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RESUMO

CalcificacBes cerebrais sdo um tipo de calcificacdo ectopica que pode estar
associada a processos fisioldgicos ou patolégicos. Dentre os quadros patologicos,
destacam-se condicdes genéticas raras caracterizadas pela presenca de
calcificacbes cerebrais bilaterais e simétricas. A andlise meticulosa de casos
suspeitos dessas doengas se torna, portanto, de extrema importancia para garantir
gue pacientes recebam conduta médica adequada. Desse modo, este estudo teve
como um de seus objetivos reavaliar casos clinicos de calcificacbes cerebrais
primarias com diagndstico em aberto, utilizando informacdes clinicas, laboratoriais,
exames de imagem e ferramentas genéticas para definir diagnosticos. O
sequenciamento de DNA realizado focou em genes candidatos como MYORG,
ZBTB20 e FAM20C. Através dessas analises, onde um total de 35 pacientes
portadores de calcificacbes cerebrais pertencentes a nossa coorte foram avaliados,
0 diagnostico de trés condi¢cdes genéticas distintas foi possivel, sendo esses um
caso de sindrome de Primrose (PRIMS), um caso de Calcificacdo Cerebral Familial
Primaria, e um caso de sindrome de Raine. O diagnéstico de PRIMS, doenca
ultrarrara causada por variantes missense e de novo no gene ZBTB20, motivou a
realizacdo de estudos in vitro para explorar o papel deste gene na formacdo de
calcificacbes. Além disso, a expressdo do gene ZBTB20 foi avaliada frente a
superexpressao do microRNA miR-9-5p em SaOs-2 devido a alta conservacéo
desse microRNA entre espécies e a sua elevada expressao no sistema nervoso
central. Resultados indicam que, enquanto a inducdo de calcificacdo in vitro néo
causa alteracdes significativas na expressado do ZBTB20 (p=0,40), a superexpressao
do miR-9-5p provoca aumento significativo na expressao do ZBTB20 (p=0,0035). O
presente trabalho reforca, portanto, a importancia de realizar caracterizacdes
fenotipicas detalhadas em pacientes que apresentam calcificacbes cerebrais,
garantindo que um diagndstico diferencial adequado seja aplicado para todos os
pacientes, e que o0 miR-9-5p pode ser uma ferramenta em potencial em estudos

futuros relacionados a sindrome de Primrose.

Palavras-chave: calcificacdo cerebral; sindrome de Primrose; sindrome de Raine;
ZBTB20; MYORG.



ABSTRACT

Brain calcifications are a type of ectopic calcification that can be associated to
physiological or pathological conditions. Among the pathological conditions, highlight
can be given to rare genetic conditions characterized by the presence of bilateral and
symmetrical brain calcifications. This way, meticulous analyses of suspected cases is
extremely important to ensure that patients will receive appropriate medical care.
This way, one of this study’s objectives was to reevaluate cases of primary brain
calcification with unknown causes, making use of clinical and laboratory data,
imaging exams and genetic tools to define diagnoses. DNA sequencing focused on
candidate genes such as MYORG, ZBTB20 e FAM20C. Through these analyses,
where a total of 35 patients with brain calcifications of our cohort weve evaluated, the
diagnosis of three distinct genetic conditions was possible, those being one case of
Primary Familial Brain Calcification, one case of Primrose syndrome (PRIMS), and
one case of Raine syndrome. The diagnosis of PRIMS, an ultra-rare disease caused
by de novo and missense variants affecting ZBTB20, prompted the execution of in
vitro studies to further explore the role of this gene in the development of
calcifications. Additionally, the expression of ZBTB20 was evaluated when under the
influence of MiR-9-5p overexpression due to the elevated degree of conservation of
this microRNA among species, as well as due to its increased expression in the
central nervous system. The results indicate that, while there are no significant
changes in ZBTB20 expression during in vitro calcification induction (p=0,40), miR-9-
5p overexpression leads to a significant increase in ZBTB20 expression (p=0,0035).
This way, the present study reinforces the importance of promoting thorough
phenotypic characterization of patients with brain calcifications, and that miR-9-5p

can be a potentially interesting tool in future studies regarding Primrose syndrome.

Keywords: brain calcification; Primrose syndrome; Raine syndrome; ZBTB20;
MYORG.
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1 INTRODUCAO

Calcificagcbes cerebrais sdo lesfes resultantes do acumulo de cristais de
hidroxiapatita no tecido encefalico por mecanismos que ainda ndo foram
completamente esclarecidos (DENG; ZHENG; JANKOVIC, 2015). Essas
calcificacBes, consideradas ectopicas por ocorrerem em tecidos moles, muitas vezes
sdo achados incidentais em exames de neuroimagem, como ressonancias
magnéticas ou tomografias computadorizadas, e podem ocorrer tanto de maneira
fisioldgica quanto de maneira patoldégica (DE OLIVEIRA; BARROS E SILVA; DE
OLIVEIRA, 2013).

