores genéticos e 

ambientais que podem influenciar na progressão e na penetrância da patologia. 

 

 Devido às limitações técnicas e metodológicas de ambas as plataformas de 

sequenciamento, capilar (Sanger) e NGS (exoma), não identificamos variações 

candidatas nos pacientes da família brasileira reportada no estudo. 

 

 Também não foram encontradas CNVs nos gene SLC20A2, PDGFβ e PDGFRβ, 

parciais nem totais. Um ensaio para o gene XPR1 ainda se faz necessário. 

 

 Uma nova triagem do exoma da família brasileira por meio de novo kit de captura e 

método de triagem dos dados, poderá auxiliar a responder os casos negativos pendentes 

em nosso banco de amostras, bem como nos bancos dos grupos colaboradores. 
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 Devido ao fato de os genes SLC20A1, SLC20A2 e XPR1 estarem ligados ao transporte 

de fosfato inorgânico através da membrana celular, ainda que em direções opostas 

(SLC20A1 e SLC20A2, importação; XPR1, exportação), é comum a suspeita de um 

mecanismo de coregulação entre eles. 

 

 Os estudos de expressão demonstraram que mutações de diferentes naturezas no 

SLC20A2 diminuiu seus níveis de mRNA porém, os genes SLC20A1 e XPR1 não 

sofreram efeitos colaterais explícitos desse mecanismo. 

 

 Tais resultados sugerem que não há uma compensação da haploinsuficiência do 

SLC20A2 por parte dos outros dois genes transportadores de fosfato. 
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Supplementary Methods 

Inclusions. The French PFBC series included a total of 90 unrelated probands that were referred 

from multiple French centers to the Inserm U1245 research Unit in Rouen from January 2015 

to February 2017. One of these patients, carrying an XPR1 variant, has already been reported 

in detail elsewhere.1 Patients referred to this center before January 2015 were already reported 

and not included in this study.2-4 

The Italian series included 49 unrelated probands referred to the Molecular Neurogenetics Unit 

of C. Besta Neurological Institute in Milan from April 2014 to April 2017. Of these, one patient 

carrying an SLC20A2 variant, has previously been reported in detail elsewhere.5 

The US group, included a total of 16 primary brain calcification unrelated probands referred to 

UCLA from April 2014 up until January 2017. Patients referred to this center before April 2014 

were already reported and not included in this study.3, 6-8 

A total of 22 patients from multiple Brazil centers, referred to the Keizo Asami Laboratory – 

LIKA / Federal University of Pernambuco – UFPE in Recife from April 2014 to January 2017, 

were included in this study as part of the Brazilian series. Patients referred to this center before 

April 2014 were previously reported and not included in this study.4, 9 

 

Genetic screening of the Italian patients using a NGS panel. Target regions included the exons 

of each gene ±20 bp intronic flanking sequence. Samples were sequenced with a Miseq 

sequencer (Illumina) with 50x average depth. Raw reads were aligned to the human genome 

(GRCh37 assembly), variants were called and annotated using Variant-Studio (Illumina) and 

then filtered, focusing on rare (MAF <1% in 1000 Genome Project, Exome Aggregation 

Consortium - ExAC, and Exome Sequencing Project databases) and potentially damaging 

variants (Polyphen2, SIFT and MutationTaster). Variants were confirmed by Sanger 

sequencing in probands and available relatives.  

In the Italian series, where other genes responsible for diseases characterized by cerebral 

calcification were also screened, only one patient received an alternative genetic diagnosis 

(Cockayne syndrome type B, MIM #133540), carrying compound heterozygous ERCC6 

pathogenic variants (NM_000124.3: c.2143G>T, p.(Gly715Ter) and c.229C>T, p.(Arg77Ter)). 

