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RESUMO

A calcificacdo cerebral familial priméaria (CCFP), amplamente conhecida por
doenca de Fahr, € uma desordem neuropsiquiatrica ocasionada por variantes
patogénicas nos genes SLC20A2, PDGFB, PDGFRB, XPR1, MYORG ou JAM2.
E caracterizada pela deposicéo ectdpica de fosfato de célcio principalmente nos
ganglios da base, apresentando-se em padrao bilateral e simétrico. Pacientes
com CCFP apresentam amplo espectro de sinais e sintomas, que incluem
alteracdes motoras, cognitivas e psiquiatricas. Entretanto, € bem estabelecido
gue pacientes com essa doenca apresentam alta heterogeneidade clinica inter
e intrafamiliar, ndo identificando-se, ainda, a origem genética capaz de promover
tal heterogeneidade. Porém, estudos recentes vém mostrando que variantes em
segundo gene (ndo associado a CCFP), foram identificadas em pacientes
previamente diagnosticados com CCFP, promovendo nos individuos afetados
um fenotipo complexo e heterogéneo. Nesse contexto, nosso estudo objetivou a
pesquisa de variantes patogénicas em um segundo gene relacionado a CCFP e
associado a heranca autossémica dominante (SLC20A2, PDGFB, PDGFRB e
XPR1). A coorte € composta por 13 pacientes brasileiros previamente
diagnosticados com CCFP. Apdls a triagem por sequenciamento de Sanger,
foram identificadas 25 variantes de nucleotideos Unicos (SNVs). O rs246391
(c.3137+4A>G), identificado em dois pacientes em heterozigose e dois em
homozigose, se destacou por estar localizado proximo a um sitio de splicing. A
analise in silico sugere que a variante altere o splicing e, consequentemente, a
funcdo proteica. Nosso estudo ndo conseguiu resultado significativo sobre a
andlise de expresséo do transcrito. Entretanto, pela alta frequéncia populacional
(MAF: 0.30) e por ser considerada benigna por banco de dados, acreditamos
gue esta variante ndo atue modulando as manifestacdes clinicas dos pacientes
portadores das variantes. Assim, nosso estudo nao identificou nenhuma variante
patogénica em um segundo gene relacionado a heranca autossémica da CCFP
gue esclareca tal complexidade fenotipica.

Palavras-chave: CCFP; doenca digénica; heterogeneidade clinica.



ABSTRACT

Primary familial brain calcification (PFBC), also known as Fahr’s disease, is a
neuropsychiatric disorder caused by pathogenic variants on SLC20A2, PDGFB,
PDGFRB, XPR1, MYORG or JAM2 genes. It is characterized by ectopic brain
calcification, on symmetrical and bilateral pattern, located mainly in basal ganglia.
PFBC patients present a wide spectrum symptoms including motor, cognitive and
psychiatric alterations. However, it is well stablished that PFBC individuals also
present high clinical intra and interfamilial heterogeneity, where the genetic base
of this phenotypic heterogeneity is still not understood. However, recent studies
have been shown that variants in a secondary gene, not related to PFBC, were
identified in patients previously diagnosed with this disorder, promoting a
complex and heterogenous phonotype. Based on this, we aimed in this study to
screen pathogenic variants in a second gene associated to autosomal dominant
PFBC (SLC20A2, PDGFB, PDGFRB e XPR1) in 13 Brazilian patients. After the
Sanger sequencing of intended genes, were identified 25 single nucleotides
variants (SNVs). The rs246391 (c.3137+4A>G), identified in four individuals,
stood out to be located near to a splice site and predicted to affect splicing, and
consequently, the protein function. In spite of that, our gene expression analysis
did no show a significant result. Despite this, the high population frequency (MAF:
0.30) and the classification as benign in several data base, this variant seems not
acting as modulator of the patient’s clinical manifestations. Thus, no pathogenic
variant in a second gene linked to PFBC was identified in our PFBC patients, that
could clarify the complex PFBC phenotype. Therefore, still remains necessary
that others studies search for variants in a second gene, allowing clarify the

complex clinical heterogeneity in PFBC patients.

Keywords: PFBC; digenic disease; clinical heterogeneity.
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1 INTRODUCAO

A calcificacdo cerebral familial primaria (CCFP), amplamente conhecida
como doenca de Fahr ou calcificacéo idiopatica dos ganglios da base, € uma
doenca neuropsiquiatrica rara caracterizada pelo depdsito cumulativo de fosfato
de calcio principalmente nos ganglios da base, cerebelo, tdlamo e hipocampo.
Tal desordem esté relacionada com variantes patogénicas em um dos seis genes
ja descritos na literatura: SLC20A2, PDGFB, PDGFRB, XPR1, MYORG e JAM2.
No entanto, o MYORG e o JAM2 foram descritos como 0s primeiros genes
relacionados a heranca autossémica recessiva.

A CCFP é uma desordem onde pacientes geneticamente afetados exibem
desde quadros clinicamente assintométicos até vasto espectro de alteracfes
motoras, cognitivas e neuropsiquiatricas, nos quais geralmente se manifestam
na quarta ou quinta década de vida. Apesar de ser uma doenca bem
caracterizada, é igualmente marcada pela alta heterogeneidade clinica intra e
interfamiliar, ndo sendo ainda estabelecida a base genética para tal
heterogeneidade. Entretanto, estudos recentes vém demonstrando que paciente
previamente diagnosticados com CCFP e fenoétipos atipicos a CCFP, cursam
com variantes patogénicas em um segundo gene nao-relacionados a esta
desordem, configurando, nesses casos, um modelo de doenga digénica.

A heranca digénica se refere a combinacdo de duas variantes, em dois
genes distintos, nas quais contribuem sinergicamente para fenétipos mais
complexos em pacientes portadores de tais variantes. Assim, tais evidéncias
suportam o fato de que variantes em dois genes distintos sdo capazes de
modular as manifesta¢gdes clinicas em pacientes com CCFP. Esses achados
ressaltam, ainda, a importancia de estudos mais aprofundados acerca da
possivel associacdo de variantes digénicas com a heterogeneidade nos
pacientes com esta desordem.

Assim, para melhor entender a complexidade da heterogeneidade clinica
dos individuos brasileiros previamente diagnosticados com CCFP, foi
estabelecido o objetivo de avaliar os genes com transmissdo autossémica
dominante (SLC20A2, PDGFB, PDGFRB e XPR1) relacionados a CCFP em

busca de variantes secundarias — doenca digénica. Aléem de avaliar se tais



15

variantes secundarias sdo capazes de atuar em sinergismo com as variantes

causadoras da CCFP, agindo como modificadores dos sintomas clinicos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CALCIFICAQAO CEREBRAL FAMILIAL PRIMARIA

A calcificagdo cerebral familial primaria (CCFP) (Online Mendelian
Inheritance in Man, OMIM #213600, #616413, #615007 e #615483), também
conhecida pelo epébnimo ‘doenca de Fahr’, € uma doenca neurodegenerativa
rara caracterizada pela deposicdo ectopica e cumulativa de cristais de
hidroxiapatita (fosfato de calcio) e baixas concentracdes de ferro, zinco e
aluminio no encéfalo (Quintans et al. 2018). Apesar da prevaléncia exata ser
desconhecida pela auséncia de levantamento de dados populacionais, estima-
se que no mundo essa desordem afete cerca de 4,5 a cada 10.000 individuos
(Nicolas et al. 2018). No Brasil, foram confirmados 14 individuos de seis familias
com a doenca até o momento.

A CCFP é determinada por calcificacbes caracteristicas, porém, nao-
patognomaonicas, apresentando-se em padréo bilateral e simétrico, localizadas
principalmente nos ganglios da base, cerebelo, hipocampo, talamo e substancia
branca sub-cortical (Figura 1) (Manyam 2005; Tadic et al. 2015; Bezerra &
Oliveira 2016). No entanto, os mecanismos fisiopatolégicos que levam as
calcificacbes exclusivamente nas regides supracitadas nao foram esclarecidos.
Recentemente um estudo em camundongos modelos pra a CCFP descreveu
gue as calcificacbes se estabelecem inicialmente em nddulos organicos nas
areas afetadas e adjacentemente a vasos sanguineos (Jensen et al. 2018).

Tal estudo revela ainda, que o foco de iniciacdo das calcificacdes
acontece principalmente no interior de astrdcitos e pericitos (Jensen et al. 2018).
Assim, a desregulagéo de pericitos vem sendo descrita como estando associada
com o desenvolvimento da CCFP (Keller et al. 2013; Nicolas et al. 2013b; Legati
et al. 2015; Zarb et al. 2019).
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Figura 1 — Tomografia computadorizada axial destacando calcificag6es bilaterais e simétricas no
cerebelo (seta vermelha), nlcleos da base (setas verdes) e talamo (seta amarela)

\

Fonte: Adaptado de Kimura et al. (2016)

Astrécitos e pericitos, células que fazem parte do sistema nervoso central,
juntamente com neurbnios, células endoteliais da barreira hematoenceféalica
(BHE), miocitos e componentes da matriz extracelular formam a unidade
neurovascular (UNV) (Harder et al. 2002).

