
 
 

 
 

 

Universidade Federal de Pernambuco – UFPE 

Centro de Ciências Biológicas – CCB 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas 

Doutorado em Ciências Biológicas 

 

 

ROBERTA RODRIGUES DE LEMOS 

 

 

Identificação das bases genéticas nas Calcificações Idiopáticas em Gânglios da 

Base do cérebro (IBGC) e screening de variações candidatas  

na Doença de Alzheimer 

 

 

 

 

 

 
Orientador: Prof. Dr. João Ricardo Mendes de Oliveira 

 

 

 

 

 

RECIFE 2012 



 
 

 
 

ROBERTA RODRIGUES DE LEMOS 

 

 

 

 

 

Identificação das bases genéticas nas Calcificações Idiopáticas em Gânglios da 

Base do cérebro (IBGC) e screening de variações candidatas  

na Doença de Alzheimer 

 

 

 

 

Tese de doutorado apresentada ao programa de 

Pós-Graduação em Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Pernambuco, como 

parte dos requisitos para a obtenção do grau de 

Doutor em Ciências Biológicas. 

 

                                        

  Orientador: Prof. Dr. João Ricardo Mendes de Oliveira 

 

 

 

 

 

 

 

RECIFE 2012 



 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Catalogação na Fonte: 

Bibliotecário Bruno Márcio Gouveia, CRB-4/1788 

 

     

 

 

     

    L555i  Lemos, Roberta Rodrigues de           

    

Identificação das bases genéticas nas calcificações idiopáticas em gânglios da       base do 

cérebro (IBGC) e screening de variações candidatas na Doença de Alzheimer / Roberta 

Rodrigues de Lemos. – Recife: O Autor, 2012. 

        

      93 folhas: il., fig., tab. 

 Orientador: João Ricardo Mendes de Oliveira 

Tese (doutorado) – Universidade Federal de Pernambuco. Centro de 

Ciências Biológicas. Pós-graduação em Ciências Biológicas, 2012. 

Inclui referências e anexos 

 

1.  Alzheimer, Doença de 2. Genética 3. Bioinformática I. Oliveira, João 

Ricardo Mendes de (orientador) II. Título. 

 
                                             

      616.831                      CDD (22.ed.)                         UFPE/CCB-2013-002                                                              

                               

 
 



 
 

 
 

ROBERTA RODRIGUES DE LEMOS 

 

 

Identificação das bases genéticas nas Calcificações Idiopáticas em Gânglios da 

Base do cérebro (IBGC) e screening de variações candidatas  

na Doença de Alzheimer 

 

Tese de doutorado apresentada ao programa de 

Pós-Graduação em Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Pernambuco, como 

parte dos requisitos para a obtenção do grau de 

Doutor em Ciências Biológicas. 

 

 Banca Examinadora 

 

 

__________________________________________________ 

Prof. Dr. João Ricardo Mendes de Oliveira (Orientador) 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) 

 

__________________________________________________ 

Dra. María Jesús Sobrido Gomes 

Fundación Pública Galega de Medicina Xenómica (Espanha) 

 

__________________________________________________ 

Dra. Gabriela Ferraz 

Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP) 

 

__________________________________________________ 

Dr. Carlos Henrique Madeiros Castelletti 

Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA) 

 

__________________________________________________ 

Profa. Dra. Danyelly Bruneska Godim Martins  

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) 
 

 

 

 

 

 

 

 

RECIFE 2012 



 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Any sufficiently advanced technology is  

indistinguishable from magic.” 

Arthur C. Clarke 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Arthur_C._Clarke


 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

À minha mãe Janette, um exímio de 

 perseverança e amor, a toda minha família e amigos, 

Dedico. 



 
 

 
 

AGRADECIMENTOS 

“A única forma de chegar ao impossível é acreditar que é possível”  

(Alice no País das Maravilhas), principalmente com incentivo daqueles que te amam e 

que apostam no teu sonho, nesse sentido, agradeço: 

Ao Deus de infinito amor, por me indicar o caminho certo e proporcionar 

encontros espetaculares, com pessoas maravilhosas, durante essa trajetória. 

À minha mãe, Janette, exemplo de determinação, disciplina e amor. Obrigada 

mãe, por tanta dedicação gratuita, por tanto incentivo, por mostrar sempre o lado bom 

das situações e principalmente por acreditar. 

Aos meus eternos avós: Ivanise e Epaminondas Campelo (em memória), 

exemplos de puro amor.  

A minha Família, laço indissolúvel: irmão, pai, cunhada, sobrinha, tias, tios, 

primos, primas, a todos minha gratidão pela grande torcida e compreensão. 

A meu grande amor, amigo e companheiro Luiz Roberto Gitirana (Beto), um ser 

iluminado que entrou na minha vida como um presente divino, agradeço por sua 

paciência, dedicação, compreensão e amor. 

A meu orientador e amigo João Ricardo, por acreditar e investir na minha 

formação profissional e, sobretudo pessoal. Muito obrigada pelo seu contínuo exemplo 

de paciência, sabedoria, alegria e perseverança.  

La Dra María Jesús Sobrido (Susi), un ejemplo científico, te lo agradezco por sú 

dedicación y apoyo, por la amistad sincera. 

Aos meus queridos amigos, estes compartilharam comigo, suas sabedorias, suas 

grandezas, suas alegrias. Minhas amigas da graduação: Carla Maciel e Suzy Quirino. 

Meus amigos do intercâmbio: Fabiana, Alessandra, Laís de Paula, Laís Galdino, Ana, 

Lilian, Sebastián, Pilar, Andrés, María, Lorena, Luiza, Isadora, Juliana. A equipe do 

“Sharing Galícia” que proporcionou passeios belíssimos e a Profª Rita Fabiana, 

imprescindível para a rápida aprendizagem da língua Espanhola.  

Aos meus amigos do Grupo Psiquiatria Biológica/UFPE: Eriton, Lylyan, 

Manuela, Regina, Danyllo, Joana, Samy, Matheus e outros. Em particular a Eriton, por 

todo o suporte e paciência, a Regina e a Lylyan por todo carinho e dedicação dado a 

nossa amizade, a todos vocês obrigada pelos sorrisos, pelas doces palavras e pelos 

ensinamentos. 



 
 

 
 

A Profª Dra Mayana Zatz (USP), Profª Dra Maria de Mascena (UFRPE), Profª 

Dra Maria Tereza Cartaxo (UPE) e Profª Dra. Flavia de Paula (UFES) por todo o 

incentivo, colaboração, apoio técnico e financeiro. 

Aos amigos do Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA): Profº Dr. 

José Luiz, Profª Dra. Cíntia Rocha, Profª Dra. Danielle Bruneska, Dr. Henrique 

Castelletti, Profª Dra. Rosalie Belian, Eliete e Claúdio pelos ensinamentos, suporte e, 

sobretudo amizade. 

Aos programas de Pós-Graduação: do Centro de Ciências Biológicas – CCB/ 

UFPE e do LIKA/UFPE, pelo apoio e suporte financeiro.  

Aos programas de fomento: CAPES, FACEPE, PROPESQ-UFPE, Fundação 

Carolina pelo apoio financeiro importantíssimo para pesquisa Brasileira. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

Resumo 

A Degeneração Neuronal (DN) é um processo complexo e multifatorial, presente em 

várias desordens neuropsiquiátricas, como a Doença de Fahr (DF) e a Doença de 

Alzheimer (DA), entre outras. Este trabalho teve como objetivo, estudar fatores de risco 

genéticos, em dois modelos de doenças neurodegenerativas, através de sequencimentos 

e métodos de bioinformática. O screening de genes e variações candidatas foi realizado 

através de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), seguido de Sequenciamento 

Automático Direto do DNA. Para a DF, também conhecida como Calcificação 

Idiopática dos Gânglios da Base (IBGC) dois genes foram investigados, o gene 

MGEA6/CTAGE lócus IBGC1 e o gene SLC20A2 lócus IBGC3. As variações 

candidatas para DA foram selecionadas a partir de um pipeline de bioinformática, onde 

informações genéticas de diferentes bancos de dados foram integradas, sendo os 

principais genes estudados: COX-2, IL1a e CD83. Os resultados das genotipagens não 

identificaram, em ambos os grupos de controles e afetados, a variação Pro521Ala 

(rs36060072) / MEGEA6 lócus IBGC1. Essas genotipagens contribuíram para a 

diminuição da freqüência alélica mínima dessa variante, demonstrando o quanto ela é 

rara e ausente nessa amostra da população Brasileira. Para o segundo lócus analisado, 

IBGC3 gene SLC20A2, os achados tem mostrado novas variações em diferentes exons 

e estes estão associadas a mais de 40% das famílias com IBGC analisadas. No entanto, 

algumas famílias recrutadas foram excluídas para esses dois loci, sugerindo adicional 

heterogeneidade genética. Paralelamente, os resultados do ensaio experimental do 

screening das variações candidatas para DA, só foi permito em parte, pois apenas 

variações do tipo SNPs: “rs2745557”_COX2 (exon 1) e “rs17561”_IL1A (exon5), 

foram detectadas, sendo a grande maioria das variações preditas,  INDELs (1 a 10pb), 

não encontradas. O desafio atual é aperfeiçoar os métodos de sequenciamentos, 

principalmente através do uso novas plataformas de sequenciamentos. Há uma grande 

expectativa de que um melhor entendimento, das bases biológicas destes dois distúrbios 

investigados, possa contribuir para a compreensão amplamente de outras doenças 

neuropsiquiátricas.  

