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Resumo

Nos tultimos anos, o emprego na pratica clinica de painéis genéticos e do
sequenciamento do exoma e do genoma permitiu o diagnostico em pacientes sem
uma etiologia definida, principalmente nas Encefalopatias Epilépticas e do
Desenvolvimento (EEDs). A identificagdo das formas de epilepsia geneticamente
determinadas permite caracterizar melhor sua histéria natural e orientar o
tratamento, a0 mesmo tempo em que propicia o aconselhamento genético. O
objetivo do estudo foi descrever o fenotipo de individuos com epilepsia
geneticamente determinada com variantes patogénicas ou provavelmente
patogénicas, previamente identificadas pelo NGS. Foram incluidos pacientes até
a idade de 18 anos, acompanhados por servigos de Neurologia Infantil e/ou de
Genética Médica no estado do Rio de Janeiro, provenientes de hospitais publicos
ou de clinicas privadas. O estudo, de natureza descritiva e transversal, foi
realizado através da analise de uma amostra de conveniéncia. No periodo de abril
de 2020 até dezembro de 2021, foram incluidos 75 pacientes, cujo diagnostico
etioldgico foi relacionado a 53 genes diferentes. O tipo de sequenciamento de
nova geragdo realizado foi exoma em 56 (74,6%) pacientes, painel genético em
18 (24%) e genoma em um (1,7%). Em relagdo ao padrao de heranga dos 53 genes,
50 (67%) pacientes apresentavam variantes deletérias em genes de heranga
autossomica dominante (AD), dez (13%) em genes com heranca autossomica
recessiva (AR), 12 (16%) em genes com o padrao dominante ligado ao X (XD) e
3 (4%) em genes com heranca recessiva ligada ao X (XR). O teste em trio foi
realizado em 37 pacientes (49,3%) e 33 pacientes apresentaram variantes de novo.
O tipo de variante mais frequente foi a missense, seguida pelas variantes
frameshift, variantes em regides de sitio de splicing, delegdes in-frame e variantes
nonsense. A média de idade do diagnostico da epilepsia foi de 18 meses, variando
entre o primeiro dia de vida até 12 anos. Diagnostico de EED foi estabelecido em
97,3% pacientes (N=73), na média de idade de 3 anos e 1 més, e 36 pacientes
apresentam uma sindrome epiléptica especifica, sendo as mais comuns as
Sindromes de West e de Lennox-Gastaut. O padrdo de heranga de maior
frequéncia no grupo estudado foi AD. Os genes mais frequentes encontrados na
nossa amostra foram: genes com heranca AD: SCN8A4 (8%), STXBP1 (8%),
KCNQ?2 (6,6%), KCNTI (4%); ligada ao XD: CDKL5 (4%); PCDH19 (4%); e
AR: RARS? (2,6%). O maior numero de pacientes esta associado a genes que
sintetizam canais i6nicos voltagem-dependentes (N=19/25,3%) e os genes mais
frequentes foram, sucessivamente: SCN84, KCNQ2, KCNTI, KCNA2. Na nossa
amostra, somente dois pacientes conseguiram realizar o exame pelo SUS. O tempo
médio de espera para realizagdo do NGS foi de 8 meses. O conhecimento e a
interpretagdo dos resultados dos testes genéticos moleculares tém evoluido de
maneira substancial. Disponibilizar o NGS de forma universal para pacientes com
suspeita de epilepsia de origem genética, permitira o diagnostico de um maior
numero de pacientes, a identificacdo de casos atipicos e a adequagdo terapéutica.

Palavras-chave: Encefalopatia Epiléptica; Encefalopatia Epiléptica e do
Desenvolvimento;  Epilepsia;  Epilepsia  farmacorresistente; ~ Genética;
Sequenciamento de nova geragao.
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Abstract