Nos pacientes, tais calcificacdes séo identificadas atraves de exames de
neuroimagem onde a tomografia computadorizada (TC) é a técnica mais
recomendada para diagnostico complementar devido a falta sensibilidade em
identificar as calcificacbes no parénquima quando comparada com as técnicas
usuais de ressonancia magnética nuclear (RMN) (Figura 2) (Kimura et al. 2016;
Quintans et al. 2018).

Figura 2 — Comparacéo entre imagens axiais de ressonancia magnética nuclear e tomografia
computadorizada, respectivamente, destacando calcificacdes bilaterais e simétricas nos nucleos
da base (setas)

Fonte: Adaptado de Kimura et al. (2016) e Knowles et al. (2018)

Atualmente, seis genes distintos estdo relacionados diretamente com o
desenvolvimento da CCFP: quatro relacionados a heranca autossémica
dominante: SLC20A2, PDGFB, PDGFRB, XPR1 e dois relacionados a heranca
autossdmica recessiva: MYORG e JAM2 (Yao et al. 2018; Cen et al. 2020). E
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comumente herdada, contudo variantes de novo ja foram descritas (Wang et al.
2012a; Keller et al. 2013; Nicolas et al. 2013b; Ferreira et al. 2014).

Uma particularidade relacionada a CCFP é a auséncia de alteragcbes
bioguimicas envolvendo o0s niveis séricos de calcio (Ca), fésforo (P),
paratormonio (PTH) e fosfatase alcalina, pois tais anormalidades estdo
geralmente associadas a calcificacbes cerebrais secundarias — de causas
infecciosas, metabdlicas ou mitocondriais (Quintans et al. 2018). Ademais, ja foi
descrito que alguns pacientes com CCFP cursam com alto nivel de fosfato
inorganico (Pi) no liquido cefalorraquidiano (Paucar et al. 2017).

A ocorréncia das calcificacbes cerebrais tem um papel determinante no
desenvolvimento dos principais sinais e sintomas clinicos nos pacientes com
CCFP, nos quais surgem frequentemente entre os 45 e 60 anos, apesar de haver
descricbes em todas as faixas etarias (Quintans et al. 2018). E necessério, ainda,
considerar a penetrancia incompleta relativa as manifestacdes clinicas nos
pacientes, onde cerca de um terco dos individuos geneticamente diagnosticados
com a CCFP possuem a calcificacdo cerebral porém sdo clinicamente
assintomaticos (Oliveira et al. 2009; Nicolas et al. 2013a). Os sintomas, quando
presentes, envolvem manifestacdes neurologicas, psiquiatricas e cognitivas
progressivas; onde o parkinsonismo, distonia, ataxia, convulsdes, depressao,
ansiedade, alteracdes de humor e enxagueca cronica sdo 0s sintomas mais
reportados (Tadic et al. 2015; Quintans et al. 2018; Amisha et al., 2021).

Por outro lado, a CCFP € uma desordem na qual os pacientes cursam
usualmente com alta heterogeneidade clinica, até mesmo entre individuos de
uma mesma familia e com o mesmo gendétipo (Carecchio et al. 2014; Keogh et
al. 2015).

2.2 HETEROGENEIDADE CLINICA

As alteracdes genéticas responsaveis pelo desenvolvimento da CCFP séo
facilmente estabelecidas, no entanto, os mecanismos genéticos responsaveis
pela heterogeneidade fenotipica dos pacientes ainda ndo foram elucidados.
Diante disso, alguns estudos vém demonstrando a complexidade fenotipica
desta desordem ao sinergismo com variantes em genes nao-relacionados a

CCFP, caracterizando entdo, a CCFP como doenca digénica (Baker et al. 2014;
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Fjaer et al. 2015; Fujioka et al. 2015; DeMeo et al. 2018; Knowles et al. 2018; Mu
et al., 2019).

A heranca digénica € o tipo mais simples de heranca oligogénica, estando
relacionada com a combinacdo de duas variantes em dois genes distintos,
contribuindo para um fendtipo complexo nos pacientes portadores de tais
variantes (Schaffer 2013). O DIDA (do inglés, Digenic Diseases Database) ,
banco de dados acerca de doencas digénicas e suas variantes, € categorizado
em duas classes: a primeira, representa a “true digenic” (rotulada como ‘on/off’),
onde duas variantes em dois genes distintos sdo necessarias para que a doenca
se manifeste (Gazzo et al. 2016; Posey et al. 2016). A segunda classe é referida
como “composite class” (rotulada como ‘severidade’ da doenga) na qual pode
haver duas subcategorias: a) variante mendeliana com modificador: onde é
preciso uma variante causadora de determinado fenotipo e uma variante rara no
segundo gene, geralmente associado a mesma via de acdo (Gonzaga-Jauregui
et al. 2015); e b) diagnéstico molecular duplo: onde duas variantes, em genes
diferentes, segregam de forma independente resultando em um fenotipo misto
(Posey et al. 2016).

E importante ressaltar, no entanto, que nenhum dos estudos listados na
Tabela 1 se refere a variantes digénicas em genes relacionados a CCFP.
Contudo, foi observado que os pacientes incluidos no nosso estudo nédo
possuiam fendtipo clinico marcante e complexo que pudesse ser associado a
outro gene. Nos propomos, entdo, a avaliar o possivel impacto de variantes
digénicas apenas em genes associados a CCFP e a heranca autoss6mica
dominante relacionados a CCFP (SLC20A2, PDGFB, PDGFRB, XPR1).

2.3 GENES RELACIONADOS A HERANCA AUTOSSOMICA DOMINANTE

2.3.1 SLC20A2

O gene SLC20A2, localizado no cromossomo 8 (8p11.21), codifica a
proteina transmembrana PiT-2 (do inglés, type Ill sodium-dependent phosphate
transporter 2) de 652 aminoacidos e 70kDa, no qual é expresso
constitutivamente (housekeeping) em todas as células dos tecidos humanos

(Figura 3) (Wang et al. 2012b). No cérebro, é o principal co-transportador de



20

Na*/Pi do tipo Ill e € encontrado principalmente no cértex e cerebelo (Beck et al.
2003).

Figura 3 — Modelo topolégico do PiT-2 descrito no banco de dados UniProt (Q08357). Dominios
transmembrana representado por cilindros com numeracéo de seus aminoacidos.

Extracelular

Membrana

Intracelular

Fonte: Adaptado de Quintans et al. (2018)

O Pi possui funcdo indispensavel em processos metabdlicos e em
componentes estruturais da célula, tais como regulacdo A&cido-base e
metabolismo celular (Prié & Friedlander 2010). A manutencdo de seus niveis
fisiologicos no encéfalo ocorre de forma altamente regulada, sendo o PiT-2 o
principal mediador do seu transporte do meio intersticial para o interior das
células (Beck et al. 2003). Além disso, estudos demostram que altera¢cdes no
transporte de Pi com consequente aumento dos niveis extracelular, estéo
associados com deposicdo anormal de fosfato de calcio em tecidos, resultando
em calcificagcdo pulmonar e formacdo de célculo renal, além de induzir a
calcificacéo vascular (Prié & Friedlander 2010; Kendrick et al. 2011).

O SLC20A2 foi o primeiro gene associado com a CCFP, onde Wang e
cols. Em 2012 descreveram sete familias (trés chinesas, trés espanholas e uma
brasileira) com sete variantes patogénicas distintas e todas relacionadas com a
heranca autossomica dominante e com perda de fungéo proteica (Wang et al.
2012a). Atualmente, variantes neste gene acometem cerca de 50% dos
pacientes com calcifica¢do primaria, sendo o primeiro gene a ser triado em caso
de suspeita de CCFP (Quintans et al. 2018).

2.3.2 PDGFB/ PDGFRB
O PDGFRB, localizado no cromossomo 5 (5g32), codifica o receptor
tirosina quinase (RTK) PDGF-RB (do inglés, platelet-derived growth 20etro

receptor beta), no qual esta localizado principalmente na superficie celular e
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possui alta afinidade ao homodimero PDGF-BB, no qual faz parte da familia de
PDGFs (Funa & Sasahara 2014). E uma proteina transmembrana com cinco
dominios extracelulares sendo um destes, o dominio RTK (Figura 4). A ligacao
substrato/receptor leva a auto-ativacao por fosforilagdo com desencadeamento
da cascata de sinalizacao intracelular, onde sua principal funcdo no encéfalo, se
da no seu envolvimento com a integridade da BHE (Funa & Sasahara 2014;
Quintans et al. 2018). E expresso em neurdnios, células musculares lisas

vasculares e pericitos dos ganglios da base e cerebelo (Nicolas et al. 2013b).