Enquando as calcificacbes fisioldgicas costumam ser resultado do
envelhecimento e ndo possuem associacao a sintomas especificos, as calcificacbes
patolégicas podem ter diversas origens e estdo associadas a uma ampla gama de
sinais e sintomas (KIROGLU et al., 2010). Alguns dos quadros de calcificacbes
cerebrais patologicas que se destacam sdo quadros infecciosos, como infeccdes
congénitas pelo citomegalovirus e zika virus, e desordens metabdlicas, como
guadros relacionados ao desequilibrio de hormoénios paratireoideanos
(BEKIESINSKA-FIGATOWSKA; MIERZEWSKA; JURKIEWICZ, 2013). Ambos os
guadros citados anteriormente levam a formacdo das calcificacbes de maneira
secundaria, diferente do que é visto em quadros de calcificacbes cerebrais
patolégicas primarias onde as lesdes se desenvolvem como resultado direto de
variantes génicas (QUINTANS; OLIVEIRA; SOBRIDO, 2018).

Dentre as condicdes genéticas que apresentam calcificacdes cerebrais como
um de seus achados, se destacam as condicfes onde as calcificacdes detectadas
seguem o padrdo bilateral e simétrico, afetando ambos hemisférios da mesma
maneira (CORDEDDU et al., 2014; LIVINGSTON et al., 2013; RAMOS et al., 2017).
Essas calcificagcbes sdo especialmente interessantes devido a especificidade na
localizacdo das lesdes, de modo que elas serdo nosso foco de estudo. Neste
trabalho, énfase sera dada a doencas que apresentam essas calcificacdes como um
de seus sinais, incluindo a Calcificacdo Cerebral Familial Primaria (CCFP), a
sindrome de Raine e a sindrome de Primrose (PRIMS).

O principal exemplo de doenca genética caracterizada pela presenca de
calcificaces cerebrais bilaterais é a Calcificacdo Cerebral Familial Primaria. A CCFP

€ considerada uma doencga genética rara cujas lesdes caracteristicas sdo detectadas
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por meio de exames de imagem, normalmente afetando regides subcorticais como
0s nucleos da base, tdlamo e cerebelo (TAGLIA et al., 2014). A doencga, que pode
ter perfil de heranca tanto autossémico dominante quanto autossdmico recessivo,
pode também ocorrer na auséncia de historico familiar devido a mutacdes de novo
(FERREIRA et al., 2014; WANG et al., 2012a; YAO et al., 2018). O diagndéstico desta
doenca deve ser feito apenas apds exclusdo de outros quadros onde calcificacdes
cerebrais ocorrem secundariamente, seguida da confirmacdo da presenca de
alguma variante patoldgica em um de seus seis genes alvo (KELLER et al., 2013;
LEGATI et al., 2015; NICOLAS et al., 2013; RAMOS et al., 2017; SCHOTTLAENDER
et al., 2020; WANG et al., 2012a; YAO et al., 2018).

Nem todos os pacientes que possuem com calcificacBes cerebrais priméarias,
entretanto, devem ser diagnosticados com CCFP. Nos ultimos anos, relatos clinicos
cada vez mais completos tém possibilitado a melhor caracterizacéo fenotipica de
outras doencas raras que constam com esse tipo de achado, fazendo com que
diagnosticos corretos sejam atingidos mais rapidamente (FERREIRA et al., 2019).
Tais relatos permitem ainda que quadros até entdo considerados como
comorbidades passassem a ser descritos como manifestacbes classicas de
doencas, sendo assim informacdes importantes para o entendimento da
fisiopatologia das doencas (FERREIRA; DE OLIVEIRA, 2019). Desse modo,
diversos quadros devem ser considerados apdés a deteccdo de calcificacdes
cerebrais primarias, como desordens mitocondriais e transtornos do
desenvolvimento como a sindrome de Raine e a sindrome de Primrose
(CORDEDDU et al., 2014; FINSTERER; ENZELSBERGER; BASTOWANSKY, 2017;
SEIDAHMED et al., 2015).

A sindrome de Raine é uma sindrome rara, comumente ocorrendo de maneira
autossbmica recessiva devido a variantes de perda de funcédo que afetam o gene
FAM20C (WHYTE et al.,, 2017). Clinicamente, pacientes com sindrome de Raine
apresentam sinais e sintomas de diferentes tipos e gravidades desde o nascimento,
podendo apresentar tanto calcificacfes bilaterais e simétricas como puntiformes e
difusas no encéfalo (HUNG et al., 2019; TAMAI et al., 2018). Além disso, a sindrome
de Raine é geralmente letal ainda durante a primeira infancia, apesar de casos nao-
letais ja terem sido relatados (MAMELI et al., 2020; SEIDAHMED et al., 2015).