 

Palavras chave: Calcificações idiopáticas dos Gânglios da Base, Doença de Alzheimer,  

Bioinformática, INDELs, gene SLC20A2. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

Abstract 

Neuronal Degeneration (DN) is a complex and multifactorial, present in several 

neuropsychiatric disorders such as Fahr's Disease (FD) and Alzheimer's Disease (AD), 

among others. This work aimed to study genetic risk factors, in two models of 

neurodegenerative diseases through sequencing and bioinformatics resources. The 

screening of candidate genes and variants was performed by Polymerase Chain 

Reaction (PCR), followed by Auto Direct Sequencing of DNA. For FD, also known as 

Idiopathic Basal Ganglia Calcification (IBGC) two genes were investigated, the  

MGEA6/CTAGE gene IBGC1 locus and SLC20A2 gene locus IBGC3. Variations for 

AD candidates were selected from a bioinformatics pipeline, where genetic information 

from different databases was integrated, the main genes studied: COX-2, CD83 and 

IL1a. The results of the genotyping not identified in both groups of controls and 

affected the variation Pro521Ala (rs36060072) / MEGEA6 IBGC1 locus. These 

genotyping contributed to reducing the Minimum Allele Frequency (MAF) of this 

variant, demonstrating how it is rare or absent in this sample of the Brazilian 

population. For the second IBGC3 locus SLC20A2 gene, new findings have shown 

variations in different exons and these are associated with more than 40% of families 

with IBGC analyzed. However, some families were excluded recruited to these loci, 

suggesting further genetic heterogeneity. In parallel, the assay results of variations 

screening candidates for AD, allow only variations in type SNPs "rs2745557" _COX2 

(exon 1) and "rs17561" _IL1A (exon5) were detected, and the vast majority of predicted 

variations, INDELs (1 to 10pb) not found. The current challenge is to improve methods 

of sequencing, primarily through the use of new sequencing platforms. There is a great 

expectation that a better understanding of the biological basis of these two disorders 

investigated, may largely contribute to the understanding of other neuropsychiatric 

diseases. 

Key words: Idiopathic Basal Ganglia Calcification, Alzheimer Disease, Bioinformatics, 

INDELs, SLC20A2 gene.  
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1.0 Introdução  

Há um grande interesse em se desvendar as bases genéticas dos transtornos 

neuropsiquiátricos, com manifestações comportamentais e motoras.  

As Calcificações Idiopáticas dos Gânglios da Base do cérebro (IBGC), também 

conhecida como “Doença de Fahr” - DF é uma doença neurodegenerativa, sem 

associação com outros distúrbios metabólicos e que apresenta diversos sintomas 

associados, tais como: enxaqueca, parkinsonismo, psicose, demência e alterações de 

humor.  

Até pouco tempo IBGC era considerada uma doença rara, mas a 

disponibilização e a redução dos custos dos exames de neuroimagem (tomografias, 

ressonâncias) têm permitido um relato cada vez maior de pacientes.  

Esta investigação pretende dar continuidade ao avanço da compreensão das 

bases genéticas e moleculares em IBGC, bem como aprofundar o entendimento das 

relações genótipos e fenótipos. 

 A Doença de Alzheimer – DA, foi outro modelo de doença neurodegenerativa 

explorado nesse trabalho. A DA é caracterizada como um distúrbio progressivo da 

memória, sendo a causa mais comum de demência no mundo. 

 Para a DA, foi proposto validar um pipeline de bioinformática, gerado por nosso 

grupo. Nesse pipeline as informações de bancos de dados genéticos foram integradas, a 

fim de gerar um painel de variações potencialmente candidatas para DA. 

 Integrar abordagens computacionais as técnicas de biologia molecular para 

explorar os transtornos neuropsiquiátricos, tem se tornado cada vez mais relevante, uma 

vez que essas doenças são um dos principais problemas de saúde pública em todo o 

mundo, além de apresentar caráter crônico e progressivo, associados à alta morbidade e 

mortalidade.  

 

1.1. Justificativas  

Dentre as doenças neurodegenerativas, a DA está atualmente entre os principais 

problemas de saúde pública em todo o mundo e com previsão de aumento devido à 

elevação da expectativa de vida.  

A importância do estudo da DF se dá pelas evidências atuais que sugerem que os 

depósitos de cálcio em gânglios da base do cérebro estejam presentes em cerca de 1% 

das Tomografias Computadorizadas- TCs e que estejam relacionados com sintomas 

neuropsiquiátricos comuns, tais como transtornos do humor e psicose.  
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Investigar fatores de risco genético, através do uso de técnicas de 

sequenciamento, tem se tornado uma abordagem massiva, principalmente pelo uso das 

plataformas ditas Next Generation Sequencing - NGS, onde os inúmeros dados gerados 

são processados por ferramentas de bioinformática. 

As análises desenvolvidas neste projeto poderão auxiliar, tanto na definição de 

métodos diagnósticos mais rápidos e eficazes, como na melhor compreensão da 

fisiopatologia da DA e da DF, abrindo novas perspectivas para o tratamento baseado em 

evidências genéticas. 

 

1.2 Objetivos  

1.2.1 Geral 

Identificar as bases genéticas da DF e realizar o screening de mutações 

candidatas na DA, através de genotipagem em larga escala, com o uso de técnicas de 

Sequenciamento e Bioinformática 

1.2.2 Específicos  

 Triar em amostras de DNA humano da população Brasileira, variações 

candidatas preditas por técnicas de Bioinformática;  

 Validar experimentalmente o pipeline de Bioinformática, desenvolvido a partir 

de bancos de dados genéticos; 

 Triar em amostras de DNA humano da população Brasileira a mutação P521A, 

presente no lócus IBGC1 associado à DF;  

 Investigar as bases genéticas da DF. 
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1. Neurodegeneração e Genética  

A degeneração neuronal (DN) é um fenômeno complexo com etiologia 

multifatorial e presente em várias doenças neuropsiquiátricas, tais como: Doença de 

Alzheimer (DA), Doença de Parkinson (DP), Demência Fronto Temporal (DFT), 

Doença de Fahr (DF), Esclerose Amiotrófica Lateral (ELA), entre outras 

(GOLDEMAN, 2012; SÁNCHEZ-PÉREZ et al., 2012; PASCHALI et al., 2009). 

O fenômeno da DN é evidenciado por sinais e/ou sintomas progressivos como as 

demências, com um amplo espectro de início, sendo mais freqüente na idade adulta, 

provocando lesões irreversíveis que já foram bem caracterizadas em análises 

anatomopatológicas e radiológicas (WINKHOFER et al., 2008, LEMOS et al., 2011; 

CRUTS et al., 2012). 

Aproximadamente 35,6 milhões de pessoas no mundo sofrem com algum tipo de 

demência, e as estimativas apontam que em 2030 serão 65,7 milhões e em 2050 serão 

115,4 milhões portadores (WHO, 2012). A DA é a causa mais comum de demência, e 

possivelmente contribui para até 70% dos casos. No Brasil o número estimado de 

pacientes com DA é de 1 milhão e 200 mil afetados (ABRAZ, 2011).  

A contribuição genética para as doenças neurodegenerativas resulta em uma 

complexa combinação de múltiplos fatores de riscos e de proteção genéticos, que são 

orquestrados com fatores ambientais, influenciando no risco do indivíduo desenvolver a 

doença em um determinado estágio da vida (CRUTS et al., 2012).  

Estudos genéticos de associação caso-controle para DA apontam mais de 500 

genes associados a essa doença, em diversas etnias, esses dados estão catalogado em um 

banco de dados público, chamado Alzgene, disponível pelo site (www.alzforum.org). 

O acervo de dados sobre fatores de risco genético também se destaca para outras 

doenças, tais como: DP (www.pdgene.org); DFT (www.molgen.ua.ac.be/ADMutations) 

e ELA (www.alsod.iop.kcl.ac.uk). 

No contexto, investigação de doenças neurodegenerativas, nosso grupo de 

pesquisa, vem contribuindo a mais de 10 anos, do ponto de vista: clínico, molecular, 

bioinformático, e mais recentemente através de análises de neuroimagens. Para alguns 

temas, como a DA e a DF, os estudos procuram esclarecer o cenário genotípico e 

fenotípico (OLIVEIRA et al., 2007, 2009a, 2009b, 2009c, 2009d; SOUZA et al., 2010; 

LEMOS et al., 2011, 2012a; WANG et al., 2012). 

 

2. IBGC (Calcificação Idiopática dos Gânglios da Base) 
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2.1 Características gerais 

Historicamente o termo “Doença de Fahr” se tornou mais popular do que 

Calcificação Idiopática dos Gânglios da Base (IBGC), devido à descrição de Karl 

Theodor Fahr (1877-1945). Em 1930, Fahr descreveu um paciente que apresentava 

sintomas como: demência, febre, imobilidade sem paralisia, tosse e úlcera decúbito, 

com falecimento logo após o terceiro dia de admissão, a autopsia revelou núcleos de 

calcificações nos gânglios da base (MANYAM, 2005).  

Fahr, todavia não foi o primeiro a descrever achados de depósitos de cálcio, 

principal mineral dessas calcificações, sendo que outros autores já haviam relatado 

casos sobre esse tema; Delacour em 1850, Bamberger em 1855 e Later em 1902 

(MANYAM, 2005). 

Os gânglios da base são caracterizados por estruturas subcorticais compostas 

principalmente de corpos celulares neuronais. Estes estão envolvidos com diversas 

funções cognitivas, tais como: coordenação, memória e pensamento (MANYAM, 

2005). 

IBGC se refere à formação de depósito de minerais, principalmente na forma de 

fosfato de cálcio, nos gânglios da base do cérebro (Figura 1) e ocasionalmente em 

outras estruturas como: cerebelo, substância branca e tálamo (OLIVEIRA et al., 2004; 

MANYAM, 2005). 