Figura 4 — Modelo topolégico do PDGFR-B descrito no banco de dados UniProt (P09619).
Dominios transmembrana representado por cilindros com numeracédo de seus aminoacidos
Extracelular Intracelular

Membrana
Plasmatica

#4—Tirosina quinase—
NHE— ™ == ——’CODH
1 33 120 214 309 416 524
120 210 331 403 533 553 600 962

Fonte: Adaptado de Quintans et al. (2018)

Seu principal ligante, o fator de crescimento homodimero PDGF- (PDGF-
BB) (do inglés, platelet-derived growth 2letro subunit B), é codificado pelo
PDGFB, localizado no cromossomo 22 (22q13.1) e expresso principalmente em
neurdnios e células endoteliais (Figura 5) (Andrae et al. 2008; Keller et al. 2013).
A via PDGF-RB/PDGF-B esta especialmente relacionada ao recrutamento de
pericitos durante a angiogénese na BHE (Andrae et al. 2008). Acredita-se que
alteracOes nessas células possam levar a disfuncdo da BHE com consequente
aumento de permeabilidade capilar, fato que ir4 favorecer a deposicéo de fosfato

de célcio (Lemos et al. 2013).

Figura 5 — Modelo topoldgico do PDGF-B descrito no banco de dados UniProt (P01127) com
numeracédo de seus aminoacidos

Peptideo sinal N-pro-peptideo C-pro-peptideo
=== Ciz4 Cisa

I I.' 2.;1
a2 1|
Fonte: Adaptado de Quintans et al. (2018)

[ 5]
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Variantes patogénicas tanto no PDGFB quanto no PDGFRB, seguem o
padréo autossomico dominante de heranca, levando também a perda de funcéo
de suas proteinas (Keller et al. 2013; Nicolas et al. 2013b). S&o atualmente 0s
dois genes mais frequentes, depois do SCL20A2, que estdo associados ao
desenvolvimento da CCFP (Quintans et al. 2018).

2.3.3 XPR1

O XPR1, também descrito como SLC35A1, esta localizado no
cromossomo 1 (1g25.3) e codifica a proteina de mesma sigla XPR1 (do inglés,
xenotropic and polytropic retrovirus receptor 1), e assim como o PiT-2, € uma
proteina transmembrana transportadora de fosfato (Pi) (Legati et al. 2015). No
entanto, o XPR1, localizado principalmente na membrana plasmatica, esta
associado a mediacdo do efluxo do Pi da célula para o meio intersticial e é o
anico exportador de Pi conhecido em humanos (Figura 6) (Gaudet et al. 2011,

Lopez-Sanchez et al. 2019).

Figura 6 — Modelo topoldgico do XPR1 descrito no banco de dados UniProt (QOQUBH6). Dominios
transmembrana representado por cilindros com numeracao de seus aminoacidos

Extracelular

Membrana

Intracelular

COOH
NEd- 696

SPX domain
Fonte: Adaptado de Quintans et al. (2018)

O XPR1 foi inicialmente identificado como o receptor para virus da
leucemia murina xenotropico (X-MLV), retrovirus capaz de infectar células
humanas (Battini et al. 1999; Tailor et al. 2002). Somente em 2013/2014 foi
descrito o dominio conservado SPX na regido N-terminal cujo papel tem sido
associado a regulacédo direta dos niveis intracelulares de Pi em plantas e
leveduras (Wild et al. 2016).
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Em 2015, Legati e colaboradores associaram pacientes (de seis familias)
com calcificacdo primaria, e negativos para o SLC20A2, PDGFB e PDGFRB,
com variantes patogénicas no XPR1 (Legati et al. 2015). Em 2016, um segundo
estudo publicou a sétima familia associada com esse gene, e em 2018 mais trés
pacientes foram descritos, sendo o gene com menor frequéncia na CCFP
(Anheim et al. 2016; Ramos et al. 2018; Lopez-Sanchez et al. 2019).

Interessantemente, das cinco variantes patogénicas descritas nos
pacientes de todas as familias, sete estdo localizadas na regido N-terminal e
guatro dessas no dominio SPX, resultando em perda de fungcdo do XPR1 e,
consequentemente, em reducdo da exportacdo de Pi, demonstrando a
importancia dessa regido (Legati et al. 2015; Anheim et al. 2016; Lépez-Sanchez
et al. 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Investigar a presenca de variantes digénicas em genes relacionados a
heranca autossémica dominante (SLC20A2, PDGFB, PDGFRB, XPR1) no perfil

clinico de pacientes brasileiros com calcificacéo cerebral familial primaria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Investigar variantes digénicas em genes nao triados e relacionados com
o desenvolvimento da calcificacdo cerebral familiar priméaria (SLC20A2,
PDGFRB, PDGFB, XPR1l) em pacientes Dbrasileiros previamente
diagnosticados com CCFP;

b) Avaliar a influéncia das variantes digénicas identificadas em genes
relacionados a calcificacédo cerebral familial priméaria (SLC20A2, PDGFB,

PDGFRB, XPR1) com as manifestacdes clinicas dos pacientes.
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4 MATERIAIS E METODOS REALIZADOS

4.1 CASUISTICA

O presente estudo foi realizado no periodo de abril/2017 a fevereiro/2020.
Foram incluidos 13 pacientes brasileiros de seis familias distintas,
diagnosticados geneticamente com CCFP. A Tabela 1 resume as familias, o
numero de individuos e as variantes ja descritas previamente.

Todos os individuos tiveram as calcificacdes cerebrais confirmadas por
exames de imagem (CT ou RMN) e também excluidos para causas secundarias

de calcificacéo cerebral.

Tabela 1 — Resumo das seis familias e de seus 13 individuos incluidos no estudo e suas variantes descritas

Familias Individuos . Gene ) )
Naturalidade Variante Referéncias
(n=6) (n=13) CCFP
CDSs Proteina

1A 1ADIBR  Rio de Janeiro SLC20A2  c.1483G>A p.Ala495Thr  Lemos et al., 2013
1A02 BR

1B 1B01 BR SH0 Paulo  SLC20A2 c.1187 _1188InsT  p.P397Afs*19  Ramos et al., 2018
1B02 BR

1H 1HO1BR Sao Paulo SLC20A2 €.1158C>G p.Tyr386* Ferreira et al., 2014
1K01 BR

1K 1K03 BR Séo Paulo PDGFB €.356T>C p.Leull9Pro Keller et al., 2013
1K04 BR
1L01 BR

1L 1L02 BR S0 Paulo  SLC20A2  ¢.1409delC  p.Pro470Leufs*38 Wang et al., 2012
1L03 BR
1L04 BR

1P 1PO1BR  Riode Janeiro SLC20A2  c.1753G>A p.Ala585Thr  Lemos et al., 2015

Legenda: CDS= sequéncia codificante (do inglés, coding sequence)

As amostras estudadas séo oriundas dos projetos aprovados no Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da Satude/UFPE (N° do parecer:
0296.0.172.000-08 e 09475912.8.0000.5208). O projeto foi desenvolvido
obedecendo integralmente os principios éticos estabelecidos na resolucéo
466/12 do Conselho Nacional de Saude (CNS).
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Todos os pacientes envolvidos foram orientados sobre a proposta do
projeto e assinaram, quando em concordancia, o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido previamente aprovado pelo CEP.

4.2 ANALISE MOLECULAR
4.2.1 DNA Gendmico

O DNA gendmico (gDNA) dos 13 pacientes com CCFP incluidos no
estudo faziam parte do banco de gDNA ja disponivel no Laboratério de
Neuroimunogenética do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA) —

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.2.2 Sequenciamento do DNA Gendmico

A partir das amostras de gDNA, foram realizadas PCRs para as regioes
codificantes (éxons) e os limites intron-éxon dos seguintes genes de interesse:
SLC20A2, PDGFB e PDGFRB XPR1. Apenas genes relacionados a heranca
autossdmica dominante foram escolhidos para isolar apenas uma variante
patogénica e a associa¢do, com possivel segunda variante encontrada, ser
facilitada.

O sequenciamento de DNA foi realizado pelo método Sanger utilizando o
kit ‘BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit no equipamento ABlI PRISM®
3500 Genetic Analyser (Thermo Fisher Scientific, USA) localizado no
Departamento de Genética do Centro de Biociéncias e no Nucleo de Plataforma
Tecnologicas do Instituto Aggeu Magalhdes. As sequéncias foram analisadas
utilizando o software CLC Main WorkBench 8.1 (Qiagen, EUA) de acordo com
as sequéncias referéncias: NG_032161.1 (SLC20A2), NG_050964.1 (XPR1),
NG_012111.1 (PDGFB) e NG_023367.1 (PDGFRB).