18

A sindrome de Primrose, por sua vez, € uma sindrome extremamente rara com
menos de 50 casos descritos até o momento (MELIS et al., 2020). Essa sindrome foi
associada em 2014 a variantes no gene ZBTB20, codificador da proteina ZBTB20
gue atua como repressora transcricional de genes como AFP, Sox9 e EGFR
(CORDEDDU et al.,, 2014; ZHANG et al., 2018; ZHOU et al., 2015). Sinais
comumente descritos em pacientes com essa sindrome sdo caracteristicas faciais
tipicas, problemas auditivos, atraso no desenvolvimento global e cognitivo,
calcificacbes do pavilhdo auricular e alteracdes no sistema musculoesquelético
(MELIS et al., 2020). Além disso, calcificacdes cerebrais bilaterais sdo um dos
achados descritos nestes pacientes a partir da segunda década de vida (BATTISTI
et al.,, 2002; CORDEDDU et al., 2014; DALAL et al., 2010). Desse modo, a triagem
de pacientes com calcificacdes cerebrais bilaterais e que possuem sinais e sintomas
condizentes com PRIMS, como transtornos do desenvolvimento e caracteristicas

faciais tipicas, pode ser um modo mais eficiente de se definir seu diagnadstico.
1.1 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE DE TRABALHO

Considerando o impacto das doencas genéticas mencionadas acima na
gualidade de vida dos pacientes, a triagem meticulosa de casos suspeitos se torna
de extrema importancia ja que, a partir de um diagndstico, as medidas relacionadas
a conduta médica adequada podem ser tomadas. Além disso, a raridade dessas
condicbes faz com que relatos de caso sejam importantes para detalhar os
diferentes fendtipos dos pacientes, contribuindo para o diagnostico diligente de
pacientes no futuro.

Paralelamente, explorar a funcdo de genes como o ZBTB20 para esclarecer
seu papel na formacao e resposta a calcificacbes pode ajudar ndo s6 a entender
melhor o fendtipo de pacientes com a sindrome de Primrose, mas também de
pacientes com CCFP e outras desordens genéticas que causam o0 mesmo tipo de
lesdo. Informacbes desse tipo, que contribuem para o esclarecimento da
etiopatogénese das calcificacbes cerebrais, podem ainda ser utilizadas para
desenvolvimento de estratégias terapéuticas e marcadores moleculares, reforcando
a importancia de estudos que avaliem a funcédo de genes como o ZBTB20.

Desse modo, nossas hipoteses de trabalho foram:
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1) Parte dos casos suspeitos de CCFP da nossa coorte, mas que possuem
triagem genética negativa para variantes nos genes SLC20A2, PDGFB,
PFGRB e XPR1, podem ser causados por variantes em homozigose no
MYORG;

2) Pacientes pediatricos ou jovens que constam com calcificacdes cerebrais
bilaterais e sintomatologia condizente com transtornos do
neurodesenvolvimento podem ser afetados por outros quadros raros,
como Sindrome de Primrose e Sindrome de Raine;

3) O ZBTB20 é possivelmente afetado pelo processo de inducao ostegénica,
e de maneira similar a outros genes relacionados a calcificacdes cerebrais
primarias como o SLC20A2, PDGFB, PFGRB e XPR1;

4) O miR-9-5p, devido a sua conservagao entre espécies e comprovadas
funcdes em diversos processos no SNC, se destaca como potencial
ferramenta de regulacdo de genes envolvidos com transtornos do

neurodesenvolvimento, como o ZBTB20.
1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Reavaliar casos clinicos de pacientes que possuem calcificacdes cerebrais e
diagnostico em aberto, utilizando informacdes clinicas, laboratoriais, exames de
imagem e triagens genéticas para definir diagnosticos, e realizar estudos in vitro

sobre 0 ZBTB20 e seu papel na formacéo de calcificacoes.
1.2.2 Objetivos Especificos

a) Esclarecer diagnésticos inconclusivos de pacientes com suspeita
clinica de Calcificacdo Cerebral Familial Priméaria através da triagem
genética para o gene MYORG;

b) Realizar triagem genética de pacientes com transtornos do
neurodesenvolvimento e calcificagcbes cerebrais bilaterais para os
genes ZBTB20 e FAM20C, de acordo com seus sinais e sintomas

especificos;
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c) Entender a funcdo do ZBTB20 e seu papel na formacédo de
calcificagcbes cerebrais;

d) Verificar se o ZBTB20 responde a estimulos de calcificagdo em
estudos in vitro, particularmente em modelo celular através da indugéo
guimica em SaOs-2;

e) Determinar como a expressdo do gene ZBTB20 é afetada pela

superexpressao do microRNA mir-9-5p em SaOs-2.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 CALCIFICACOES CEREBRAIS

As calcificagcdes cerebrais sdo um tipo de calcificacdo ectdpica que pode ser
encontrada em diversas areas do encéfalo, como plexo coroide, glandula pineal e
nlcleos da base (KIROGLU et al., 2010). Essas calcificacfes, que séo depoésitos de
matéria organica predominantemente compostos por hidroxiapatita, costumam ser
detectadas através de exames de imagem como ressonancia magnética (RMN) e
tomografia computadorizada (TC) (DENG; ZHENG; JANKOVIC, 2015; LIVINGSTON
et al., 2013).

As calcificacOes cerebrais podem ser classificadas de acordo com seu padrao
em exames de neuroimagem, 0s quais podem ser indicativos da origem da leséo.
De maneira geral, essas calcificacdes ectopicas podem ser vistas de maneira
puntiforme (Figura 1A), afetando estruturas especificas, de maneira difusa, com
calcificacbes puntiformes afetando diversas estruturas (Figura 1B), ou de maneira
simétrica, afetando principalmente os nucleos da base (que inclui nucleo lentiforme,
nucleo caudado e amigdala) em ambos os hemisférios (Figura 1C) (DENG; ZHENG,;
JANKOVIC, 2015).