In recent years, the use in clinical practice of genetic panels, exome and genome
sequencing has allowed the diagnosis in patients without a defined etiology,
mainly in epileptic and developmental encephalopathies (EED). The
identification of genetically determined forms of epilepsy makes it possible to
better characterize its natural history, guide treatment and provide genetic
counseling. The aim of the study was to describe the phenotype of individuals
with genetically determined epilepsy with pathogenic or probably pathogenic
variants, previously identified by NGS. Patients up to the age of 18 years,
followed by Child Neurology and/or Medical Genetics services in the State of Rio
de Janeiro, from Public Hospitals or private clinics were included. The study was
descriptive and transversal, through the analysis of a convenience sample. From
April 2020 to December 2021, 75 patients were included, whose etiological
diagnosis was related to 53 different genes. The type of next-generation
sequencing performed was exome in 56 (74.6%) patients, genetic panel in 18
(24%) and 1 (1.7%) performed the genome. Regarding the inheritance pattern of
the 53 genes, 50 (67%) patients had deleterious variants in genes of autosomal
dominant inheritance (AD), 10 (13%) in genes with autosomal recessive
inheritance (AR), 12 (16%) with dominant pattern X-linked (XD) and 3 (4%) with
X-linked recessive inheritance (XR). Trio testing was performed in 37 patients
(49.3%) and 33 patients have de novo variants. The most frequent type of variant
was missense, followed by frameshift variants, variants in splicing site regions,
in- frame and nonsense variants. The mean age of epilepsy diagnosis was 18
months, ranging from the first day of life to 12 years. Diagnosis of DEE was
established in 97.3% patients (N=73), with a mean age of 3 years and 1 month and
36 patients presented a specific epileptic syndrome, the most common being West
syndrome and Lennox- Gastaut. The most frequent inheritance pattern in the
studied group was AD. The most frequent genes found in our sample were: genes
with AD inheritance: SCNSA (8%), STXBP1 (8%), KCNQ2 (6.6%), KCNT1
(4%); XD-linked: CDKLS5 (4%); PCDH19 (4%); and AR: RARS2 (2.6%). The
largest number of patients is associated with genes that synthesize voltage-gated
ion channels (N=19/25.3%) and the most frequent genes were successively:
SCNSA, KCNQ2, KCNT1, KCNAZ2. In our sample, only 2 patients were able to
perform the exam through the SUS. The mean waiting time for performing the
NGS was 8 months. Knowledge and interpretation of molecular genetic test
results have evolved substantially. Making NGS universally available in patients
suspected of having epilepsy of genetic origin, will allow the diagnosis of a greater
number of patients, identification of atypical cases and therapeutic adequacy.

Keywords: Developmental and Epileptic Encephalopathy; Epilepsy; Epileptic
Encephalopathy; Genetic; Next-generation sequencing; Pharmacoresistant
epilepsy.
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1. Introducio

A epilepsia ¢ uma condi¢cdo neuroldgica ocasionada por atividade elétrica
cerebral anormal e caracterizada clinicamente por: 1. pelo menos duas crises
epilépticas ndo provocadas recorrentes ocorrendo em intervalo superior a 24 horas,
ou 2. a0 menos uma crise epiléptica ndo provocada, desde que haja risco de
recorréncia superior a 60%".

Segundo a Organiza¢ao Mundial da Satde (OMS), a prevaléncia na populacao
mundial é de 4 a 10 casos para cada mil habitantes?. A incidéncia de epilepsia na
infancia varia entre 41-187/100.000, sendo maior em paises em desenvolvimento e
nos primeiros anos de vida e declinando na vida adulta. Cerca de um terco das criancas
com diagnostico de epilepsia apresentam sindromes epilépticas especificas®*.

Em 1989, a Liga Internacional de Epilepsia (ILAE — International League
Against Epilepsy) propds que as epilepsias fossem classificadas, quanto a etiologia,
como de origem idiopatica, criptogénica ou sintomadtica. Na classificagdo mais
recente, publicada em 2017, a ILAE recomenda a classificagdo em cinco grupos
etioldgicos: genético, estrutural, metabolico, imunoldgico, infeccioso ou
desconhecido®. E importante salientar que o mesmo individuo pode pertencer a mais
de um grupo, tal como ocorre, por exemplo, na esclerose tuberosa, doenca
geneticamente determinada de heranca autossomica dominante em que hé alteragdes
estruturais que predispdem a epilepsia®.

A epilepsia pode também ser classificada, de acordo com o tipo de crise, como
focal, generalizada, combinada ou desconhecida. O conceito de sindrome epiléptica
¢ definido por um determinado padrdo de crises, evolu¢do clinica e achados

eletrencefalograficos. Essa precisdo do diagnostico da epilepsia permite uma
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abordagem adequada para guiar o clinico na sua conduta diagnostica e terapéutica®.
O estabelecimento do diagnoéstico etiologico das epilepsias foi favorecido pelo
enorme avango das técnicas de investigacdo em neuroimagem e em genética.