4.2.3 Expressao Relativa do Gene PDGFRB

Como sera descrito nos Resultados (subitem 5.2, pagina 31), apenas uma
variante (rs246391; PDGFRB) foi encontrada sendo potencialmente capaz de
alterar a expressao génica no presente estudo. Assim, apenas a analise de
expressao do PDGFRB foi realizada.

Para tal analise, foi obtida a amostra de sangue de uma paciente
portadora em heterozigose da variante. A extracdo do mRNA e sintese do cDNA
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da amostra utilizada para a avaliacdo da expressdo do PDGFRB foi realizada
por um ex-colaborador da Neuroimunogenética, Danyllo Oliveira, que atualmente
desenvolve projeto na Universidade de Sao Paulo.

Sondas TagMan® para o gene PDGFRB e gene de referéncia
(Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, GAPDH) foram utilizadas. Realizadas
em triplicata técnicas. O ensaio de expressdo génica foi realizado por gPCR
guantitativo no equipamento ViiA 7 Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific, USA).

4.2.4 Analise in silico

A analise in silico foi realizada a partir do software de bioinformatica
Human Splicing Finder versdo 3.1, disponivel online através do site
http://www.umd.be/HSF/ (Desmet et al. 2009).

4.2.5 Analise em Banco de Dados
Para a analise quanto a consequéncia das variantes e seus significados

clinicos foi utilizado o Ensembl Genome Browser (http://www.ensembl.orq) e

guanto a interpretacdo e classificacdo das variantes, foram seguidas as
recomendacdes do The American College of Medical Genetics.

Para a andlise da expressao do gene PDGFRB foi utilizado o The Human
Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org).



http://www.umd.be/HSF/
http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ensembl.org/index.html
https://www.proteinatlas.org/
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5 RESULTADOS

5.1 DESCRICAO DA COORTE

Com uma mediana de idade de 45 anos (29 a 90) (excluindo-se trés
pacientes com idades nédo disponiveis), sete (53,8%) dos 13 pacientes
diagnosticados com CCFP sdo do sexo feminino e seis (46,2%) do sexo
masculino. Dos dados disponiveis, os pacientes 1A01BR e 1HO1BR tiveram
seus sintomas iniciados na terceira década de vida, 1KO1BR aos 46 anos de
idade e 1KO3BR e 1K04BR reportam enxaqueca cronica desde os 10 anos de
idade.

Foi observado um padrdo referente a localizacdo das calcificacbes
cerebrais, onde dos 8 pacientes, que possuiam dados disponiveis, todos os 8
possuiam o0s ganglios da base afetados, seguidos de calcificacdo no cerebelo
(7/8), calcificacdo no tadlamo (7/8), e apenas um paciente (1/8) apresentou

calcificacdo na pineal e calcificacdo no plexo coroide (Figura 7).

Figura 7 — Resumo da frequéncia e localizacao das calcificacdes bilaterais e simétricas em 8 dos
13 pacientes incluidos no estudo

10
8

6

1 1

B Glanglios da base W Cerebelo ®m Tdlamo M Pineal M Plexo coddide

Fonte: Acervo pessoal

Além disso, foi possivel a coleta de dados acerca das manifestaces
clinicas de apenas 8 dos 13 pacientes.

pois como ndo ha seguimento de muitos pacientes, esta abordagem nao
exclui a possibilidade de o paciente ter desenvolvido ou vir a desenvolver algum
sintoma.

As manifestacdes clinicas mais frequentes na coorte sao: parkinsonismo

(4/8), enxaqueca (3/8), depresséao (2/8), afasia (2/8), disartria (1/8) e bradicinesia
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(1/8). Além das alteracOes tipicas da doenca, foi descrito acidente vascular
cerebral (AVC) em um paciente (1/13) (1BO1BR), e outro individuo cursa com

hipovitaminose D crbnica (1HO1BR).

5.2 VARIANTES DE NUCLEOTIDEO UNICO (SNVs)

A triagem e pesquisa de variantes nos genes nao avaliados previamente
e relacionados a CCFP foi realizada em todos os 13 pacientes. Dentre os
individuos analisados, foram encontradas apenas variantes de nucleotideo Unico
(SNVs). Todas as variantes encontradas estao na Tabela Suplementar 1 (pagina
43).

Dentre os 25 SNVs identificados, 0 rs246391 (c.3137+4A>G), de MAF (do
inglés, minor allele frequency) 0.30 (Figura 9). Tal variante foi identificada em
quatro pacientes dois em heterozigose (1BO1BR, 1HO1BR) e dois em
homozigose (1KO1BR elK03BR), sendo os dois Uultimos pai e filho,

respectivamente.

Figura 8 — Sequéncia gendmica do gene PDGFRB. Em azul a sequéncia referéncia e em amarelo
a CCDS 22 (sequéncia codificante consenso). Destacando em vermelho a localizacdo da
variante rs246391 no intron 22 (¢.3137+4A>G)

NG_REF_PDGFRB TGCTGACGAGGGCCCACTGGAGGGTTCCCCCAGCCTAGCCAGGT ' CACCCTGGCC
Fonte: Adaptagéo do CLC Main WorkBench 8.1

Para identificar o efeito da variante rs246391 no splicing, foi feita a andlise
in silico, na qual prediz uma alteragdo no splicing proxima a regido conservada
(doador) do pré-mRNA (MaxEntScan score: -17.67).

5.3 ASSOCIACAO DA EXPRESSAO GENICA COM O SNV rs246391

A andlise de expressdo génica do PDGFRB so6 foi possivel de ser
realizada em um Unico paciente (1HO1BR; diagnosticado com variante
patogénica no SLC20A2), sendo este com gendtipo heterozigoto (TC) para o
SNV rs246391. Nao foi observada amplificacdo de sinal relativa ao gene
PDGFRB no paciente caso e no controle sem a doenca CCFP (dado nao

mostrado).
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5.4 ARTIGOS E TRABALHOS

Os apéndices de A a E mostram cinco artigos cientificos publicados
durante o Doutorado em revistas com Qualis/CAPES na area de avaliagdo
Ciéncias Biologicas | B1, B2, B1 e B1 e de fator de impacto 2.678, 2.125, 2.678
e 2.831 respectivamente. Além desses apéndices, foram adicionados resumos
de congressos participados (apéndices F a I) e no apéndice J foi adicionado
material instrucional publicado no site do National Organization for Rare
Diseases (Link) dos EUA.


https://rarediseases.org/rare-diseases/primary-familial-brain-calcification/
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6 DISCUSSAO

Desordens motoras e neuropsiquiatricas causadas pela calcificacédo
cerebral familial primaria (CCFP) sao frequentes, embora nimero significativo de
pacientes, cerca de 47%, sejam assintoméaticos (Nicolas et al. 2015). A CCFP é
caracterizada por alta heterogeneidade clinica, ainda nao esclarecida
geneticamente, apesar da base molecular ser bem estabelecida e determinada
por variantes patogénicas em seis genes distintos (SLC20A2, PDGFB, PDGFRB,
XPR1, MYORG e JAM2).

Nesse contexto, seis estudos independentes mostraram o envolvimento
de variantes em genes nao-relacionado a CCFP (doenca digénica), promovendo
feno6tipo complexo em individuos previamente diagnosticados com CCFP (Baker
et al. 2014, Fjaer et al. 2015; Fujioka et al. 2015; DeMeo et al. 2018; Knowles et
al. 2018; Mu et al. 2019). A primeira descricdo de um paciente com CCFP e
variante em um segundo gene foi 2014 quando Baker e cols. descreveram uma
familia com calcificacdo cerebral bilateral e simétrica e distonia severa de inicio
precoce, identificando uma grande delecdo no cromossomo 8, excluindo o
SLC20A2 e o THAPL1 (Baker et al. 2014). Variantes no THAP1 que promovem a
perda de funcdo da proteina estdo relacionados com a distonia de torcao
priméaria (DYT6), fato que gerou a distonia severa na familia supracitada (Muller
2009; Spatola & Wider 2011).

Além desse estudo, outros trabalhos vém relatando a influéncia de
variantes em um segundo gene no fenoétipo complexo/atipico de pacientes com
CCFP, tal como esta detalhado na Tabela Suplementar 2 (pagina 44). Entretanto,
observa-se que tais trabalhos néo identificaram a segunda variante em entre os
seis genes relacionados a CCFP, tal como proposto neste trabalho. Neste estudo
foi observado que, dentre as 23SNVs identificadas na coorte, destacou-se a
variante rs246391 (c.3137+4A>G) no gene PDGFRB. A variante esta localizada
na regiao 5’ do sitio de splicing no udltimo intron do gene PDGFRB (intron 22) e
gue, por meio de andlise in silico, foi predita possivel alteracdo no splicing
(MaxEntScan score:-17.67).