Figura 1 - Diferentes tipos de padrbes de calcificacbes cerebrais em imagens de tomografia
computadorizada. (A) CalcificacBes fisiolégicas e puntiformes demarcadas por setas
(KIROGLU et al., 2010); (B) Calcificacbes puntiformes, difusas e periventriculares em quadro
de sindrome de Aircardi-Goutiéres (LA PIANA et al., 2016); (C) CalcificacBes bilaterais e
simétricas em ndcleos da base em caso de Calcificacdo Cerebral Familial Primaria
(FERREIRA et al., 2014). CalcificacBes na glandula pineal (seta azul). Calcificacbes no
plexo coroide (seta vermelha).

ne B

Fonte: A autora, adaptado de (FERREIRA et al., 2014; KIROGLU et al., 2010; LA PIANA et
al., 2016).
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Clinicamente, as calcificagbes cerebrais podem ser acompanhadas ou ndo de
sintomas, sendo importante ressaltar que muitos dos portadores desse tipo de lesao
Ou ndo possuem quaisquer sintomas, ou possuem sintomas muito inespecificos,
como depressao e enxaqueca (RAMOS et al., 2018). Esses tipos de lesbes podem
ser fisiologicas, quando ocorrem em decorréncia do envelhecimento, ou estarem
associadas a quadros patolégicos, quando se desenvolvem como resultado de uma
doenca de base (KIROGLU et al., 2010). Em quadros fisiologicos, as calcificacbes
ocorrem independente da ocorréncia de sintomas, de modo que ndo apresentam
relevancia clinica e muitas vezes sdo detectadas incidentalmente (ALVES et al.,
2013; YALCIN et al.,, 2016). As calcificacBes patoldgicas, em contrapartida, sdo
comumente associadas a sintomas e/ou alteracées bioquimicas, o que faz com que
sejam mais facilmente detectadas do que as calcificacées fisiologicas (QUINTANS;
OLIVEIRA; SOBRIDO, 2018).

2.2 PATOLOGIAS ASSOCIADAS A CALCIFICACOES CEREBRAIS

Apesar de também ocorrerem de maneira fisioldégica, as calcificacdes
cerebrais sdo um tipo de achado caracteristico de diversos quadros patolégicos
(KIROGLU et al., 2010). Dentre os quadros que resultam na formacéo desse tipo de
calcificacdo ectopica encontram-se quadros primarios, onde as calcificacoes
ocorrem como consequéncia direta de alteracfes genéticas, e quadros secundarios,
onde as lesdes se formam em decorréncia de processos infecciosos, vasculares,
neopléasicos ou metabdlicos (DENG; ZHENG; JANKOVIC, 2015; KIROGLU et al.,
2010). A vista disso, o aspecto clinico de cada caso depende principalmente do
diagnostico associado a lesdo, jA que portadores de calcificacdes cerebrais
secundarias normalmente apresentam sintomas associados ao estimulo responsavel
pela lesdo, enquanto a clinica de portadores de calcificacbes cerebrais primarias €
menos especifica e deve ser bem esclarecida no intuito de direcionar o estudo
genético (BEKIESINSKA-FIGATOWSKA; MIERZEWSKA; JURKIEWICZ, 2013).

CalcificacBes cerebrais secundarias a condicdes de base sdo normalmente
acompanhadas por sinais e sintomas relacionados a suas causas, como alteracdes
bioquimicas em quadros de hipoparatireoidismo e infeccbes congénitas por
citomegalovirus ou zikavirus (BEKIESINSKA-FIGATOWSKA; MIERZEWSKA,;
JURKIEWICZ, 2013; CHEERAN; LOKENSGARD; SCHLEISS, 2009; DANOVSKA et
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al., 2018; VASCO ARAGAO et al., 2016). Além disso, esse tipo de calcificacdo pode
ocorrer em qualquer momento da vida, desde o periodo intrauterino até a vida adulta
(ABATE; CLARKE, 2017; VASCO ARAGAO et al., 2016). Desse modo, a analise dos
sinais e sintomas apresentados por cada paciente pode ser indicativa da existéncia
e causa das calcificagcdes, garantindo que o paciente receba tratamento adequado
(BEKIESINSKA-FIGATOWSKA; MIERZEWSKA; JURKIEWICZ, 2013).

Dentre as condicbes genéticas que apresentam calcificacbes cerebrais
primarias como um de seus achados, condicbes nas quais as calcificacdes
comumente sao bilaterais e simétricas se destacam. Algumas das condi¢cdes que se
encaixam nesse grupo séo a Calcificagdo Cerebral Familial Primaria, a sindrome de
Raine e a sindrome de Primrose, onde pacientes usualmente desenvolvem
calcificacbes que afetam os nucleos da base bilateralmente (FAUNDES et al., 2014;
MELIS et al., 2020; WESTENBERGER; BALCK; KLEIN, 2019). Apesar de se
assemelharem em relacdo a presenca das calcificagcbes cerebrais bilaterais e
simétricas, essas trés condicbes genéticas possuem causas e apresentacdes
clinicas distintas (Quadro 1). Desse modo, uma avaliacdo clinica minuciosa € de
extrema importancia para definicdo diagnodstica e determinacdo da abordagem
terapéutica mais apropriada para cada paciente. Com isso em mente, essas trés

condi¢cBes genéticas serdo detalhadas nos topicos a seguir.