 
Figura 1. Imagens 2D de Tomografias Computadorizadas de um paciente com IBGC. As 

calcificações podem ser observadas em cerebelo, gânglios da base e matéria branca (Imagens do 

artigo de OLIVEIRA et al., 2009d). 

 

A idade de início varia entre 30 e 60 anos, mas já foram descritas crianças com 

IBGC (GESCHWIND et al., 1999; SOBRIDO et al., 2007). Vários estudos mostram 

que há uma diferença na prevalência dos achados de calcificações nos gânglios da base, 



 
 

20 

 

variando de 0.3% até 12%, em exames de neuroimagem (MANYAM, 2005; FUJITA et 

al., 2003). 

Um estudo sobre a prevalência de calcificações nos gânglios da base, na cidade 

do Recife/PE, aponta que os achados de calcificações estão em torno de 2,42%, em 

1898 exames de TCs. A alta taxa de calcificação se destaca para a faixa etária acima dos 

60 anos, sugerindo relação com o processo de envelhecimento e morte neuronal 

(BARRO e SILVA, 2008). 

Exames imuno-histoquímicos de calcificações intracranianas em pacientes com 

DA, DP, DFT e Degeneração Neurofibrilar Difusa com Calcificações, mostram 

depósitos de proteínas de matriz óssea não colagenosa, tais como; osteocalcina, 

osteopontina, osteonectina e sialoproteina (FUJITA et al., 2003).  

Por isso, há uma grande expectativa de que o melhor entendimento das bases 

biológicas da IBGC possa contribuir de maneira ampla na compreensão de outros 

quadros afins, como a esquizofrenia, o parkinsonismo, as demências e os transtornos do 

humor, considerando as sobreposições clínicas e histopatológicas entre a IBGC e estas 

outras doenças neuropsiquiátricas.  

 

2.2 Aspectos Clínicos 

 A IBGC deve ser vista como uma condição neuropsiquiátrica, onde o indivíduo 

pode simultaneamente apresentar sintomas neurológicos e psiquiátricos. 

A manifestação clínica da IBGC é heterogênea, sendo caracterizada por 

parkinsonismo, distonia e sintomas neuropsiquiátricos como; psicose, quadros 

demenciais e transtornos de humor, onde o indivíduo apresenta taxas normais 

endocrinológicas e geralmente um padrão de herança autossômico dominante 

(MANYAM, 2005). 

Sintomas de tontura, vertigem e dores de cabeça também estão relacionados a 

este transtorno que apresenta amplo espectro de manifestações clínicas entre diferentes 

famílias e até mesmo dentro de uma mesma genealogia (GESCHWIND et al., 1999; 

SOBRIDO et al., 2007).  

De acordo com Bala Manyam, os critérios de inclusão para diagnostico de IBGC 

são: (1) evidências radiológicas de calcificações bilaterais, quase simétricas, seguidas de 

uma ou mais áreas; gânglios basais, núcleos denteado, tálamo, e matéria branca 

cerebral; (2) crescimento e desenvolvimento do indivíduo normal durante a infância; (3) 

ausência de desordens paratireóides; (4) detalhes de informações sobre o pedigree 
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familiar; (5) documentação detalhada sobre a exploração histórica e clínica 

(OLIVEIRA, 2011). 

 

2.2.1 Penetrância Incompleta e Resiliência Cerebral 

Na IBGC, a heterogeneidade fenotípica é uma característica marcante, dada pela 

observação dos achados de calcificações e investigações clínicas (OLIVEIRA et al., 

2009d). 

 Na clínica, são observados indivíduos assintomáticos ou com suaves sintomas, 

que possuem diferentes níveis de calcificações (Figura 2 A, B, E), os estudos sugerem 

que é preciso levar em consideração dois mecanismos de penetrância; um para a 

formação da calcificação e outro para os primeiros sinais da manifestação clínica 

(OLIVEIRA et al., 2009d; OLIVEIRA, 2011). 

Particularmente, essas famílias (Figura 2 A, B, E) apresentam adicionais 

calcificações no cerebelo e curiosamente, um mecanismo de resiliência cerebral 

modulado pelo cerebelo, foi sugerido a partir de um estudo de neuroimagem de 

pacientes com Distonia (ARGYLEAN et al., 2009). 

Argylean et al. (2009) investigaram o circuito cerebelo-tálamo-cortex (cbTC), 

através de técnicas de neuroimagem, em indivíduos com Distonia sendo, sintomáticos e 

assintomáticos, ambos grupos portadores de mutações, e comparou com indivíduos 

controles. Diferenças entre os grupos em relação ao circuito foram observadas. Os 

resultados apontam que as alterações neste circuito poderiam estar “desligando” alguns 

pontos de saída da transmissão normal, desta forma silenciando as manifestações 

clínicas nos indivíduos assintomáticos (ARGYLEAN et al., 2009). 

Há uma complexa relação entre: as variações no genoma humano, os limites dos 

efeitos da expressão de doenças neuropsiquiátricas e a manutenção da resiliência 

cerebral. Neste caso, resiliência, é a capacidade do cérebro permanecer sem manifestar 

sinais de diminuição da função, apesar dos prejuízos de origem genética (KEMPTOM et 

al., 2009). 

Resiliência e Penetrância incompleta são mecanismos sugeridos e que se 

completam na fisiopatologia da IBGC (OLIVEIRA, 2011).  
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Figura 2.  Imagens de Famílias Brasileiras com IBGC, essas imagens são reconstruções 

tridimensionais de fatias de neuroimagens (Imagem do livro Oliveira, 2011). 

 

 

2.2.2 Estudos de Neuroimagem Funcional 

Interpretar a expressão de fenótipo clínico apenas como medida de penetrância 

de um gene ou genes mutados, pode ser incompreensível para os casos de predisposição 

genética e indivíduos assintomáticos, onde há notáveis disfunções observadas através de 

estudos de neuroimagem funcional (OLIVEIRA, 2011). 

Esses estudos podem detectar previamente disfunção cortical em pacientes com 

IBGC, sendo eles sintomáticos e assintomáticos, através da avaliação do fluxo 

sanguíneo nos gânglios da base (PASCHALI et al., 2009; SAIKI et al., 2007). 

A via dopaminérgica e o fluxo sanguíneo cerebral regional foram avaliados em 

uma paciente de 56 anos de idade com IBGC que, apresentava distúrbios de 

movimentos, prejuízo da memória e da fala. Os marcadores usados foram o 

Transportador de Dopamina (DAT) combinado com baixa dose de raio-x de tomografia 

computadorizada de transmissão (SPECT/TC) e 99
m 

Tc-D,L hexamethylpropylene 

amine oxime (99
m 

Tc-D,L-HMPAO). Os resultados revelaram hipoperfusão nas regiões 
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calcificadas dos gânglios da base, demonstrando correlação com a condição clínica da 

paciente (PASCHALI et al., 2009). 

 No entanto, um estudo de neuroimagem funcional demonstrou perfusão normal 

em uma paciente de 82 anos de idade com IBGC sendo, assintomática e com limitada 

calcificação no núcleo denteado e gânglios da base.  Nesse caso a presença de calcinose 

não pode ser critério para danos neurológicos, mas o grau de calcinose e a redução da 

perfusão pode ser crítico para separar sintomáticos dos assintomáticos com IBGC 

(SAIKI et al., 2007). 

  

2.3 Aspectos Genéticos 

A maioria dos casos de IBGC apresenta um padrão de herança autossômico 

dominante (SOBRIDO et al., 2007). O primeiro lócus associado à IBGC foi localizado 

no braço longo do cromossomo 14 - IBGC1(GESCHWIND et al., 1999).  

No entanto, outras famílias com IBGC foram excluídas da região candidata no 

cromossomo 14 indicando uma possível heterogeneidade genética (OLIVEIRA et al., 

2004).  

O screening de possíveis mutações no lócus IBGC1 identificou uma variação em 

heterozigose (rs36060072), potencialmente patogênica no gene MGEA6/CTAGE5, 

presente em todos afetados de uma grande genealogia Americana e ausente nos 

controles (GESCHWIND et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2007).  

A continuidade das pesquisas apontou mais outros loci candidatos à IBGC nos 

cromossomos 2 (IBGC2), 8 (IBGC3), 7 e 9, (Tabela 1) demonstrando heterogeneidade 

genética (GESCHWIND et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2003, 2007, 2009a, 2009b, 

2009c; VOLPATO et al., 2008, 2009; DAI et al., 2010, WANG et al., 2012).  

 

Tabela 1. Heterogeneidade genética observada na IBGC. Principais loci associados a 

essa doença. 

Loci Autores 
IBGC1 / Cromossomo 14 GESCHWIND et al., 1999; OLIVEIRA et al.,2007 

IBGC2/ Cromossomo 2 VOLPATO et al., 2008; 2009. 

IBGC3/ Cromossomo 8 DAI et al., 2010; WANG et al., 2012 

 

2.3.1 Mutações no Gene SLC20A2 (PiT2) 

Wang et al. (2012) identificaram sete novas mutações em pacientes com IBGC 

nas famílias da China, Espanha e Brasil, essas mutações estão no gene SLC20A2 no 
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lócus IBGC3, esse gene codifica o transportador de fosfato 2 chamado de PiT2 (Figura 

3). 

 
Figura 3. Estrutura do gene SLC20A2. As setas indicam as mutações detectadas nas regiões 

exônicas. (Imagens do Artigo de WANG et al., 2012). 

 

O gene SLC20A2 e seu homólogo SLC20A1 (PiT1) fazem parte da família tipo 

III de transportadores de fosfato dependente de sódio, esses dois genes são 

constitutivamente expressos em vários tecidos, inclusive no cérebro (LAGRUE et 

al.,2010).   