Variantes nessa regido podem resultar em alterac6es no reconhecimento
do sitio de splicing pelo complexo proteico responsavel pelo processamento do
pré-mRNA em mRNA, o spliceossomo (Ward & Cooper 2010).Tal evento ocorre
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por meio de ligacGes de elementos cis em regides intronicas do pré-mRNA,
através do reconhecimento de sequéncias conservadas: regides 5, 3’ e branch
point (Ward and Cooper 2010). Desse modo, uma vez alterada a sequéncia
conservada através de variantes genéticas, pode haver uma reducdo da
eficiéncia de ligacdo desses elementos causando danos a proteina, resultado da
retencdo do intron, ativacdo de um sitio critico de splicing ou até pela exclusao
de um éxon da sequéncia (McCullough and Berget 2000; Faustino and Cooper
2003; Ward and Cooper 2010).

O estudo relativo & implicacdo transcricional da variante rs246391,
descrita em quatro pacientes nesse estudo, foi realizado através da andlise da
expressao génica por PCR em tempo real. A analise obtida de sangue periférico,
ndo mostrou resultados significativos (dados nédo incluidos), devido a baixo ou
indetectaveis indices de expressao relativa. De acordo com dados consenso
disponiveis no banco de dados The Human Protein Atlas, a maior expresséao do
PDGFRB ocorre em mondcitos ndo-classicos, nos quais compreendem de 2% a
11% dos mondcitos circulantes no SP (Sampath et al. 2018). Vale ainda destacar
gue em individuos adultos saudaveis os mondcitos aparecem em apenas 4%
dos leucdcitos totais presente no SP (Programa Nacional de Controle de
Qualidade, 2020). Assim, fica evidente que a expressdo génica para avaliar a
expressao do rs246391 na proteina PDGFR- deve ser feita, para obtencéo de
resultados significativos, a partir de amostras tecido-especificas, inviavel para o
caso em questéo.

Em primeira andlise, e de forma hipotética, sugere-se que a presenca da
variante rs246391, associada a variantes patogénicas em genes relacionados a
desordem em estudo, possa levar a potencializacao das manifestagdes clinicas.
Nesse sentido, o estudo da familia 1K, formada por um pai e filhos gémeos com
CCFP (1K01BR, 1K03BR e 1K04BR) (Figura Suplementar 1, pagina 45), revela
gue o quadro clinico do pai (1KO1BR) é um dos mais severos descrito na coorte
em estudo, no qual inclui prejuizo motor e de linguagem e posteriormente, diante
de um quadro j& delicado, morte por broncopneumonia. Destrinchando os dados,
nota-se que além da variante no PDGFB, o paciente 1KO1BR possui a variante
rs246391 em homozigose, assim como seus filhos. Por se tratar de uma

desordem de carater progressivo, € necessario estudos adicionais, juntamente
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com seguimento dos pacientes da familia 1K, para que o real impacto da variante
seja avaliado a longo prazo.

Entretanto, a variante rs246391 nao parece, de forma isolada, ter a
capacidade de desencadear manifestacdes clinicas caracteristicas da CCFP. Tal
possibilidade péde ser observada em experimento complementar realizado em
estudo familiar (familia 1H), onde a mesma regido génica (éxon 22-intron22) da
variante rs246391 foi triada em pais nao afetados pela CCFP. Foi, entdo,
identificado que a mae da paciente 1HO1BR segrega a mesma variante (Figura
Suplementar 1, pagina 45). Assim, os dados corroboram com o banco de dados
Ensembl, no qual prediz que a significancia clinica da variante seja benigna
(MAF: 0.30). Adicionalmente, foi analisado, através do banco de dados STRING
e SMART, que aregido da variante rs246391 esté proxima a uma regido de baixa
complexidade da proteina PDGFR-B (Figura Suplementar 1, pagina 45), regido
gue parece afetar pouco a funcionalidade proteica.

E, ainda, de extrema importancia trazer a luz que o recentemente estudo
de San et al., 2021 (Sun et al. 2021) identificou em uma crianca chinesa de cinco
anos, a presenca, pela primeira vez na literatura, de duas variantes patogénicas
em heterozigose em dois genes relacionados a CCFP, o SLC20A2 (c.1787A>G;
p.His596Arg) e o PDGFRB (rs544478083). Tal sinergismo foi capaz de promover
um fenotipo mais agressivo na paciente, quando comparada com sua méae
assintomética (PDGFRB ¢.317G>C; p.Argl06Pro) e com seu pai também
assintomatico (SLC20A2 c.1787A>G; p.His596Arg). Assim, tal estudo demonstra
a possibilidade de haver, concomitantemente, a existéncia de variantes
digénicas em genes relacionados a CCFP a qual este trabalho se propés a
estudar inicialmente (doenca digénica) (Borges-Medeiros and de Oliveira 2020).

Por fim, ndo foi possivel demonstrar a associacdo do rs246391 como
modulador genético do quadro clinico dos pacientes previamente diagnosticados
com CCFP. No entanto, € preciso frisar acerca da limitacdo desse estudo, que
inclui um numero insuficiente de pacientes com CCFP e a dificuldade na
padronizacdo de prontuarios/formulario médicos para melhor analisar as
manifestacdes clinicas, visto que se trata de uma doenca rara e de nosso estudo
nao ser multicéntrico.

Enfatizamos, ainda, a necessidade de estudos relatarem e descreverem

variantes genéticas identificadas nos genes relacionados a CCFP para que, a
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longo prazo, a comunidade que se dedica ao estudo dessa doenca seja capaz
de compilar tais dados e gerar mais fundamento para identificar causas

genéticas da heterogeneidade clinicas nos pacientes.
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7 CONCLUSOES

Na coorte em estudo, ndo houve a identificacdo de nenhuma variante
patogénica em genes ndo avaliados anteriormente nos pacientes

previamente diagnosticados com CCFP.

Por ndo haver a identificacdo de variantes patogénicas em um segundo
gene associado a CCFP, néo foi possivel relacionar a heterogeneidade

das manifestacdes clinicas nos pacientes em questao.
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TABELA SUPLEMENTAR 1

Tabela Suplementar 1 - Lista de SNVs encontradas nos 13 pacientes com CCFP avaliados

Classificacéo

Gene RefSNP (rs) Tipo Anotacéo MAF Localizacéo
ACMG
i Benigna/
SLC20A2 rs115993270 Sinbnima ¢c.58T>C 0.01 Exon Provavelmente
Benigna
PDGFB  rs5757575 - c.-51T>C 0.33 intron -
PDGFB  rs1800817 - C.63+53C>A 0.25 intron -
PDGFB 159622979 - €.161-80C>T 0.13 intron -
PDGFB  rs11704525 - €.250+111G>T 0.28 intron -
PDGFB rs2239769 - €.601+65G>A 0.29 intron -
PDGFRB rs740750 - C.364+44C>T 0.46 intron -
PDGFRB rs1864972 - c.1579+50T>C 0.19 intron -
PDGFRB 51075846 - €.1912+132A>G 0.42 intron -
PDGFRB /s112938568 - c.3137+76C>T 0.03 intron -
PDGFRB rs75732095 - €.3138-28C>T 0.06 intron -
. Benigna/
PDGFRB rs2229558 Missense c.1033C>T <0.01 Exon Provavelmente
Benigna
PDGFRB rs56388645 - c.2024-74C>G 0.01 intron _
PDGFRB rs246395 Sinbnima C.2601A>G 0.22 Exon .
PDGFRB rs246391 - €.3137+4A>G 0.30 w Significado Incerto
Splicing
PDGFRB rs246388 Sinbnima c.3252A>G 0.32 Exon Benigna
PDGFRB rs11748255 - €.1127+271C>T 0.40 intron -
PDGFRB rs41287110 Missense c.1453G>A 0.01 Exon Benigna
PDGFRB 1541287104 - c.2587-40T>A 0.01 intron _
PDGFRB rs246396 - €.935-173A>G 0.05 intron _
PDGFRB  rs2304061 - €.2023+143C>T 0.13 intron -
PDGFRB rs78436628 - €.1992-61G>A 0.01 intron -
PDGFRB rs2229562 - Cc.*73A>G 0.32 3’-UTR -
XPR1 rs10914123 - €.2030+61T>C 0.38 intron -
XPR1 rs372311507 - €.223+17 223+18InsT 0.10 3-UTR R