Quadro 1 - Quadro comparativo entre a CCFP, PRIMS, e sindrome de Raine contendo
alguns dos principais sinais e sintomas relativos as trés doencas.

CCFP Raine PRIMS

CalcificacBes Cerebrais Bilaterais e Simétricas X X X
Nefrocalcinose X

Calcificagbes do Pavilhdo Auricular X
Dismorfismos Craniofaciais Caracteristicos X X
Atrasos no Desenvolvimento Global X X
AlteragBes Odontoldgicas X

Problemas Motores X X
Problemas Cognitivos X X X
Transtorno do Espectro Autista X
Problemas Respiratérios X

Idade Média de Aparecimento de Sintomas 30-50 0-10 0-10

Fonte: A autora (2021).
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2.2.1 Calcificagdo Cerebral Familial Primaria

Inicialmente considerada uma doenca rara, a CCFP (também chamada de
IBGC, idiopathic basal ganglia calcifications, ou doenca de Fahr) é uma doenca
genética caracterizada pela presenca de calcificagcbes cerebrais bilaterais e
simétricas que parece ter sua prevaléncia subestimada (KELLER et al., 2013;
NICOLAS et al., 2018; WANG et al., 2012a). Estudos sugerem que a baixa taxa de
casos de CCFP pode se dar devido ao desconhecimento sobre a condi¢do, sobre a
sobreposicao clinica da mesma com outros quadros patoldgicos, e sobre a alta taxa
de casos assintométicos (FERREIRA, 2018; NICOLAS et al., 2018). Nos ultimos
anos, entretanto, e provavelmente devido ao advento de técnicas moleculares mais
sensiveis, mais casos de CCFP vem sendo diagnosticados, o que possibilita um
melhor entendimento global sobre esta doenca (GUO et al, 2019;
SCHOTTLAENDER et al., 2020; YAO et al., 2018).

2.2.1.1 Sinais e Sintomas

O principal e unico sinal encontrado de maneira unanime em pacientes com
CCFP séao calcificacbes cerebrais bilaterais e simétricas, que normalmente afetam
0s nucleos da base (putamen, globo palido, nucleo caudado e amigdala) e outras
estruturas como talamos e nucleo denteado (Figura 2) (RAMOS et al., 2017). Sinais
de atrofia cortical também ja foram relatados, mais recentemente, em grupos
especificos de pacientes (CHELBAN et al.,, 2020). Ademais, nenhum outro sinal
fisico ou bioquimico € relatado de maneira consistente entre pacientes com CCFP, o
gue significa que, de maneira geral, pacientes com essa doenca nao possuem
indicativos bioquimicos de disturbios no metabolismo do calcio, deficiéncia de

vitamina D ou problemas na paratiredide (RAMOS et al., 2018).

Figura 2 - Imagens de plano horizontal do cérebro destacando os nucleos da base. (A)
Desenho anatdmico destacando os nucleos da base, em rosa (KIZIRIAN, 2018); (B) Imagem
de tomografia computadorizada onde as calcificagbes, em branco no centro da imagem,
afetam os nucleos da base (FERREIRA et al., 2014).
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Fonte: (FERREIRA, 2018), adaptado de (FERREIRA et al., 2014; KIZIRIAN, 2018)

Além de s6 possuir calcificacdes cerebrais como sinal caracteristico, a CCFP
tem apresentacao clinica heterogénea e inespecifica, de modo que pacientes com
CCFP podem ser tanto sintomaticos quanto assintomaticos (LEMOS et al., 2013). De
maneira geral, estudos sugerem que apenas cerca de 60% dos pacientes com
CCFP apresenta sintomas ao longo da vida, 0os quais costumam surgir por volta dos
30 a 50 anos de idade (RAMOS et al., 2018; TADIC et al., 2015).

Dentre os pacientes sintomaticos, disturbios do movimento como tremores,
coreia, ataxia, distonia e parksonismo sdo os sintomas mais prevalentes (NICOLAS
et al., 2015; RAMOS et al., 2018). Estudos recentes sugerem ainda que a ocorréncia
de sintomas motores € ainda mais prevalente em pacientes que apresentam
calcificacbes na ponte, regido do tronco encefalico que também pode ser acometida
por calcificacbes em pacientes com CCFP (CHELBAN et al., 2020). Apesar de ainda
ter causa desconhecida, hipotetiza-se que a grande prevaléncia desse tipo de
sintoma em pacientes com CCFP se da devido ao fato de que os nucleos da base,
estruturas comumente afetadas pelos depdsitos de hidroxiapatita, possuem funcéo
primordialmente motora (KOPELL et al., 2006). Mais estudos, entretanto, ainda sao
necessarios para confirmar a possivel existéncia dessa relagéo causal.