Estudos funcionais do padrão de expressão dos genes SLC20A2 e SLC20A1 no 

rim demonstram uma intrínseca relação desses genes com a concentração de fosfato 

inorgânico (Pi) sendo, PiT1 e PiT2 responsáveis pelo controle da receptação do Pi sob 

diferente condições de p
H
 dieta de Pi (KAVANAUGH & KABAT, 1996; VILLA-

BELLOSTA et al., 2009). 

Outros estudos funcionais demonstram a relação do PiT1 e não do PiT2 com 

calcificação das células do músculo liso vascular, sendo Pi o principal indutor da 

calcificação vascular (VILLA-BELLOSTA et al.,  2007; GIACHELLI et al.,  2009). 

Evidências indicam que o aumento da concentração de Pi no soro, pode induzir 

calcificação das paredes dos vasos sanguíneos, essa associação foi relatada em 

processos cardiovasculares provocando morte de pacientes com doenças renais crônicas, 

bem como na população em geral (KENDRICK et al., 2011). 

Os estudos funcionais feitos por Wang et al. (2012) em oócitos de Xenupus 

leavis sugerem que as mutações no gene SLC20A2, possam estar associadas com o 

fenômeno da haploisuficiência, resultando no aumento da concentração do Pi, e essa 

elevada concentração poderia induzir calcificação mediada por PiT1, uma vez que o 

PiT1 está mais relacionado com o processo de calcificação vascular (WANG et al., 

2012).  No entanto, mais estudos ainda são necessários para elucidar os mecanismos 

moleculares da IBGC. 
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A partir das evidências de Wang et al. (2012), foi dado início ao recrutamento de 

pacientes com IBGC e sequenciamento dos genes SLC20A2 e SLC20A1, os resultados 

dessas investigações serão discutidos nos capítulos 4 e 5 dessa tese. 

 

3.0 Doença de Alzheimer 

 

3.1 Caracterização da Doença de Alzheimer –DA. 

DA é classificada como “polyproteinphaties” onde múltiplas proteínas assumem 

conformação potencialmente patogênica e acumula-se isoladamente ou em conjunto no 

cérebro (HUANG & MUCKE, 2012; YANKNER, 2008).  

A forma precoce (Early Onset Alzheimer’s Disease - EOAD) se inicia antes dos 

65 anos, tem herança autossômica dominante e é identificada em grupos familiares 

específicos, correspondendo a aproximadamente 1-2% dos casos. Até o momento, 

várias mutações foram verificadas em três genes, sendo eles: proteína precursora 

amilóide (APP), presenilina-1 (PSEN-1) e presenilina-2 (PSEN-2), localizados nos 

cromossomos 21, 14 e 1 respectivamente (DUBOIS et al., 2007; PASTORINO et al., 

2006; HEESE et al., 2006, GUERREIRO et al., 2010). 

A APP gera o peptídeo β-amilóide que sofre clivagens após sua síntese, quando 

clivado pela α-secretase produz um fragmento solúvel, porém quando clivado pela γ-

secretase gera o fragmento (Aβ40-42) insolúvel e de fácil agregação, estudos indicam que 

mutações nas presenilinas também as torne semelhantes a enzima γ-secretase, 

provocando a geração do fragmento  Aβ40-42 (CHAU et al., 2012). 

Dados recentes têm apontando mais de 170 mutações presentes no gene PSEN-

1, esses dados e de outros genes ligados a forma precoce da DA, estão catalogados no 

(http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutations), mutações nos genes APP, PSEN-1 e 

PSEN-2 correspondem a 30-50% dos casos autossômicos dominantes (DUBOIS et al., 

2007; PASTORINO et al., 2006; HEESE et al., 2006, CHAU et al., 2012).  

A forma tardia (Late Onset Alzheimer’s Disease – LOAD) corresponde à 

maioria dos relatos em DA, ocorre após os 65 anos em mais de 13% dos indivíduos e 

tem o risco aumentado para 30-50% em indivíduos acima de 80 anos de idade, tendo 

como modelo a herança multifatorial com contribuição de fatores genéticos e 

ambientais. O principal gene relacionado a essa forma é a isoforma E4 da 

Apolipoproteína E (APOE4) correspondendo a 20% dos casos, sendo localizado no 

cromossomo 19 (GUERREIRO et al., 2010). 
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APOE é uma proteína multifuncional que desempenha funções no metabolismo 

lipídico e neurobiológico, essa proteína possui três isoformas (APOE2, APOE3 e 

APOE4) que tem papéis diferentes sobre o metabolismo lipídico e a homeostase 

neuronal (HUANG, 2006, HUANG & MUCKE, 2012). 

O alelo APOE4 é o mais importante fator de risco para LOAD, modificando a 

evolução clínica do quadro demencial a resposta a agentes anti-colinesterásicos e 

modulando também modificações anatômicas e metabólicas detectáveis através de 

exames de neuroimagem (SMALL et al., 2000; OLIVEIRA et al., 1999, Alzheimer 

Association, 2009).  

Estudos demonstram que APOE3 estimula o crescimento neurítico e a isoforma 

E4 inibe, além de causar prejuízos nas funções mitocondriais e estar associado com 

disfunções dos astrocitos (HUANG, 2006). 

As isoformas E3 e E4 podem, in vitro, formar complexos estáveis com o 

fragmento peptídico Aβ, sendo que a isoforma E4 processa esse complexo mais 

rapidamente e eficientemente (KIN et al., 2009). 

Curiosamente, estudos com modelos de ratos, demonstram que na ausência do 

acúmulo do fragmento Aβ, a presença da isoforma E4 pode ter efeitos prejudicais sobre 

as atividades neuronais e comportamentais (LI et al., 2009). 

No entanto, essa variante genética, APOE4, está longe de explicar todo o 

processo neurodegenerativo e vários outros polimorfismos têm sido associados com 

essa devastadora doença que se manifesta com déficit de memória e alterações de 

comportamento.  

Outro achado macromolecular associado à DA são os emaranhados 

neurofibrilares, que são constituintes intracelulares e se formam pela hiperfosforilação 

da proteína Tau (DEHMELT & HALPAIN, 2004). 

Interessantemente, mutações no gene MAPT que codifica a proteína Tau resulta 

em doenças como a DFT, mas não DA. Na DA, o fragmento Aβ e a isoforma APOE4 

atuam na forma selvagem da proteína Tau, alterando sua função e estrutura, através de 

modificações pós-traducionais (Figura 4), todavia o exato mecanismo que a Tau 

desenvolve nas doenças DFT e DA ainda precisa ser determinado (MORRIS et al., 

2011; HUANG & MUCKE, 2012). 
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Figura 4. Mutações no gene MAPT resultam em doenças como a Demência frontotemporal 

(DFT), mas não DA. Alternativamente, os fragmentos Aβ e a isoforma ApoeE4, agem sobre a 

forma selvagem da proteína Tau, alterandosua função e estrutura e influenciando na 

fisiopatologia da DA (Imagens do Artigo de HUANG & MUCKE, 2012). 

 

Os tecidos nervosos dos pacientes com DA é caracterizado pelo o excessivo 

acúmulo do fragmento Aβ, que é insolúvel e possui maior propriedade de agregação 

(Figura 5). Juntamente com proteínas sinápticas, proteínas inflamatórias, fibrilas 

neuríticas, células gliais, entre outros componentes formam as placas senis 

desencadeando toxicidade e morte neuronal (BLACKER &TANZI, 1998; HUANG & 

MUCKE, 2012). 

 Figura 5. Esquema representativo da agregação e acúmulo do fragmento Aβ. O fragmento 

causa prejuízo sobre as funções sinápticas e vias de sinalização, a isoforma APOE4 atua 

impedindo o clearance e promove à deposição do fragmento Aβ. A proteína Tau e α-sinucleína 

podem também ser liberadas para o espaço extracelular e assim espalhar-se a outras células 

vasculares.(Imagens do artigo de HUANG & MUCKE, 2012). 
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3.2 Neuroinflamação x DA 

A geração e acúmulo dos resíduos (Aβ40-42) e dos emaranhados neurofibrilares 

são os iniciais mecanismos envolvidos com o processo patogênico da DA. Evidências 

sugerem que o processo inflamatório seria o terceiro mecanismo envolvido, que uma 

vez iniciado pela degeneração, poderia contribuir para a progressão da doença ( 

HENEKA & O’BANION, 2007; WEITZ & TOWN, 2012).  

Polimorfismos genéticos, fatores epigenéticos (presença de outras doenças), 

infecções microbianas, injurias traumáticas e uso de drogas, podem ser responsáveis 

pela transição de uma resposta infamatória benéfica para um processo acelerado de 

neuroinflamação, além disso, respostas diferenciadas podem estar associadas a 

diferentes níveis de depósitos das placas B-amilóide, de emaranhados neurofibrilares e a 

presença ou ausência do alelo 4 APOE (IQBAL, 2005). 

Outros estudos demonstram que há classes diferenciadas de microglias, que 

respondem bem ou mal ao processo neuroinflamatório da DA, sendo dois fatores 

responsáveis pela qualificação dessa reposta como boa ou má: o estado de dobramento 

da microglia e a fase da resposta inata se ocorre antes ou depois da inflamação 

estabelecida (Figura 6) relaciona o estado de dobramento de classes de microglias com 

sua funcionalidade (WEITZ & TOWN, 2012). 

 

 
Figura 6. Ilustração 3D do modelo da “good” ramificada e “bad” ovóide  

microglia. Acredita-se que fenotipicamente a microglia pode oscilar entre 

 essas duas formas. Essas imagens 3D foram geradas através do software  

Imaris Bitplane 3D cortesia de David Gate. (Imagem do artigo de WEITZ  

& TOWN, 2012). 