Legenda por ordem alfabética: ACMG= do inglés, The American College of Medical Genetics and Genomics; MAF=
do inglés, minor allele frequency; UTR= regido néo transcrita
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Tabela Suplementar 2 - Resumo das informacdes relativa a pacientes com variantes digénicas com CCFP
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Principais
Doenca caracteristicas
Gene Variante Classificacéo Gene Variante Classificacdo  associada/ clinicas Referéncias
CCFP ACMG secundario ACMG Heranca associada as
genética variantes
digénicas
_ Del. Distonia de e Baker et al.,
SLC20A2 DeI.chz%ilggic7)654— Patogénica THAP1 chr8:42247654—  Patogénica tor¢do primaria/ O%%gg%ﬁ'g ] 2014/Fujioka et
42810910 AD al., 2015
. ) Epilepsia do CC, convulséo ,
SLC20A2 ¢.C1703T: Patogénica  CHRNB2 ¢.C1378G: Patogénica  lobo frontal/  tonica-clonica Fjaer et al.,
p.Pro568Leu p.Arg460Gly AD . 2015
generalizada
o . Hipocalcemia
PDGFRB c.1126C>T: Significancia C.2431A>G: Provavel . . . DeMeo et al.,
p.Arg376Trp incerta CASR p.Met811Val Patogénica t'g\%” CC, hipocalcemia 2018
Convulséo ~
SLC20A2 C.971C>A: Patoaénica SCN2A €.2063A > G: Significancia infantil e ?écn’ié::-g\llgrlﬁc?: Knowles et al.,
p.Ser324* 9 p.Tyr688Cys incerta TDA/ . 2018
AD generalizada
. . . . Distonia de : .
SLC20A2 Microdel. in Patogénica THAP1 Microdel. in Patogénica  torcio primaria/ o distonia Mu et al., 2019
8pl1.2 8pl1.2 AD generalizada

Legenda em ordem alfabética: ACMG= do inglés, The American College of Medical Genetics and Genomics, AD= autossémica dominante; CC= calcificagao

cerebral bilateral e simétrica; Del= delecédo; TDA= transtornos do espectro autista.
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FIGURA SUPLEMENTAR 1

Figura Suplementar 1 — Figuras de estudo. a) heredograma da familia 1H, destacando que a paciente
(1HO1BR) possui a variante rs246391 em heterozigose, assim como sua mae, que segrega a mesma
variante e ndo possui a doenca. b) heredograma da familia 1K, destacando que o paciente 1KO1BR é
homozigoto para a variante rs246391, como seus filhos. ¢) receptor PDGFR-, mostrando suas regifes de
maior importancia: 1G, 1Gc2, regido transmembrana (retangulo azul) e o dominio tirosino-quinase. Além de
mostrar a regido de baixa complexidade ao final da proteina, regido imediatamente anterior a regido que
esta a variante rs246391 (intron 22)

a) Familia 1H b) Familia 1K

rs246391
Heterozigota

1KOMER

rs246391
Homozigoto

rs246391
Heterozigota

1HO1BR

rs246391
Homozigoto

1K03BR 1KO4ER

Reqi&o de baixa
C) complexidade
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-

Fonte: Acervo pessoal
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Abstract

Primary familial brain calcification (PFBC), widely known as Fahr’s disease, is a rare disorder caused by pathogenic variants in
SLC20A2, PDGFB, PDGFRB, XPRI, or MYORG genes. It is characterized by ectopic brain calcification, mostly affecting basal
ganglia, thalamus, and cerebellum. PFBC patients can present a wide spectrum of symptoms including cognitive, neuropsychi-
atric, and motor alterations. However, it is well established that PFBC individuals also present high clinical heterogeneity, though
the genetic cause of this phenotypic is not understood. Recently, Wang et al. (Front Cell Neurosci. https://doi.org/10.3389/fncel.
2019.00250, 2019) reported on the role of MEA6 gene in cerebellar development and motor performance, also citing that MEAG
might be linked to PFBC. A MEA® variant was described in 2007 as a PFBC candidate gene in an American family. However,
this family was later linked to the SLC20A2 gene discarding the MEA6 as a PFBC-gene and also some members were confimmed
as phenocopy. Additionally, five independent studies have been shown that variants in a second gene, not related to PFBC, were
identified in PFBC patients, promoting a complex and heterogeneous phenotype. Thus, further investigation is required to
explain whether and how MEAS contributes to the clinical presentation in this American family. Finally, this letter highlights
the possible digenic influence on clinical heterogeneity of PFBC patients, and such a possibility might advance our understanding
of PFBC phenotypes.

Keywords PFBC - Phenocopy - Digenic disease - MEA6 - SLC20A2
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APENDICE B - EXPANSION OF THE PRIMROSE SYNDROME PHENOTYPE
THROUGH THE COMPARATIVE ANALYSIS OF TWO NEW CASE REPORTS
WITH ZBTB20 VARIANTS
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Abstract

Primrose syndrome (PRIMS), a rare genetic disorder with several clinical findings
inchuding intellechual disability, macrocephaly. typical fadal features, and muscle
wasting, is caused by heterarygous variants in the ZBTE20 gene We report the cases
af teo males diagnosed with PRIMS at different ages. emphasizing the ely progres-
sive nature of the disorder, 2= well 25 the differences and similarites of presentation
during infancy and adulthood. Patient 1 is a 2-year-old American male with a medical
history marked by impaired hearing. developmental delays, and fainting spells. Patient
2 is a Z8-year-old Brazilian male, who presents with a phenotype similar bo that seen
in Patient 1 with additional features of ectopic calcifications and prominent muscular
ard skeletal abnormalities. Additionally. Patient 2 has a history of fainting spedls and
diminished body height and weight. with the latter featres having only been
reported in one PRIMS patient so far. Both Patients 1 and 2 were found to camry het-
emzygous likely pathogenic missense variants, detected in the st coding exon of
FBTE2O (o 1B22T>C, pCys408Arg, de nowa, and c 187380, pMetd25Val, respec-
tively), consistent with PRIMS. Overall, these case reports highlight PRIMS's likely
progressive nature and contribute to the understanding of the natural history of this
condition.

KEYWORDS
develnpmental delsy, ectopic calcification, inbellectusl disability, Primvose syndrome, ZETE20
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Lack of Major Ophthalmic Findings in Patients with Primary Familial
Brain Calcification Linked to SLC20A2 and PDGFBE
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Abstract

Primary familial brain calcification { FFBC) & a rare neurodegenerative disorder characterized by symmetrical and bilaieral brain
calcification. It i typically inherited a5 an sutosomal dominant disorder, and de nove variants have also been deseribod.
Inierestingly, just recent studies have reporied the first aviosomal recsssive PFBC-causafive gene. FFBC patients exhibit high
clinical heerogeneity including Parlinsmism, dystonia, atavia depression, and migraine. Mice studies, an important reseanch
sl herve been a breakihrough in increasing te mderstanding of PFBC's main signs and symptoms, and many findings reported
in these mice have boon subsequenty reporiedin patients. One phonotype that has boen observed inPFBC mice model s bt neot in
FFBC patients, however, is the development of ophthalmic abnormalities. This way, this repont focused on performing an
ophthalmic sssesment in sx Brazilian patients genctically diagnosed with FFBC. The assessments showed that none of the
FFBC individuak inchuded presenied any of the ophthalmic abnomalities reported in mice models, such as catarack, ocular
calcification, ahnormal inis and lens morphology, and netinal dete rioration. Additionally, of te six PFBC patients described, two
SLC A2 nutation camiens showed physidogical excavation of the optic nerve head and partial vitreous detachment, while just
one inedividual presentod bilatersl namowing of retinal arteriokes. In summary, no evidence of milar ophthalmological sbnor-
malities found in mice were found in our patients; nonetheless, further sudies in larger sample size are wamanted 0 comoboraie
with our findings. To our knowledge, this sudy & the first to focus on ivestigating, in FFBC patients, the ophthalmological
plenotypes described in the FFBC mice models.

Keywords Brain cakification - SLC20A2 - PIMGFE - Eye globe
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A commentary on band-like calcification with simplified gyration
and polymicrogyria: report of 10 new families and identification of

five novel OCLN mutations
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There ame evidenoss suggesting that mutafions in oocludin
(LN gene (5q13) are associated with the development of
band-like calcification with simplified gyration and poly-
microgyria (BLC-PMG) (OMIM#251290), and some cases
has been described [1-3]. In 2010, this disorder has boen
inclnded in the pseudo-TORCH spactrom (FTS) [1]. The
PTS phenotypes mimics congenital infections with major
cerebral  nalformations,  including mainly:  congendtal
microcophaly, infracranial calcification in a hoterogenoous
patiem, seizures, enlarged ventricles, and severe newnode-
velopmental disorder [1-3].