Além dos sintomas motores, sintomas psiquiatricos e alteracdes cognitivas
também sdo frequentemente associadas a casos de CCFP, principalmente
transtornos de humor e o desenvolvimento de deméncia (NICOLAS et al., 2015).
Sintomas bulbares, como disartria e disfagia, além de enxaqueca, episédios
convulsivos e casos de neuropatia também ja foram relatados em diversos pacientes
diagnosticados com CCFP (BAUER et al., 2019; CHELBAN et al., 2020; CHEN et al.,
2020; FERREIRA; DE OLIVEIRA, 2019). Desse modo, a CCFP possui uma elevada
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heterogeneidade clinica, o que dificulta o processo diagndstico e faz com que foco
seja dado para seus genes causadores e para o diagnostico molecular dessa

doencga.
2.2.1.2 Causas e Diagnostico

A CCFP é uma doenca genética que pode causada por mutacdes de perda de
funcdo em diversos genes, de modo que até o momento seis genes distintos ja
foram identificados como causadores desta doenca (GUO et al., 2019;
SCHOTTLAENDER et al., 2020; YAO et al., 2018). Apesar de em sua maioria ser
causada por variantes genéticas de carater autossdmico dominante, relatos de caso
recentes vém destacando a existéncia de casos autossOmicos recessivos desta
doenca (CEN et al., 2019; LEMOS et al., 2015; SCHOTTLAENDER et al., 2020; YAO
et al., 2018). Além disso, casos de CCFP de novo também ja foram relatados na
literatura (FERREIRA et al., 2014).

Dentre os genes relacionados a casos autossomicos dominantes de CCFP
destacam-se o SLC20A2 (Solute Carrier Family 20 Member 2) e o XPR1 (Xenotropic
and Polytropic Retrovirus Receptor 1), ambos codificadores de transportadores de
fosfato (LEGATI et al., 2015; WANG et al.,, 2012a). O SLC20A2, que codifica a
proteina PiT-2 (Type Il sodium-dependent inorganic phosphate transporter), foi o
primeiro gene a ser relacionado a doenca e € um dos principais genes responsaveis
por casos de CCFP (DENG; ZHENG; JANKOVIC, 2015; RAMOS et al., 2017). O
XPR1, por sua vez, € estimado de corresponder a apenas cerca de 2% dos casos de
CCFP, de modos que relatos de caso sobre pacientes com variantes nesse gene
sd0 mais escassos do gue relatos de caso associados ao SLC20A2 (ANHEIM et al.,
2016).

Além do SLC20A2 e XPR1, os genes PDFGB (Platelet Derived Growth Factor
subunit Beta) e PDGFRB (Platelet Derived Growth Factor Receptior Beta) também
sdo responsaveis por casos de CCFP autossémica dominante (KELLER et al., 2013;
NICOLAS et al., 2013). Estudos sugerem que esses genes possam afetar a
permeabilidade e integridade da barreira hematoencefélica, o que reforca a
importancia dos mesmos no sistema nervoso central, e que juntos eles sejam
responsaveis por cerca de 13% dos casos de CCFP (MOURA; LEMOS; OLIVEIRA,
2017; NAHAR, 2019; RAMOS et al., 2017). E importante ressaltar ainda que um
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caso de CCFP causada por variantes digénicas no SLC20A2 e no PDGFRB ja foi
descrito, e que a apresentacgdo clinica desse paciente foi mais severa do que a de
pacientes heterozigotos para variantes em apenas um dos dois genes afetados
(SUN et al., 2021).

Ja em relacdo a casos de CCFP causada por heranca autossémica recessiva,
0 gene que mais merece destaque € o MYORG (Myogenesis Regulating
Glycosidase), correlacionado a doencga apenas em 2018 mas ja considerado como
um dos principais genes relacionados a doenca (BAUER et al., 2019; CHELBAN et
al., 2020). Casos de CCFP causada por variantes nesse gene (MYORG-CCFP) ja
foram descritos tanto em situacdes de homozigose quanto em casos de
heterozigose composta, e até o0 momento os casos de pelo menos 40 familias com
CCFP ja foram relacionadas a este gene (CHEN et al., 2020; GRANGEON et al.,
2019; KUME et al., 2020). Curiosamente, pacientes com MYORG-CCFP parecem
apresentar quadro clinico mais severo e de progressdo mais rapida do que
pacientes com CCFP causada por outros genes, uma associacdo que ainda nao
havia feita em relacdo a nenhum dos outros genes associado a CCFP (CHELBAN et
al., 2020; FERREIRA, 2018; FERREIRA; DE OLIVEIRA, 2019; PENG et al., 2019).

Por fim, o segundo e ultimo gene relacionado a CCFP autossémica recessiva
€ o0 JAM2 (Junctional Adhesion Molecule 2), que codifica uma proteina responsavel
pelo estabelecimento e manutencédo de zonas de oclusdo, um tipo de juncéo celular
(SCHOTTLAENDER, 2018). Assim como visto no MYORG, casos de JAM2-CCFP ja
foram relatados tanto devido a homozigose quanto a heterozigose composta
(SCHOTTLAENDER et al., 2020). Entretanto, e apesar da aparente semelhanca
clinica entre casos de CCFP causada por variantes no JAM2 e no MYORG, mais
relatos de casos de JAM2-CCFP sdo necessarios para detalhar a clinica desses
pacientes (CEN et al., 2019; SCHOTTLAENDER et al., 2020).