 

3.3 Tipos de estudos usados para a identificação de fatores de riscos genéticos na 

Doença de Alzheimer. 
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Estudo de ligação (Linkage), de Associação Caso Controle e GWAS - Genome 

Wide Association Studies geralmente são usados na investigação de fatores de risco 

genéticos para a DA, no entanto algumas considerações são relevantes para cada 

estratégia dessa.  

Esses estudos de ligação geralmente não identificam gene ou mutação, mas sim 

regiões cromossômicas, todavia esses mapas de ligações têm sido bastante úteis na 

investigação genética da DA (GUERREIRO et al., 2010). Em um importante estudo de 

ligação Bluter et al. investigaram (2.206) afetados e (785) famílias e evidenciaram três 

regiões candidatas, sendo a região 8q 22-p21.1 portadora do loco que inclui o gene 

CLU, um dos dez principais genes mais associados a DA, evidenciado em um grande 

estudo de GWAS (BLUTER et al., 2009). 

 Análises de associação caso controle investigam algumas variantes em um ou 

dois genes, quando se aumenta o número de variantes e genes, simultaneamente se 

reduz as chances de achados verdadeiramente positivos. Mesmo assim, muitos desses 

estudos ainda são constantemente realizados e alternativamente os bancos de dados que 

reúnem esses achados estão usando critérios mais refinados de meta análise para bem 

filtrar os achados falsos positivos e falsos negativos (GUERREIRO et al., 2010). 

 No grande acervo de dados do Alzgene alguns desses achados foram 

confirmados independentemente, demonstrando que essa condição é poligênica e com 

um padrão de herança genético complexo (BERTRAN et al., 2007, 2008).   

 Estudos de GWAS usados tradicionalmente para identificar fatores de riscos 

comuns, permitem analisar uma maior quantidade de genes em uma escala de milhares 

indivíduos casos e controles, através de plataformas como Celera, Afflymetrix (500K) e 

Illumina. 

O sucesso desses estudos depende do tamanho da amostra, da freqüência dos 

alelos de riscos e do “tamanho do efeito individual”. Variantes raras (com freqüência 

alélica menor que 5% ou mesmo 1%) são mais difíceis de serem identificadas 

comparadas com variantes comuns ligada ao risco moderado ou leve dentro da 

população. Para as doenças complexas apenas uma pequena fração dos traços herdáveis 

podem ser explicados por variações genéticas (STRINGER et al., 2011). 

Recentes análises de GWAS envolvendo milhares de casos e controles em duas 

fases de estudos apontam com uma significativa associação três genes além do APOE 

ligados a DA, são eles: o CLU no cromossomo 8 (rs11136000), PICALM cromossomo 
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11(rs3851179), CR1 cromossomo1q32. Esses três genes fazem parte de uma nova via 

para progressão da DA. (HAROLD et al., 2009; LAMBERT et al., 2009). 

 

4. Estudos de Sequenciamentos 

O sequenciamento em larga escala do genoma completo de indivíduos afetados 

tem sido uma abordagem bastante usada para identificar mutações. No entanto, o custo 

desse experimento ainda é muito elevado e usualmente pouco praticado quando se trata 

de doenças raras de origem mendeliana, onde alguns fatores são limitantes, tais como; 

pequeno número de indivíduos afetados ou famílias, heterogeneidade de lócus ou 

reduzida reprodutividade dos achados (KU et al., 2011).  

Alternativamente, sequenciamentos de exomas (conjunto de exons do genoma) 

vem se tornando uma estratégia mais eficiente e de menor custo. Essa metodologia 

permite a identificação de novas mutações patogênicas, a partir de famílias nucleares, 

com poucos afetados ou mesmo no estudo de casos isolados de famílias não 

relacionadas (NG et al., 2009; 2010). 

Os projetos de resenquenciamento, genotipagem, genomas personalizados, tem 

gerado uma enorme quantidade de dados genéticos. A bioinformática tem uma 

importância fundamental na agilização dessas análises, permitindo investigar múltiplos 

dados simultaneamente, usando algoritmos complexos e auxiliando no melhor 

entendimento de diversas doenças de base genética, principalmente as de heranças 

multifatoriais e poligênicas como ocorre com a DA (PEREZ-IRATXETA et al., 2002; 

JOHNSON, 2009).  

Existem cerca de 4 milhões de SNPs já identificados no genoma humano 

“HapMap Project” e  com previsão de outras seqüências a serem identificadas. Os 

estudos de fatores de riscos genéticos apontam os SNPs como as mais freqüentes fontes 

de variações que predispõem à forma tardia da DA (FREUDENBERG-HUA et al., 

2003; PSYCHIATRIC GWAS CONSORTIUM COORDINATING COMMITTEE, 

2009; www.alzgene.com).  

Inserções e Deleções representam o segundo maior grupo de classes de 

variações genéticas depois dos SNPs, e vários estudos apontam pequenos INDELs como 

marcadores associados a doenças neuropsiquiátricas, tais como: Alzheimer, 

Esquizofrenia, Autismo e Retardo Mental (LEMOS et al., 2012a; KU et al., 2010; 

LEVY et al., 2007). 
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Algumas abordagens têm sido propostas para se detectar SNPs e INDELs, no 

entanto a Polymerase Chain Reaction (PCR) seguido do sequenciamento automático 

direto do DNA, são métodos bastante efetivos para identificação dessas variações 

(MULLANEY et al., 2010). 

As plataformas NGS são capazes de gerar informações de até milhões de pares 

de bases em única corrida. Plataformas como 454 FLX/Roche e Illumina realizam 

paralelamente amplificação e sequenciamento do DNA. No entanto, algumas 

divergências entre número de INDELs por genoma individual são relatadas, essa 

discordância pode ser explicada pelas diferentes abordagens usada por cada técnica 

(LEMOS et al., 2012a). 

 

4.1 Bioinformática como ferramenta na identificação de fatores de risco genético 

A bioinformática permite integrar informações de diferentes bancos genéticos, e 

assim desenvolver novas metodologias a partir desses dados, dando direcionamento e 

especificidade a uma determinada investigação. Todo esse cenário impulsionou o 

desenvolvimento de um pipeline, pelo nosso grupo, com o objetivo de investigar 

variações genéticas, associadas às doenças neuropsiquiátricas (LEMOS et al., 2009; 

SOUZA et al., 2010). 

Nessa abordagem os estudos de Microarrays de expressão seriam as fontes para 

a seleção de genes candidatos, e as potenciais novas variações genéticas, seriam 

identificadas a partir de alinhamentos com o banco de dados público de Expressed 

Sequence Tags (ESTs). Todo os alinhamentos foram feitos pelo software CLCbio 

Workbench Combined® (LEMOS et al., 2009; SOUZA et al., 2010). 

Foram identificadas classes de variações genéticas, principalmente deleções que 

variaram de 1 a 10pb, nas regiões exônicas de grupo de genes associados a DA, a 

Esporádica Doença de Creutzfeldt-Jakob (CJD) e aos Transtornos do Humor (LEMOS 

et al., 2009; SOUZA et al., 2010). 

 

4.1.1 Screening de deleções de 1-10pb em amostras de DA da população Brasileira 

O projeto inicial da validação experimental desse pipeline foi realizado, através 

de sequenciamentos, de amostras de pacientes Brasileiros com DA, de algumas 

variações preditas in silico.   
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A metodologia usada foi segundo LEMOS et al. (2011), os primers foram 

desenhados através do programa Primer3 as amostras de DNA foram amplificadas por 

PCR e sequenciadas pela plataforma Mega Bace 1000 (Sunnyvale, CA).  

Os resultados revelaram alguns falsos positivos, sendo meros artefatos da 

técnica, que logo foram descartados após o sequenciamento da fita complementar. 

Foram avaliados três genes ligados à via inflamatória da DA, sendo eles: COX2 (exon 1 

e 7), CD83 (exon 5), IL1A (exon 5), onde duas variações do tipo SNPs: 

“rs2745557”_COX2 (exon 1) e “rs17561”_IL1A (exon5), foram encontradas. Os 

preliminares experimentos não detectaram nenhuma das novas mutações candidatas 

(Figura 7).  

O desafio atual é melhorar o sequenciamento, através de diferentes abordagens, 

a fim de detectar esse tipo de variação. 

Em técnicas forenses, o uso de plataformas multiplex e eletroforese dye-

labeling, são abordagens utilizadas para detecção de pequenos INDELs (PEREIRA et 

al. 2009a; PEREIRA et al. 2009b).  

 

 
Figura 7. Sequenciamentos realizados pela plataforma Mega Bace 1000. Os conflitos representam 

variações. A. Mostram alguns falsos positivos identificados. B, C, D. São SNPs validados e depositados 

no dbSNP/NCBI para os genes COX2, IL1A e GABRA5. E. Demonstra um experimento de DNA 

pooling com três amostras, foram usados 0,33µl de DNA de cada amostra. A seta indica o pico do pool. 
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ABSTRACT 

Background: Familial idiopathic basal ganglia calcification (IBGC) or Fahr’s disease is 

a rare neurodegenerative disorder characterized by calcium deposits in the basal ganglia 

and other brain regions causing neuropsychiatric and motor symptoms. Familial IBGC 

is genetically heterogeneous and typically transmitted in an autosomal dominant 

fashion. We preformed a mutational analysis of SLC20A2, the first gene found to cause 

IBGC, to assess its genetic contribution to familial IBGC.  

Methods: We recruited 218 subjects from 29 IBGC-affected families of varied ancestry 

and collected medical history, neurological exam, and head CT scans to characterize 

each patient’s disease status. We screened our patient cohort for mutations in SLC20A2 

and used online databases and bioinformatic tools to assess the novelty and pathogenic 

potential of all identified variants.  