 

Functional assessment of the PDGFRB p.Asp844Gly variant. MYC-DDK(FLAG)-tagged-

PDGFRB (NM_002609) ORF (Clone # RC206377) encoding human platelet-derived growth 

factor receptor beta polypeptide (PDGFRβ) was obtained from Origene, and patient variants 



81 

 

 

 

engineered using QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (cat# 200518) from Agilent 

Technologies (Stratagene), using the following primer pairs: 

p.D844G  5'-GTCAAGATCTGTGGCTTTGGCCTGGC-3' 

5'-GCCAGGCCAAAGCCACAGATCTTGAC-3' 

p.W566R 5'-GTTACGAGATCCGACGGAAGGTGATTGAG-3' 

5'-CTCAATCACCTTCCGTCGGATCTCGTAAC-3' 

HEK293 cells, grown in DMEM with 10% foetal calf serum, L-GLN and Pen-Strep, were 

transfected using calcium phosphate method. 48hrs post-transfection, cells were extracted using 

IP buffer (50mM Tris.HCl pH7.5, 150mM NaCl, 2mM EDTA, 2mM EGTA, 50mM NaF, 

25mM β-glycerolphosphate, 0.1mM Na-orthovanadate, 0.2% Triton-X100, 0.3% IGEPAL, 

protease inhibitor cocktail (Roche)). 300µg of extract used for immunoprecipitation via anti-

FLAG® M2 Affinity Gel (A2220) from Sigma-Aldrich. The antibodies used subsequently for 

western blotting included phospho-Tyrosine mouse monoclonal p-Tyr-100 (cat# 9411) from 

Cell Signaling Technologies and monoclonal mouse anti-FLAG® M2 antibody (F3165) from 

Sigma-Aldrich.  

 

Supplementary Figure 1 

Following ectopic over-expression of FLAG-tagged PDGFRβ constructs and 

immunoprecipitation (IP) using FLAG affinity beads, increasing amounts of IP’d extract was 

western blotted using anti-phosphotyrosine (pY) antibody to detect PDGFRβ trans-

autophosphorylation. Blotting using anti-FLAG antibody confirmed IP. Auto-phosphorylation 

of the D844G variant was undetectable under these conditions, compared to that of wild-type 

(WT). W566R, a known hyper-active infantile myofibromatosis variant was included as a 

control.10 
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Supplementary Table 1. Genetic screening in the 4 series 

Case 

series 

Total 

probands 

screened 

Likely pathogenic (class 4) 

and pathogenic (class 5) 

variants, n unrelated proband 

carriers [genes] 

Detection 

rate (class 

4+5) 

Variants of unknown significance 

(class3), n unrelated probands 

carriers [genes] 

Detection rate 

(class 3) 

Overall 

detection rate 

N affected 

relatives 

included 

Total affected 

individuals 

France 90 19 

[SLC20A2: n=12*, 

PDGFB: n=4 

XPR1: n=3**] 

21.1% 6 

[SLC20A2: n=4, 

PDGFB: n=1 

XPR1: n=1] 

6.7% 25/90 (27.8%) 4 29 

Italy 49 7 

[SLC20A2: n=5***, 

XPR1*: n=2] 

14.3% 5 

[SLC20A2: n=3, 

PDGFRB: n=2] 

10.2% 12/49 

(24.5%) 

2 14 

US 16 7 

[SLC20A2: n=5, 

PDGFB: n=1 

PDGFRB: n=1] 

43.8% 0 0 7/16 

(43.8%) 

4 11 

Brazil 22 1 

[SLC20A2] 

4.5% 0 0 1/22 (4.5%) 1 2 

Total 177 34 19.2% 11 6.2% 45/177  

(25.4%) 

11 56 

 

*2 unrelated probands carried the same variant 

**including one previously reported patient1  

***including one previously reported patient5
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ANEXO A – Artigo publicado no periódico Journal of Cell Science 

 

Keasey MP, Jia C, Pimentel LF, et al. (2017). Blood vitronectin is a major activator of 

LIF and pro-inflammatory IL-6 in the brain through integrin-FAK and uPAR signaling. 
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ANEXO B – Análise funcional da variação do gene RYR3 no transporte de cálcio in vitro 