On the wolume 62, isue 5 of this perodical, Abdel-
Hamid and collaborators [3] conducted a smdy on e
afprementioned gene in patients with BLC-FMG of 10
consanguineous families, They mreponed that patogenic
mutations in this gene are related to development of neo-
mological and clinical manifestations present in the indivi-
duals studied. Phenotypically, e patiens  presenied
progressive microcephaly, brain calcification and ameas of
polymicregyria, leading i & severe mental e @ndation, and
seimes

(CIN gene encodes for a tight-junction proiein (ecclu-
din) whose loss of functions might affect the permeahility of
fhe blosod—hrain barier (BBB) [1]. Considering the gemetic
landscape fior the development of calcifications, fe authors
ciied that cfn knockoot (KO) mouse has extracranial
manifestations, such as chronic gastritis, thinning of compact
bone, and & aticolar atrophy [4]. We wouold like o highlight
that the (Meln KO alsoe presents brain calcification, reinfor-
cing the association with the phenotype e pored in humans,

Few disorders, such as primary hrain calcification (FBC)
and type 1 interferonopathy (a PTS disorder), exhibits brain

(=] Jolo Biarnds Mandes de Oliveira
jon ricando @ ofpe br

! Eeiro Asami Laboratory and Neoropsychisisic Department,
Fedem] Univemity of Pemambncn, Recife, Bragdl

Frlal chel veslive: 500 Ko el 20012

calkeification located most commaonly in basal ganglia andfor
thalamus, similar to BLC-FMG [5, 6). The PRC & a rare
neuropsychiamic condiion that might be inheried in an
autosomal dominant pattemn or even cawsed by de nowvo
mutations. Four different genes (SLC20AZ, PIMGFRE,
FPRGFRE, and XPRI) have boen associsted with the
development of this disorder [6—8]. Mone recently, patients
with type | interferonopathy are being linked to mutations
in U'SP1E gene and also prescnts calcifications in some
ameas of the brain [5].

Additionally, homozygous for pathogenic varians in
I5G15 gene present a interferonopathy and bilateral and
symmetric calcifications, such as in PBC [9]. Micolas et al
[10] have repored the association betwesn patients with
severe neurndeve lopmental deficit that presented spoi of
brain calcification and a homozygous PODH T2 variant
Intriguingly, mice with hippomorphic Pdgf® and STe20a?
KO mice shows focus of brain calcification, such as Ocln
KO mice, and patients with BLC-FMG [3, 7, 8]

Altogether, we attempt to demonstrate e clinical
impontance and suscoptibility of some areas of the brain to
caleify, and the overlap of several phenotypes and disesses
Wi also called atienton i the studies in animal models that
may represent, st least in part an impontant factor that
contribuie to understand the eutcomes seen in patient.
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Letter to the Editor

More than mests the eye: Saarching
foer 2.0 thoeruail Findlings in primary
Irain caldification

() e

WMH precede the appesrane of caldfying lesdons in the brain |5
Thickening af the basal membranewas slio desorbed i n this cxse Final-
Iy results from & hair 2nalysis of patients with PFEC demonstrated that
bioel ements such & caleium, copper, and plis phate wee in low con-

D Fefitor,

Recent studies regarding primary familizl brain caleification
[PFBC) indicate that there i mare to this disease than just pro-
gressive calcifications in the basal ganglia, thalamus snd dent ste
nuclei |1} Alternative imaging findings such as white matter
Ty peri nten sities [WMH), bioche mical imbalances represented by
elevated inofganic phodphate levels in the cerebrogpingl Nuid
[CSF-Fi), and damage of microvessels in tissues other than the
brain are some of the evidences showing that brain caldfications
might not be the only thing to look at |2-6]. An example of this
is shown in the letter from Pawcar and collesgues published in
this same joumal in February 20017 |2]

The suthors re port & ¢ 1399C =T [R46TX) varistionin exon 8 of the
SLOA0AZ gene i 54 year-odd woman with el evated C5F-P and WMH
They desieribe d newropay dhistric i ke ttio s rel ved o PR bedide
2 medical history of type 1 dishetes malitus {T10M ), hypertension, ab-
structive slesp apnes and catiraas Their pred minsry CSF anal ysis sug-
gesats that the integrity of the blood brsinbarrier [ BBE) ves muintained
121

In suppart of the work above, Jenden et & (2016) |3] ad
Woallingford et al. (2016) |4) also reported markedy e levated phos-
phate levels in the CSF of Sk20a2 knockout (KO mice in the pres-
ence of an intsct BBE. Curiously, additional phe not yping of these
same mice shows other findings such as decrexsed body length
andd weight, abnormal lans xnd iris morphalogy with catarset, and
various sbnormalities in bone structure and amposition |7 Fur-
ther mare, it was noted that Sie20o 2 KO mice exhibdted wnbalmnoed
5t b0 be s maass ratio, de oexsed fested circula ting ghucose level, in-
creased circul sting alkaline phosphatase level and incressed dreu-
lating magnesium level [7] Finally, calcification on the eyes and
aptic nerve in Sle20a? KD mice was also reporbed by Wallinglord et
al_ [2016) |4]

Further findings in kin and hair have slso been deser bed in PFBC
patients. Micocaleifications in small vessls, pericytes and thickening
of the basal membrane have alo been deseribed and were seen in
skin biopsied from carfiers of mutstions in PDGFR, PDGRE and XPRT
genes | 5G] Intriguingly, one the studies identified 2 novel mutation in
PDGFE gene (3G =C) ina Gmily where all mutation carrers had
brain calcification and white matter involvement, suggesting that

e o g 1006 s 0 7 D506 %
035100 3017 Elaier BV, Al fghes msermd

centraioninthose samples, suggesting 4 metabol ic and heterogeneous
disorder 8]

Prior o the elucidation and description of the genetic meduniims
underhying PFBCs pathalo gy, reports of alterations in the CSFol patients
presenting with brain cddfications sugpedtive of PFBC had slres dy been
muade These inchuded reports of sgnificant increxses in copper, inon,
kg ne sium and Fine in the CSF of suspected patients when com pared
1o healthy contrals |9 Similarly, CSF Lsctite levels were moder xiely el-
evated ina 68 year-okd Japanese patent, in addition to him having
TIDM x5 acomarbidity |10]_Although neither of the studies mentiomnsl
alvive have reported any information on CSF-Pi levels, they are still nel-
evant i & representation of sdded evidence that PFRC can iner fere with
CSF compasi tan.

While the search for new phenotypic v ariations in PFBCis important,
thee finadings from a single individusl reported in the letter from Paucar
and coll shorators (200 7 ) showld be taken cantiously due the patient’s
comarhidities, induding hormanal changes in parathormons and Vit
min D levels, that the nthars sesociste with snother ldney oondition
presented by the patient | 2] Thesuthors de, hove ver, bring potent ally
impartant data citing high CSF-Pi levels and WMH in the presence of
calcifications in the basal ganglia, thalsms, e rebelhom snd midben
amnl these seem ratver promising a8 relevant medical findings in PFBC
patients.

Combined, these dats suggest that PFRC has more systemic pre-
sentations than previously thoughi. Thus, we argue that the seanch
of non-newnological festures in PFRC i strongly indicated_ especial-
Iy through the application of systematic analysis in other tswes
than the brain [i.e skin, eyes, and hair) where the subjects studied
have the least amount of comorbidities possible. Such indtiatives
will contribute to 3 more thorough description of signs and
symploms seen in PFBC patients, 28 well a8 resulting in marked
improvements in determining prognostic features seen in this
conadition
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INTRODUCTION: Primary brain calcification (PBC) is a rare neuropsychiatric
condition that might be inherited in an autosomal dominant pattern or even caused by de
novo mutations. Symmetrical and bilateral calcifications located mainly in basal ganglia,
thalamus and cerebellum are detected through neuroimaging screening. The symptoms
are unspecific and might include parkinsonism, psychosis, depression, and ataxia. Recent
studies found mutations in four genes (SLC20A2, PDGFRB, PDGFB and XPR1),
however they represent only 60% of all familial cases, suggesting that additional genes
remain to be elucidated OBJECTIVE: We report our progress in screening new
candidate genes (SLC20Al1l, PDGFA, PDGFC, PDGFD, PDGFRA and PCDH12),
variants and endophenotypes in 24 patients without mutations at the 4 genes linked to
PBC. METHODOLOGY: The exons and intron-exons boundaries sequencing of
intended genes was performed using a 3500 Genetic Analyzer and CLC Main Workbench
software for the assembly RESULTS: Only benign variants were found in the genetic
results available thus far. In total, eleven patients were screened for PDGFA and PDGFC,
twelve for PDGFD, one for PDGFRA, seven for PCDH12, and five for SLC20A1.
Clinically, four patients presented psychiatric symptoms, such as hallucinations and
repetitive-obsessive behavior. The same amount of patients suffered with movement
disorder, and three have cognitive impairment. Four out of the 24 patients report suffering
from convulsions in their lifetime. Two people reported hand tremors, and one declares
suffering from recurrent migraines. Interestingly, when analyzing for comorbidities, two
patients report having Lupus, one reports having diabetes, and one has a likely diagnosis
of Hashimoto’s disease. CONCLUSION: Even though no pathogenic mutations have
been detected in any of the patients, it is important to address that the sample size does
not allow a final conclusion yet. Samples are constantly undergoing further analyses, in
the hopes of increasing sample size and obtaining more results.