Findings: 12 novel sequence variants (three nonsense variants, three deletions, three-

splice site variants, and three missense variants), one rare synonymous variant and one 

previously reported mutation were identified in 13 families. In 5 families variants 

predicted to be deleterious co-segregated with disease. Three families showed non-

segregation with clinical disease of such variants, but retrospective review of clinical 

and neuroimaging data strongly suggested previous mis-classification. Overall, 

mutations in SLC20A2 account for as high as 41% of our familial IBGC cases. 

Interpretation: Our screen in a large series expands the catalogue of SLC20A2 

mutations identified to date and demonstrates that mutations in SLC20A2 are a major 

cause of familial IBGC. Non-perfect segregation patterns of predicted deleterious 

variants highlight the challenges of phenotypic assessment in this condition with highly 

variable clinical presentation. 

 

Introduction  

Familial idiopathic basal ganglia calcification (IBGC) or Fahr’s disease is an enigmatic 

neurodegenerative disorder characterized by calcium deposits in the basal ganglia and 

other brain regions in the absence of metabolic abnormalities or other causes of 

secondary calcification, such as infectious disease. Approximately 0.5 – 1.0% of CT 

scans in patients over age 50 exhibit incidental calcification of the basal ganglia that is 

sporadic and not familial.In contrast, familial IBGC is typically transmitted in an 

autosomal dominant fashion and is genetically heterogeneous. More than 30 families 

with segregating Mendelian forms of IBGC have been reported in the literature, 
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however its true prevalence remains unknown.
1
Clinical features include a variable 

combination of neuropsychiatric and motor symptoms including dystonia, 

parkinsonism, ataxia, psychosis, dementia, chorea, and frontal-subcortical cognitive 

dysfunction.
2,3

The variability in clinical presentation and penetrance, as well as the 

presence of phenocopies and relatively high prevalence of other causes of secondary 

calcifications have been significant confounding factorsin elucidating the genetic basis 

of familial IBGC.
4–6

 

Efforts to ascertain a genetic location responsible for IBGC have resulted in the 

identification of three genetic loci through linkage analysis: IBGC1 on chromosome 14 

(14q13), IBGC2 on chromosome 2 (2q37), and IBGC3on chromosome 8 (8p21.1-

8q11.23).
7–9

Recently, Wang et al. reported the first causative gene linked to IBGC by 

identifying seven IBGC families with mutations in SLC20A2, a gene located in the 

IBGC3 region that encodes for type III sodium-dependent phosphate transporter 2 

(PiT2).
10

Here, we present a mutational analysis of SLC20A2 in 218 patients from 29 

IBGC families of varied ancestry to further examine the genetic contribution of 

SLC20A2 mutations in a large cohort of IBGC families. We identified 12 novel 

sequence variants predicted to be deleterious, one rare synonymous variant, and one 

previously known mutation in 13 of these families. Our findings show that mutations in 

SLC20A2 are a major cause of familial IBGC and expand the catalogue of SLC20A2 

mutations identified to date. 

 

Patients and Methods 

Patient Recruitment and Assessment. We identified 218 individuals belonging to 29 

IBGC-affected families collected through the UCLA Medical Center from a number of 

collaborating institutions. Some of these families were included in previous clinical or 

genetic studies (Table 1). Informed consent was obtainedand the investigation was 

approved by the UCLA Institutional Review Board.Medical history and neurological 

examinations were performed in all probands and additional family members for most 

families. Serum calcium and parathormone levels were assayed in at least one proband 

from most families to exclude calcium dysregulation and other metabolic disorders that 

would cause brain calcifications unrelated to familial IBGC.  

Neuroimaging. Head CT scans were performed as part of the diagnostic workup or 

reviewed for the presence of calcifications or other brain abnormalities. Subjects with 

CT scans positive for calcification were given an affected disease status, while CT-



 

57 

 

negative patients >50 years who remained asymptomatic until their death were assigned 

an unaffected disease status. Subjects whose CT scans were negative but were under the 

age of 50, or whose CT scan results were not available, were classified as unknown.  

Molecular Genetics and Analytical Methods. Blood samples were obtained from the 

participants and genomic DNA was extracted using standard methods. Using published 

primer pairs, we amplified all of the exonic and flanking intronic regions of SLC20A2by 

PCR in two CT-positive affected patients from each family.
10

The PCR reaction solution 

and touchdown PCR cycling conditionswere prepared and optimized using standard 

procedures.The final purified ampliconswere sequenced in both forward and reverse 

directions by Sanger sequencing on the ABI 3730 platform (Applied Biosystems) to 

produce chromatogram traces that were analyzed using the CodonCode software 

(CodonCode Corporation).  

When variants were identified, all available family members in each family were 

screened using variant-specific primer pairs following the protocol described above.  

Online databases of human genetic variation were used to assess the novelty of the 

variants identified: the National Heart, Lung, and Blood Institute (NHLBI) exome 

variant server (http://evs.gs.washington.edu/EVS/, accessed July 2012), dbSNP135 as 

reported in the UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/), and the 1000 

Genomes Project (http://www.1000genomes.org, 20100804release 12 May 2012). The 

pathogenic potential of the identified variants was predicted using SIFT (Sorting 

intolerant from tolerant (http://sift.bii.a-star.edu.sg/), PolyPhen-2 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), and Human Splicing Finder software 

(http://www.umd.be/HSF/HSF.html, May 2009 release).
11–13

 

 

Results 

A total of 218 subjects from 29 families of various ancestries were included in the 

study. Major clinical features and CT findings of our IBGC family cohort are 

summarized in Table 1. At least one affected subject from each family exhibited 

movement, psychiatric and/or cognitive symptoms typical of familial IBGC. In five 

families, several asymptomatic individuals were also classified as affected because of 

the significant bilateral basal ganglial calcifications identified on CT scans.  

Sequence analysis ofthe 29 family probands identified one previously published 

mutation, one rare synonymous variant, and 12 novel variants in SLC20A2 in 13 

families, including three nonsense variants, three deletions, three-splice site variants, 

http://evs.gs.washington.edu/EVS/
http://www.1000genomes.org/
ftp://ftp.1000genomes.ebi.ac.uk/vol1/ftp/release/20100804/
http://sift.bii.a-star.edu.sg/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://www.umd.be/HSF/HSF.html
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and three missense variants (Figure 1, Table 2, Supplementary Figure). None of the 12 

novel variants had been reported in dbSNP 135, the 1000 Genomes database, the 

NHLBI Exome Sequencing Project, or in the previous study from Wang et al.
10

We did 

not identify SLC20A2variants or mutations in 16 of the 29 IBGC families screened. 

There was no clear correlation between age of onset, severity of disease symptoms, or 

any particular clinical phenotype in IBGC families with SLC20A2 mutations compared 

to IBGC families without SLC20A2 mutations.   

To further explore pathogenicity we studied the 12 novel variants for segregation and 

predicted deleteriousness.  Three nonsense variants were discovered:1)c.514A>T 

(family F22), introducing the stop codon in exon 4 (p.Lys172*); 2) c.760C>T (family 

F15), introducinga stop codon in exon 7 (p.Arg254*); 3) c.1652G>A (family F20) 

introducinga stop codon in exon 9 (p.Trp551*).Three deletions altering the protein 

reading frame were identified: 1) a base pair deletion(c.508delT) leading to a premature 

stop codon in exon 4 (p.Leu170*, family F1); 2) a two-base pair deletion 

(c.583_584delGT), predicted to substitute a leucine for a valine followed by a frame 

shift terminating after 61 aberrant amino acids (p.Val195Leufs*61, family F5); and 3) a 

four base-pair deletion (c.1828_1831delTCCC)which substitutes an alanine for a serine 

followed by a frameshift and premature termination after 17 amino acids 

(p.Ser610Alafs*17, F2 family). 

Three of the variants identified were located at natural 5’ donor splice sites: 1) 

c.1523+1G>A (family F7) was located one base pair immediately flanking the 3’ end of 

exon 8; 2) c.1794+1G>A (family F9) and 3) c.1794+1G>C (familyF29), were both 

located one base pair immediately flanking the 3’ end of exon 10. The substitution of a 

guanine to an adenine or cytosine one nucleotide adjacent to the exon changes the 

highly critical GU dinucleotide essential for splicing and would most likely result in 

skipping of the affected exon equating to a large deletion in the final protein product. 

For the F7 family the splice site variant would result in the loss of exon 8, the largest 

exon in SLC20A2, while in the F9 and F29 families the splice site variant would result 

in the loss of exon 10. In both cases, exon exclusion is predicted to introduce an early 

stop codon (p.Gly312Valfs*8 and p.Ser570Argfs*30).  

In the F7 family, the splicing variant (c.1523+1G>A) was in linkage disequilibrium 

with a missense variant in the coding region of exon 8 (c.1145G>A) substituting an 

arginine for a glutamine (p.Arg382Gln). Two additional novel missense variants were 

identified: 1) c.1506C>A (family F24) substituting a glutamine for a histidine at residue 
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502 (p.His502Gln), predicted to be a critical region for the transport function;
14

and 2) 

c.1703C>T (family F19) causing the change of a leucine to a proline at codon 568 

(p.Pro568Leu). We also identified a previously known single base pair mutation 

(c.1802C>T) resulting in the amino acid substitution of a leucine for a serine at residue 

601 (p.Ser601Leu) in family F23.
10

Currently, this is the only SLC20A2 mutation that 

has been reported in more than one IBGC-affected family, and it would be interesting to 

know whether these two families share a common founder. Finally, we identified a rare 

synonymous sequence variant with an allele frequency of 0·0009 in the 1000 Genomes 

database (c.1101C>G, in the F18 family, p.Pro367Pro) of unknown pathogenic 

significance.  