Levando em consideracdo a grande heterogeneidade clinica entre pacientes
com CCFP, o diagnostico desta condicdo é altamente dependente da deteccéo de
variantes em um dos seis genes relacionados a doenca (KELLER et al., 2013;
LEGATI et al., 2015; NICOLAS et al., 2013; SCHOTTLAENDER et al., 2020; WANG
et al., 2012a; YAO et al., 2018). O diagnostico molecular se baseia, portanto,
principalmente na utilizacdo de técnicas como 0 sequenciamento de Sanger,
sequenciamento do exoma ou genoma completos (RAMOS et al., 2017). E

importante ressaltar, entretanto, que a auséncia de variantes genéticas nos seis
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genes relacionados a CCFP ndo deve excluir essa doenca das hipoteses
diagnésticas. Desse modo, pacientes podem ser diagnosticados com CCFP nao-
confirmada geneticamente caso possuam calcificacbes cerebrais bilaterais e
simétricas na auséncia tanto de causas secundarias quanto de variantes nos genes
SLC20A2, PDGFB, PDGFRB, XPR1, MYORG e JAM2 (NICOLAS et al., 2015;
OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2016).

2.2.2 Sindrome de Raine

A sindrome de Raine é uma sindrome genética rara, de heranca autossémica
recessiva e normalmente letal ainda no periodo fetal ou perinatal (SEIDAHMED et
al., 2015; WHYTE et al, 2017). Comumente associada a casos de
consanguineidade, essa sindrome foi descrita pela primeira vez em 1989 e é
também conhecida como “Osteomalacia esclerosante congénita com calcificacdes
cerebrais” (OMIM 259660) (RAINE et al., 1989; WHYTE et al., 2017). Menos de 60
casos dessa sindrome de ja foram descritos na literatura, com apenas 19 destes
representando casos nao-letais (EL-DESSOUKY et al., 2020; SHETH et al., 2018;
TAMAI et al., 2018). Esses numeros ressaltam a alta mortalidade desta sindrome,
assim como a importancia da coleta de dados sobre pacientes néo-letais para guiar
a definicdo de estratégias terapéuticas apropriadas para esses casos (SIMPSON et
al., 2009).

2.2.2.1 Sinais e Sintomas

Pouco se sabe sobre a apresentacdo clinica da sindrome de Raine em
pacientes adultos, ja que a maior parte das informacfes sobre sinais e sintomas
dessa doenca é derivada de relatos de caso de criancas e recém-nascidos
(ELALAQUI et al., 2016). De maneira geral, pacientes com sindrome de Raine
apresentam dismofirmos craniofaciais jA ao nascer, incluindo hipoplasia da face
medial, atresia de coanas, exoftalmia, nariz hipoplasico, alteracdes no palato,
microagnatia e microcefalia (ELALAOUI et al., 2016; ELTAN et al., 2020). Apesar de
esses dismorfismos serem mais marcados em casos letais, eles também sé&o
descritos em casos nao-letais e fazem com que tais achados, em conjunto, sejam
considerados como caracteristicos e sugestivos desta sindrome (Figura 3) (SHETH
et al., 2018).
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Figura 3 - Caracteristicas faciais de pacientes com sindrome de Raine letal (A) e nao-letal
(B), mostrando que os dismorfismos sdo mais marcados em pacientes letais. De modo
geral, pacientes com sindrome de Raine podem apresentar exoftalmia, nariz hipoplasico,
orelhas de implantacéo baixa, microagnatia e alteracées do palato.

’
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Fonte: (ELALAOUI et al., 2016; LULLA; BAPAI, 2021)

Grande parte dos casos letais de sindrome de Raine sao relacionados ainda a
problemas respiratérios agudos que fazem com que 0s pacientes sejam
dependentes de suporte médico desde o nascimento (FAUNDES et al., 2014;
MAMELI et al., 2020). Estudos sugerem que a letalidade resultante desses
problemas respiratérios esteja diretamente ligada tanto a severidade da atresia
coanal, que corresponde a uma falha na comunicacdo entre a cavidade nasal
posterior e a nasofaringe, quanto aos pulmdes, que parecem ser diminuidos em
pacientes com essa sindrome (FAUNDES et al., 2014; SEIDAHMED et al., 2015).