(Programa de Doutorado Sanduíche no Exterior - CAPES) 

 

Em meados do final de 2016, eis que surgira a oportunidade para um segundo 

intercâmbio acadêmico no laboratório do Dr. Theoddor Hagg, Chefe do Departamento de 

Ciências Biomédicas da Universidade do Leste o Tennessee (ETSU – EUA). Durante os 

meses de abril a outubro de 2017, envolvi-me em diversos projetos simultaneamente, mas 

com enfoque na finalização do artigo iniciado em 2015 (Anexo A). 

Após a triagem dos resultados do exoma, alguns genes foram eliminados restando 

apenas o RYR3 como o mais promissor, ainda que fosse necessária a reavaliação clínica 

dos pacientes para dar maior robustez ao achado. Procuramos obter mais informações 

clínicas e de neuroimagem de alguns membros da família brasileira, porém, por questões 

éticas, decidimos dar continuidade aos trabalhos com os dados coletados até então, sem 

causar transtornos para os pacientes e seus familiares. 

Devido ao contexto em que me inseria, trabalhando de perto com técnicas de 

mutagênese e biologia celular em um laboratório com vasta experiência no tema, 

julgamos oportuno avaliar o impacto funcional da variação missense encontrada no gene 

RYR3 (c.2486G>A:p.Arg829His) no transporte de fosfato em modelo in vitro. Por meio 

da inserção da mutação (knock-in) com o sistema de edição gênica CRISPR-Cas9 em 

células da linhagem de osteosarcoma, SaOS-2, planejei a realização experimentos 

funcionais que revelassem os efeitos da variação na função transportadora da proteína 

Ryr3 (morfologia, crescimento e migração celular, expressão gênica, influxo de cálcio, 

etc). 

Com o uso de ferramentas in silico, cinco RNA-guias foram desenhados, testados, em 

seguida sintetizados e clonados no plasmídeo de expressão pSpCas9(BB)-2A-Puro 

(PX459) V2.0 (www.addgene.org). Selecionamos dois RNA-guias para clonagem no 

plasmídeo, seguida de transformação em células competentes de E. coli (DH5α) e 

sequenciamento do DNA a fim de averiguar a correta inserção das fitas de RNA no 

constructo, fato que foi posteriormente confirmado. Em seguida, foi realizada a 

transfecção do DNA extraído das bactérias DH5α, nas células SaOS-2 com posterior 

sequenciamento, a fim de verificar a eficiência da clivagem dos RNA-guias. Infelizmente, 

o sequenciamento não conseguiu cobrir a região onde as fitas de RNA deveriam estar 
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inseridas, não sendo capaz, então, de responder à questão acerca da eficiência dos guias. 

Tentei avaliar, então, os níveis de mRNA do RYR3 nas SAOS-2 e em amostras de cérebro 

e do músculo esquelético de camundongo (controles positivos), por meio de RT-qPCR, 

como uma forma indireta de testar a eficiência do constructo. Os ensaios realizados com 

sondas Taqman não detectaram expressão do gene nas amostras usadas, sugerindo uma 

possível ineficiência dos primers. Diante das dificuldades e ao tempo limitado, após os 

experimentos serem reavaliados, modificados e repetidos inúmeras vezes, o projeto 

precisou ser interrompido e prioridade foi dada aos trabalhos referentes ao trabalho 

proposto inicialmente. 
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ANEXO C – Participação em trabalho apresentado no congresso da Sociedade de 

Neurociências 
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ANEXO D – Participação em trabalho apresentado no VIIIth International Symposium on 

Diagnostics and Therapeutics Xth LIKA Scientific Journey 
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ANEXO E – Comentário publicado na sessão Write Click© do periódico  Neurology 
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ANEXO F – Trabalho apresentado no Vth International Symposium on  Diagnostics and 

Therapeutics (SINATER) and VIIIth LIKA Scientific Journey 

 

  