The pathogenic potential of the non-synonymous coding variants was analyzed using 

both PolyPhen-2 and SIFTand all were predicted to be damaging to the protein product 

in at least one out of the two prediction tools and several variants were predicted to be 

damaging in both applications (Table 2). In particular, the variants p.Leu170* and 

p.Val195leufs*61 were predicted to induce nonsense-mediated decay, a surveillance 

mechanism that would result in a degradation of the aberrant RNA product analogous to 

a complete deletion of one copy of the SLC20A2 gene.
11 

 

Co-segregation analysis was performed in the families for which DNA was available for 

more than one affected subject (8 of 13). Five families (F7, F19, F9, F15 and F20) 

demonstrated perfectsegregation with disease status (Table 3). In contrast, two 

putatively affected subjects in F1, two affected subjects in F5, and one affected subject 

in the F2 family did not carry the SLC20A2 variant found in all other respective affected 

family members. Review of CT scans revealed a strong contrast between the subjects 

who tested positive for mutations, presenting with clearly abundant and symmetrical 

calcification typical of IBGC-affected individuals, and those mutation negative, who 

presented only minimal calcifications, most likely consistent with phenocopies (Figure 

3). For the remaining 5 families,only one affected subject was available in 4 families 

(F22, F23, F24, and F29), so we were not able to ascertain a segregation pattern, 

whereas in the family with the synonymous change (F18) one affected and one subject 

of unknown status shared the mutation. Excluding the three families with non-perfect 

segregation, five out of 23 families where a segregation analysis was possible or 22%, 

have segregating deleterious mutations in SLC20A2. Overall, considering the likelihood 

of phenocopies in families F2 and F5, and the predicted pathogenicity of the other 
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variants,SLC20A2 variants and mutations may account for as high as 41%, or 12 out of 

29, IBGC-affected families in our patient population.  

Discussion 

The recent identification of loss-of-function SLC20A2 mutations in familial IBGC-

affected patients finally advances the understanding of the molecular etiology of IBGC 

by establishing the first genetic location responsible for this disease.
10

Our systematic 

screen of 29 IBGC families identified one previously reported mutation, one rare 

synonymous variant,and 12 novel SLC20A2 variants predicted to be deleterious, with at 

least five showing full segregation with disease status, indicating that mutations in 

SLC20A2are a major cause of familial IBGC. Furthermore, we identified SLC20A2 

variants in IBGC families of multiple ancestries, supporting the conclusion that 

SLC20A2mutations are linked to IBGC worldwide.  

Nine out of the 14 mutations we identified are predicted to introduce a stop codon, 

pointing to haploinsufficiency as a causal mechanism for IBGC due to mutations in 

SLC20A2. Additionally, previous studies identifying the histidine at residue 502,
14

 a 

position found to harbor a variant in family F24 (p.His502Gln), as critical for transport 

functionality in PiT2 highlights the loss of phosphate transport capacity as a major 

factor in the molecular etiology of IBGC. Also notable is that three of the four missense 

variants identified in our IBGC cohort are located within the ProDom domain 

(PD001131) shared by all PiT transporters (Figure 1).  

Defining disease status in IBGC is complicated by several factors that have likely 

hampered identification of a clear genetic linkage signals: first, the broad variability of 

symptom manifestations, ranging from migraine and minor psychiatric symptoms to 

severe movement and cognitive disorders; second, the number of additional neurologic 

and systemic diseases that may present secondary brain calcifications; third, the 

common occurrence of age-related, idiopathic calcium deposits in the basal ganglia. 

While some IBGC family members with basal ganglia calcification are asymptomatic, 

others reporting neuropsychiatric or motor symptoms are CT-negative for calcifications. 

This poses the question as to whether the onset age of basal ganglia calcifications is 

variable in these patients, or whether their symptoms have a different etiology. The 

minimum age at which absence of calcifications at a CT scan excludes the disease 

remains unknown, contributing to ambiguity in identifying patients that harbor a 

pathogenic mutation but are asymptomatic and CT-negative at the time of data 

collection. Although CT status may not completely reflect disease status, both because it 



 

61 

 

can be normal in younger family members and the presence of unspecific calcifications 

in older individuals, it is currently the most reliable test for diagnosing IGBC. 

We found a co-segregation of mutations with disease in five out of the eight families 

where a co-segregation analysis was possible (Table 3), consistent with the families 

reported by Wang et al.
10

We did not identify variant carriers who were not affected 

suggesting 100% sensitivity of the clinical/CT evaluation.In contrast, two out of 11 

affected family members from the F1 family, two out of ten affected from the F5 

family, and one out of the ten affected from the F2 family, had received affected disease 

status based upon clinical examination and/or CT scan, but did not carry predicted-

deleterious SLC20A2 sequence variants. Possible reasons for this finding include 1) 

incorrect clinical evaluation or CT scan analysis, and therefore suboptimal specificity of 

the clinical/CT-based diagnosis; CT calcifications observed in some of these patients 

are minor (Figure 3) and compatible with an incidental finding that appears in 0.5% - 

1.0% of routine CT scans and is unrelated to familial IBGC
4–6

– for example, both of the 

F5 individuals who did not harbor the variant identified in the F5 family were 

asymptomatic and classified as affected based solely on CT scan; 2) non-causality of the 

identified sequence variants,  unlikely given the predicted deleteriousness of the 

sequence variants (all microdeletions leading to frameshift causing nonsense mediated 

decay) and the cosegregation with disease in the vast majority of other family members; 

and possible technical factors include 3) false-negative mutation detection (non 

amplification or degradation of the mutated allele), unlikely since the mutation is 

detected in other family members; and 4) sample mix-up or labeling errors.  

Importantly, the discovery of a novel and predicted deleterious SLC20A2 variant in the 

F1 family, which we previously reported to have significant linkage to disease at the 

14q13 (IBGC1) locus, suggests that the genetic mutation responsible for IBGC in this 

family was not on chromosome 14 but rather on chromosome 8 within SLC20A2. 

Notably, both individuals with discordant disease and genetic status contributing to the 

non-perfect segregation pattern observed in this family were also included in the initial 

cohort of 11 patients enrolled in the linkage mapping previously performed in this 

family. It is likely that the discordant disease status of these two individuals is due to 

clinical ascertainment and/or phenocopy, highlighting once again the importance of 

accurate phenotypic assessment when performing linkage studies, as linkage analysis 

relies heavily upon correct identification of affected individuals. The exclusion of 
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IBGC1 from linkage analysis studies in larger cohorts of distinct IBGC families has also 

demonstrated that IBGC1 is not a major genetic locus for this disease.
15

 

The discovery of deleterious mutations in SLC20A2 as a cause of familial IBGC greatly 

advances our understanding of this complex disease and will be crucial in the 

development of future treatments for IBGC patients as well as other conditions 

associated with brain calcification. Our assessment of the genetic contribution of 

SLC20A2 mutations in our cohort of 218 familial IBGC patients demonstrates that as 

high as 41% (or 12 out of 29) of the collected families have predicted deleterious 

sequence variants or mutations in SLC20A2, strongly suggesting causality, and 

establishing SLC20A2 as a key gene for familial IBGC. Furthermore, the identification 

of 12 novel variants – all predicted to be highly disruptive to protein function – 

broadens the spectrum of known SLC20A2 mutations and adds to the genetic knowledge 

of this relatively unknown disease-causing gene.   

More work is still needed to explain the variability in penetrance and expressivity 

within families. Identifying additional families in which genetic mutations correlate 

with symptom manifestation, such as the family we have described here, will provide 

valuable insight for understanding the molecular etiology responsible for the clinical 

heterogeneity observed in IBGC patients. 
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LEGEND TO TABLES 

 

Table 1: Main Clinical and Neuroimaging features of IBGC families. 

 

Table 2: SLC20A2 variants and mutations identified in 13IBGC families. 

 

Table 3: Cosegregation Analysis of Variants in SLC20A2. Numbers of subject in each 

category are reported by SLC20A2 variant status. Shaded cells highlight possible co-

segregation mismatches.  
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LEGEND TO FIGURES 

Figure 1: Structure Model of PiT2 protein with the variant locations  

Red residues denote nonsense variants, orange residues denote missense variants, blue 

residue denote splice site variants, purple residues denote indels, and green residues 

denote synonymous variants.  