KEYWORDS: primary brain calcification; mutations
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INTRODUCTION: Primary familial brain calcification (PFBC) is a neurodegenerative
disorder characterized by symmetrical and bilateral brain calcification. Notable features
of PFBC patients are parkinsonism, psychotic symptoms and ataxia. However, these
manifestations can be extremely diverse, ranging from asymptomatic patients to patients
with multiple manifestations, even in individuals within same family. Four genes
(SLC20A2, PDGFB, PDGFRB, XPR1) are described to be associated with PFBC.
Nevertheless, the genetic basis of the heterogeneity of PFBC is not understood, though
we hypothesized that single nucleotide variants (SNV) in the genes unlinked to PFBC
etiology might contribute to the wide phenotypic spectrum OBJECTIVE: To screen
whether multiple variants could participate as a genetic modulator of PFBC
METHODOLOGY: We screened seven individuals, originally from four unrelated
families. The exons and intron-exons boundaries analysis of intended genes was
performed by Sanger sequencing. In silico splicing analysis was made using HSF
software RESULTS: We identified 26 SNVs in all four genes. Among all variants, one
was at 3> UTR, eight were exonic, and 17 were intronic. Regarding the clinical
significance, the 3’ UTR is a variant of unknown significance (VUS), and except two
variants, that are a benign non-synonymous variant, all exonic variants were synonymous.
Additionally, 12 intron variants were VUS, and five classifieds as benign. However, the
rs246391 (c.3137+4A>G), located close to canonical splice site and identified in four
patients, predicts to alters the wild type donor splice site, most probably affecting splicing
(MaxEntScan score: -17.67) and may disrupt spliceosomal recognition of splice sites
CONCLUSION: Although multiple pathogenic variants were not identified yet, the
screening of all four gene are necessary to define the role in which the SNVs might
contribute in pathology, disease progression and/or heterogeneity of PFBC. Finally,
functional studies will be performed to clarify the role of these SNV in PFBC patients.

KEYWORDS: PFBC; single nucleotide variants; brain calcification
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INTRODUCTION: Primrose syndrome (PRIMS), a rare genetic disorder with several
clinical findings including intellectual disability, macrocephaly, typical facial features,
and progressive muscle wasting, is caused by de novo variations in the ZBTB20 gene. It
has less than 30 cases reported worldwide, and due to its low frequency, it is not widely
known by medical professionals. We discuss here the case of a 28-year-old Brazilian male
who has a medical history marked by intellectual disability, developmental delays and
presents several other clinical features consistent with PRIMS. OBJECTIVE: To
determine if the patient has a pathogenic variation to the ZBTB20 gene, therefore
confirming a PRIMS diagnosis. METHODOLOGY: The patient’s mother provided
written informed consent for genetic testing, use of clinical pictures and authorized the
processing of personal data. Genetic analysis of ZBTB20 was performed by PCR
amplification of coding exons and intron-coding exons boundaries, followed by direct
Sanger sequencing. RESULTS: Analysis of the patient’s medical files showed evidence
of a progressive disorder affecting global development. Other signs consistent with
PRIMS phenotype included calcified pinnae, basal ganglia calcification and characteristic
facial features, besides skeletal and muscle abnormalities. We identified a heterozygous
missense variation in the coding exon 4 of ZBTB20 (c.1873A>G, p.Met625Val). In silico
assessment suggested the p.Met625Val to be likely pathogenic. CONCLUSION: This
case of PRIMS highlights the importance of a thorough clinical assessment combined
with genetic testing when diagnosing developmental disorders. Additionally, it shows
how such disorders are progressive, and how many of its characteristic signs do not appear
until later in life. Therefore, additional studies including more patients with Primrose
Syndrome are necessary not only to ensure correct clinical descriptions of the syndrome,
but also to help determine its true frequency.

KEYWORDS: Primrose syndrome; ZBTB20; calcified pinnae; developmental delay;
brain calcification.
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ABSTRACT TITLE: Lightning strikes twice? Searching for primary familial brain calcification
patients with multiple pathogenic variants

ABSTRACT KEYWORDS: PFBC, single nucleotide variants, brain calcification
ABSTRACT OBJECTIVE: Primary familial brain calcification (PFBC) is a rare and
neurodegenerative disorder characterized by symmetrical and bilateral brain calcification, mainly
in basal ganglia and thalamus. Notable features of patients with PFBC, which is generally
attributed to calcium deposits, are parkinsonism, dystonia, ataxia, and migraine. However, these
complications can be extremely diverse, ranging from asymptomatic patients to patients with
unigue or multiple manifestation, even in patients within same family. To date, four genes
(SLC20A2, PDGFB, PDGFRB, XPR1) are described to be associated with PFBC. Nevertheless,
the genetic basis of the clinical heterogeneity of PFBC is not fully understood, though we
hypothesized that single nucleotide variants (SNV) in the genes unlinked to PFBC etiology might
contribute to the wide phenotypic spectrum. Thus, this study aimed to screen whether multiple
pathogenic variants could participate as a genetic modulator of PFBC

ABSTRACT METHODS: Were included in this study three unrelated families, where each
family are comprising of two affected members already diagnosed with PFBC. Of these, two
patients were reported with PDGFB variant (c.356T>C, p.Leul19Pro) and four subjects with
SLC20A2 variant (c.1483G>A, p.Ala495Thr; ¢.1187_1188insT, p.P397Afs*19). To verify the
other genes not evaluated in these PFBC patients, and based on the previous diagnosis results, the
exons and intron-exons boundaries sequencing of intended genes was performed using a 3500
Genetic Analyzer and CLC Main Workbench software for the assembly. Splice site variant
interpretation was tested in silico using Human Splicing Tester Software. This study was
approved by the Ethics Committee on Research of Federal University of Pernambuco - Brazil.
ABSTRACT RESULTS: We identified 25 different SNVs in all four genes linked to PFBC, two
SLC20A2 variants (rs115993270; ¢.G1728A), six PDGFB variants (rs11704525; rs1800817;
rs2239769; rs575757; rs9622979; ¢.G660A), eleven PDGFRB variants (rs2229562; rs2229558;
rs1075846; rs112938568; rs1864972; rs56388645; rs740750; rs75732095; rs246391; rs246388;
rs246395), and four XPR1 variants (rs10914123; rs3002117; rs3761904; rs35706835). Among all
variants, one was at 3’ untranslated region (UTR), seven variants were located at exons, and 15
were intronic. Regarding the clinical significance of these variants, the 3> UTR is a variant of
unknown significance (VUS), and except rs2229558, that is a non-synonymous variant classified
as benign, all exonic variants are synonymous (rs246388, rs246395, ¢.G1728A (p.L576L),
€.G660A (p.K220K), rs115993270, rs35706835). Additionally, 10 intron variants were VUS
(rs10914123; rs11704525; rs1800817; rs2239769; rs3761904; rs5757575; rs1075846;
rs112938568; rs1864972; rs56388645), and four classifieds as benign (rs3002117; rs9622979;
rs740750; rs75732095; rs246391). However, the rs246391 variant of PDGFRB, located close to
canonical splice site and identified in three unrelated patients, predicts to alters the wild type
donor splice site, most probably affecting splicing, and creating new site (MaxEntScan score: -
17.67). This variant may disrupt spliceosomal recognition of splice sites, but the subject’s RNAs
was not available for functional studies. ABSTRACT CONCLUSION: Although multiple
pathogenic variants were not identified yet, the screening of all four gene are necessary to define
the role in which the SNVs might contribute in pathology, disease progression and/or
heterogeneity of PFBC.
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Synonyms of Primary Familial Brain Calcification

« Fahr disease, formerly

« familial idiopathic basal ganglia calcification
« striopallidodentate calcinosis

« PFBC

General Discussion

Summary

Primary familial brain calcification (PFBC) is a rare neurodegenerative disorder
characterized by the presence of abnormal calcium/hydroxyapatite deposits
(calcifications) in the brain. The clinical presentations generally attributed to these brain
calcifications are highly variable, ranging from asymptomatic patients, to severely
affected patients with progressive neuropsychiatric features. To date, pathogenic
mutations in five genes have been associated with PFBC: SLC20A2, PDGFB, PDGFRB,
XPR1 and, just recently, MYORG.