Além das ma-formacdes congénitas e problemas respiratorios, pacientes com
sindrome de Raine também costumam apresentar diferentes graus de atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor, problemas cognitivos e de audicdo (MAMELI et
al., 2020; SEIDAHMED et al., 2015; SIMPSON et al., 2009). Alteracdes
odontoldgicas também vem sendo relatadas nos ultimos anos como um dos achados
mais caracteristicos da forma nao-letal sindrome, onde pacientes comumente
apresentam amelogénese imperfeita (caracterizada pela perda generalizada de
esmalte, raizes incompletas e apices abertos) e abcessos periapicais recorrentes
(ACEVEDO et al., 2015). Problemas 6sseos, como osteonecrose em 0ssos longos,
osteopenia e raquitismo também parecem ser achados caracteristicos dessa
sindrome, podendo auxiliar na determinacdo de uma suspeita diagnéstica (MAMELI
et al., 2020).
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Calcificacbes ectdpicas também ja foram relatadas em pacientes com
sindrome de Raine, afetando principalmente os rins e o cérebro mas também outros
orgaos como pulmdes, figado e baco (ELALAOUI et al., 2016; ELTAN et al., 2020;
FAUNDES et al., 2014). De maneira mais especifica, as calcificacbes cerebrais
muitas vezes estédo presentes desde o nascimento e podem apresentar diferentes
padrdes, de modo que tanto casos de calcificagdes puntiformes e difusas quanto de
calcificacBes bilaterais e simétricas ja foram relatados (ELTAN et al., 2020; HUNG et
al., 2019; TAMAI et al., 2018; WHYTE et al., 2017).

2.2.2.2 Causa e Diagnéstico

Causada em sua maioria por mutacdes de perda de funcdo no FAM20C
(Family with sequence similarity 20) em homozigose, essa sindrome pode ainda ser
causada por heterogizose composta, delecdes e microdelecbes envolvendo o
mesmo gene (ABABNEH et al.,, 2013; SIMPSON et al.,, 2007). Relac¢des entre
gendtipo e fendtipo vem sendo descritas em estudos recentes, sugerindo que
variantes localizadas na regido C-terminal sejam mais associadas a letalidade do
que variantes na regido N-terminal (BAJAJ et al., 2021; ELTAN et al., 2020). E
importante ressaltar, entretanto, que diversas excecdes existem, e mais estudos
serdo necessarios para determinar se outros genes estdo envolvidos na
determinacao da gravidade dessa doenca (BAJAJ et al., 2021).

O diagnéstico da sindrome de Raine depende portanto da coleta e analise de
dados clinicos, radiolégicos e, principalmente, triagem genética para variantes
patogénicas no gene FAM20C (FAUNDES et al.,, 2014). Diagnosticos pré-natais
dessa sindrome sao possiveis, principalmente em casos graves onde 0s
dismorfismos faciais e hiperecogenicidade (calcificacdes) cerebrais sdo facilmente
identificados em ultrassonografias, mas os mesmos s6 devem ser confirmados
através da realizacdo de triagens genéticas apos o nascimento (EL-DESSOUKY et
al., 2020; LULLA; BAPAI, 2021). O diagnéstico diferencial dessa sindrome deve
focar em infeccbes congénitas pelo citomegalovirus e outras sindromes raras, como
a sindrome de Kohlschutter-Tonz, sindrome de Heimler e sindrome de Jalili
(ELALAOUI et al., 2016; FAUNDES et al., 2014).
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2.2.3 Sindrome de Primrose

Descrita inicialmente pelo médico escocés D. A. Primrose em 1982, a
sindrome de Primrose € uma sindrome genética, autossdbmica dominante, que afeta
0 desenvolvimento neuropsicomotor em diferentes graus e tende a ser progressiva
(CORDEDDU et al.,, 2014; PRIMROSE, 1982). Inicialmente chamada de “Uma
condicdo degenerativa vagarosamente progressiva caracterizada por deficiéncia
mental, atrofia da musculatura dos membros e anormalidades 0Osseas, incluindo
ossificagao do pavilhao auricular” ou “A sindrome do retardo mental, atrofia muscular
e anormalidades do esqueléticas”, a sindrome passou a ser chamada pelo ep6nimo
“Sindrome de Primrose” ja em 1986, no segundo relato médico da doenca
(COLLACOTT; O'MALLEY; YOUNG, 1986; PRIMROSE, 1982). O uso do ep6nimo,
além de facilitar a identificacdo desta nova entidade, também contribuiu para evitar o
uso de nomes muito extensos e baseados nas principais caracteristicas associadas
a sindrome na época, como Vvisto acima.

Até maio de 2021, casos de apenas 47 pacientes com sindrome de Primrose
haviam sido relatados na literatura médica, o que faz dessa sindrome uma doenca
extremamente rara (HERSH et al., 2015; MELIS et al., 2020). E importante ressaltar,
entretanto, que mais da metade dos casos foi relatada nos ultimos 5 anos, de modo
gue a prevaléncia dessa sindrome pode ser subestimada (Figura 4) (MELIS et al.,
2020). Além disso, e por ser uma doencga progressiva, diversos sinais e sintomas de
PRIMS s6 se desenvolvem com o passar dos anos, o que dificulta o diagndstico
precoce em recém-nascidos e criancas (MELIS et al., 2020). Levando isso em
consideracao, é provavel que o numero de casos de PRIMS aumente nos proximos
anos ndo s6 pelo maior conhecimento sobre a sindrome, mas principalmente pelo

desenvolvimento de métodos de triagem genética mais efetivos e acessiveis.

Figura 4 — Distribuicdo de novos relatos de sindrome de Primrose por ano, desde 1982. Um
aumento importante nos relatos pode ser v