 

Figure 2: DNA sequence chromatograms of the SLC20A2 variants identified in IBGC-

affected families 

 

Figure 3: Brain CT images of non-segregating individuals and positive controls  

(a) CT classified as positive for a F1 family member but tested negative for the variant; 

(b) CT positive F1 family member with the variant showing abundant calcifications; (c) 

CT classified as positive for F5 family member at age 75 but tested negative for the 

variant; (d) CT-positive F5 family member with the variant showing abundant 

calcifications. 
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Table 1: Main Clinical and Neuroimaging features of IBGC families 

IBGC 

Famil

y 

Geographic 

Origin/Descent 

N. of 

available 

members 

Affecte

d 

Unaffe

cted 

Unknow

n 

Clinical 

Symptoms 

Diagnostic 

Workup 

Calcification

s 

Refere

nce 

F1 North-American 31 

 

11 7 13 Parkinsonism, 

focal dystonia, 

tremor, and 

dysphagia 

Serum calcium 

and PTH 

+++ (BBG, 

globuspallidu

s, thalamus, 

white matter) 

 

7 

F2 European 30 10   8 individuals 

normal 

neurological, 

cognitive, 

psychiatric 

features; 2 

individuals 

Dementia, 

Parkinsonism, 

Bipolar I  

 Dense 

calcification 

in at least one 

area * 

3 

F3  30 7 5 18 Parkinsonism, 

dizziness, slurred 

speech, and 

balance disorder, 

Serum calcium 

and PTH 

 NP 

F4 North-

American/Swed

ish  

17 10 3 4 Dementia, chorea, 

slurred speech, 

palilalia, gait 

disturbance, 5 

asymptomatic 

Serum calcium 

and PTH 

+++ (BBG, 

white matter, 

cerebellum) 

 

15 

F5 North-

American/ Irish  

16 10 2 4 Parkinsonism and 

dystonia, 3 

asymptomatic 

Serum calcium 

and PTH 

+++ (BBG, 

thalamus, 

white matter) 

 

15 

F6 Serbian 14 6   Parkinsonism, 

severe gait 

disturbances with 

  16 
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freezing of gait, 

and dyskinesia; 2 

asymptomatic 

  

F7  12 6 0 6 Cramps and 

headaches 

Serum calcium 

and PTH 

 NP 

F8 German 10 6 1 3 Dizziness, 

epilepsy, 

headaches 

Serum calcium 

and PTH 

+++ (BBG) 15 

F9 North-

American/ 

Chinese  

9 6 0 3 Dizziness, 

dementia, muscle 

spasms, and 

cramps; 2 

asymptomatic 

Serum calcium 

and PTH 

+++ (BBG, 

cerebellum) 

 

F10  6 3 0 3  Serum calcium 

and PTH 

 NP 

F11  5 2 0 3    NP 

F12 Spanish 5 2   No cognitive or 

movement 

disorder, 

neurosensorial 

hearing loss, 

myopia, 

astigmatism, 

migraine 

headache, 

scoliosis, 

pescavus. 

 +++ (BBG , 

thalamus, 

cerebellum, 

brainstem,  

cortico-

subcortical) 

NP 

F13 Swedish 4 4 0 0    NP 

F14  4 3 0 1 Dysarthria, 

micrographia, 

balance disorder 

Serum calcium 

and PTH 

 NP 
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F15  3 2 0 1 Depression and 

muscle spasms 

Serum calcium 

and PTH 

 NP 

F16 Portuguese 3 3 0 0 Migraine, vertigo, 

anxiety, 

depression, 

personality and 

behavioral 

problems, 

intellectual and 

language delay 

 ++ (BBG, 

dentate nuclei 

calcification 

by fifth 

decade), + 

(earlier 

decades) 

NP 

F17 Thai 3 2 0 1  Serum calcium 

and PTH 

 NP 

F18 Libyan 2 1 0 1  Serum calcium 

and PTH 

 NP 

F19  2 1 1 0 Clawed hand and 

slurred speech 

Serum calcium 

and PTH 

 NP 

F20  2 2 0 0  Serum calcium 

and PTH 

 NP 

F21 Spanish 2 2 0 0 Dopa-responsive 

parkinsonism, 

dysarthria, 

subcortical 

cognitive 

impairment, 

stroke 

 +++ (BBG, 

cerebellum) 

NP 

F22  1 1 0 0 Dystonia, cramps, 

depression, 

insomnia, 

headaches, and 

muscle spasms 

Serum calcium 

and PTH 

+++ (BBG, 

dentate 

nucleus)  

NP 

F23  1 1 0 0  Serum calcium 

and PTH 

 NP 
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F24 French 1 1 0 0  Serum calcium 

and PTH 

 NP 

F25  1 1 0 0 Headaches, 

movement 

disorders  

Serum calcium 

and PTH 

 NP 

F26 Scottish 1 1 0 0  Serum calcium 

and PTH 

 NP 

F27 Spanish 1 1 0 0 Dementia, 

psychiatric 

disorder, 

parkinsonism, 

facial palsy, 

leukemia 

 +++ (BBG, 

cerebellum) 

NP 

F28 Spanish 1 1 0 0 Mild cognitive 

impairment, ataxia 

 +++ (BBG, 

subcortical, 

cerebellum) 

NP 

F29 European 1 1 0 0  Serum calcium 

and PTH 

 NP 

BBGC: Bilateral basal ganglia calcification; NP: unpublished; PTH: parathormone
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Table 2: 14 SLC20A2 variants identified in 13 IBGC families 

N. cDNAa Amino-Acidb Location IBGC 

Family 

Mutation Type PolyPhen-2 

Prediction 

SIFT prediction Human Splicing 

Finder  

1 c.508delT p.Leu170* Exon 4 F1 Nonsense Not available Damaging and subject to 

nonsense mediated decay 

 

2 c.514A>T p.Lys172* Exon 4 F22 Nonsense  Not available Damaging  

3 c.583_584delGT p.Val195Leufs*61 Exon 5 F5 Frameshift Not available Damaging and subject to 

nonsense mediated decay 

 

4 c.760C>T p.Arg254* Exon 7 F15 Nonsense Not available Damaging due to stop  

5d c.1101C>G p.Pro367Pro Exon 8 F18 Synonymous  Not available Not available  

6 c.1145G>A p.Arg382Gln Exon 8 F7 Missense Probably 

Damaging  

Tolerated   

7 c.1506C>A p.His502Gln Exon 8 F24 Missense Probably 

Damaging 

Damaging  

8 c.1523+1G>A p.Gly312Valfs*8 IVS 8 F7 Splice site   Natural 5’ Donor 

Site  

9 c.1652G>A p.Trp551* Exon 9 F20 Nonsense  N/A Damaging  

10 c.1703C>T p.Pro568Leu Exon 9 F19 Missense Probably 

Damaging  

Damaging  

11 c.1794+1G>A p.Ser570Argfs*30 IVS 10 F9 Splice site   Natural 5’ Donor 

Site 

12 c.1794+1G>C p.Ser570Argfs*30 IVS 10 F29 Splice site   Natural 5’ Donor 

Site 

13c c.1802C>T p.Ser601Leu Exon 11 F23 Missense Probably 

Damaging 

Damaging  
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14 c.1828_1831delTCCC p.Ser610Alafs*17 Exon11 F2 Frameshift N/A Damaging (nonsense 

mediated decay not predicted) 

 

a
Numbering according to GenBank reference build NM_006749.3 starting at the translation initiation codon 

b
Numbering according to GenPept reference build NP_006740.1  

c
Previously reported by Wang et al. 2012

10
 

d
Rare variant with allele frequency of 0·0009 in the 1000 Genomes database  
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Table 3: Co-segregation Analysis of Variants in SLC20A2. Numbers of subject in each category are reported by SLC20A2 variant status. 

 Shaded cells highlight possible co-segregation mismatches.  
IBGC 

Family 

Proband Variant Family members with variant Members without variant 

Affected Unaffected Unknown Affected Unaffected Unknown 

F1 c.508delT 9  2 2 8 10 

F2 c.1828_1831delTCCC 9  1 1 6 13 

F5 c.583_584delGT 8   2 2 4 

F7 c.1523+1G>A 

c.1145G>A 

6   1   5 

F9 c.1794+1G>A 6  1   2 

F15 c.760C>T 2     1 

F19 c.1703C>T 1    1  

F18 c.1101C>G 1  1    

F20 c.1652G>A 2      

F22 c.514A>T 1      

F23 c.1802C>T 1      

F24 c.1506C>A 1      

F29 c.1794+1G>C 1      
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Figure 1: Structure Model of PiT2 protein with the variant locations. Red residues denote nonsense variants, orange residues denote missense 

variants, blue residue denote splice site variants, purple residues denote indels, and green residues denote synonymous variants. 
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Figure 2: DNA sequence chromatograms of the SLC20A2 variants identified in IBGC-

affected families 
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Figure 3: Brain CT images of non-segregating individuals and positive controls  

(a) CT classified as positive for a F1 family member but tested negative for the variant; 

(b) CT positive F1 family member with the variant showing abundant calcifications; (c) 

CT classified as positive for F5 family member at age 75 but tested negative for the 

variant; (d) CT-positive F5 family member with the variant showing abundant 

calcifications. 
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Errata: 

Onde se lê: c.1483C>A, leia-se: c.2140C>A. 
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6.0 Conclusões  

As análises desenvolvidas nesta tese puderam contribuir para o início da 

compreensão das bases genéticas da IBGC, bem como para o entendimento de 

metodologias integradas para identificação de fatores de risco genético. 

 Para DA foi possível validar em partes o pipeline de bioinformática proposto, 

uma vez que variações do tipo SNPs foram detectas, porém pequenos INDELs de 1 a 

10pb, não foram encontrados. Alternativamente, as abordagens usadas nas plataformas 

NGS poderão auxiliar na detecção desse tipo de variação. 

 A ausência da mutação Pro521Ala no gene MGEA6 (lócus IBGC1), nas duas 

famílias Brasileiras afetadas e no grupo controle, demonstra o quanto essa mutação é 

rara, esses resultados contribuíram para a diminuição do MAF dessa variante. 

Evidências genéticas indicam que as mutações no gene SLC20A2 lócus IBGC3, 

são responsáveis por mais de 40% dos casos clínicos investigados. Um novo relato de 

outra família Brasileira com mutação no gene SLC20A2, reforça a importância desse 

gene como sendo, atualmente a principal causa genética da IBGC. 

 Projetos de exomas estão sendo desenvolvidos para as famílias excluídas do 

gene SLC20A2. Essas análises serão futuramente compartilhadas entre os grupos de 

interesse, a fim de acelerar a identificação de novos genes candidatos. 

 As futuras descobertas irão refletir no diagnóstico e tratamento dessas 

patologias, através do desenvolvimento de estratégias de menor custo, rápida execução 

e eficaz resposta terapêutica.  
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