A suspeita da etiologia genética em pacientes com epilepsia remonta a Era de
Hipocrates®. Entretanto, a expressdo “epilepsia de origem genética” tem sido cada vez
mais utilizada, a fim de incluir condi¢cdes ocasionadas por variantes deletérias nas
quais as crises epilépticas sdo as principais manifestagdes clinicas®.

Existem varias tecnologias disponiveis para identificar doencgas genéticas,
dentre as quais: 1. a citogenética convencional, que detecta alteracdes cromossomicas
numéricas e estruturais; 2. a citogenética molecular, representada pelos estudos por
microarranjos cromossomicos (CGH e SNP array), que permitem identificar perdas
ou ganhos de longos trechos de DNA (delegdes e duplicagdes, que ndo sdo visiveis
no cariotipo); 3. a genética molecular tradicional, representada pelo sequenciamento
de primeira geragdo, ou sequenciamento Sanger; e 4. a genética molecular de nova
geracdo, que utiliza técnica de sequenciamento massivo paralelizado, permitindo
assim a andlise, em um Unico exame, de um painel composto por uma centenas de
genes, de toda a regido codificante do genoma (sequenciamento completo do exoma)
ou mesmo de todo o genoma®’.

O emprego do sequenciamento de nova geracao propiciou uma explosao de
conhecimento a respeito das bases genéticas das epilepsias com padrao de heranca
mendeliano®. Esse avango se deu especialmente nos ultimos anos, possibilitando o
uso de painéis de genes e do sequenciamento completo do exoma na pratica clinica’.
O grupo de pacientes que mais se beneficiou desse avango, com a descoberta de que
muitos casos podem ter origem genética, foi o daqueles com Encefalopatias

Epilépticas ¢ do Desenvolvimento de inicio precoce, nos quais a epilepsia esta



19
associada a graus variaveis de comprometimento do desenvolvimento
neuropsicomotor®!°.

O sequenciamento de nova geracao tem contribuido para identificar formas de
epilepsia geneticamente determinadas, caracterizar melhor sua historia natural,
orientar o tratamento e propiciar o aconselhamento genético'®. O entendimento do
fenotipo clinico associado a variantes patogé€nicas de um gene especifico pode ser
importante para uma possivel mudanca da terapéutica, tal como ocorre, por exemplo,
na Sindrome de Deficiéncia de GLUT1 (um transportador cerebral de glicose), cujo
tratamento especifico ¢ feito pelo emprego da dieta cetogénica'l. Entretanto, a

modificacdo da conduta terapéutica nas epilepsias de origem genética ¢ pouco

frequente, pelo fato de a maioria ainda ndo ter tratamento especifico!l.

2. Justificativa

As epilepsias de origem genética tém elevada prevaléncia na infancia — sendo,
portanto, frequente motivo de acompanhamento pelo Neurologista Infantil — e muitas
vezes impdem desafios ao tratamento. Um terco dos pacientes com epilepsia evolui
para epilepsia de dificil controle, e esse nimero parece ndo ter mudado apesar do
surgimento de novas medicagdes anticrise'>. Em 2010, a ILAE definiu como epilepsia
farmocorresistente a faléncia do controle clinico apds o uso de duas medicacdes
anticrise escolhidas apropriadamente e bem toleradas, usadas tanto em monoterapia
como em associa¢do'?.

A investigagdo genética em criangas com epilepsia sem um diagndstico
etiolégico definido ¢ de fundamental importancia para os seguintes fins: o

conhecimento da frequéncia das epilepsias de origem genética; a possibilidade de
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adequagdo terapéutica visando ao almejado controle clinico das crises epilépticas; o
fornecimento de subsidios para pesquisas futuras visando ao desenvolvimento de
novas terapias alternativas'!; a oferta de aconselhamento genético adequado®.

A confirmagdo diagnostica genética evita a realizacdo excessiva de exames
complementares inconclusivos, que somente oneram a investigagdo sem gerar
esclarecimento diagndstico. Em particular, para além de propiciar a adequacao da
conduta terapéutica®, a identificagdo de uma determinada variante que justificaria o
quadro clinico do paciente permite ainda predizer em parte uma evolucdo
determinada, a presenga de comorbidades associadas (como transtorno de
comportamento) e dificuldades de aprendizado ou alteragdes psicoldgicas.

Um fator limitante, por outro lado, ¢ o elevado custo desses exames genéticos,
que em sua grande maioria ndo sdo disponibilizados na rede publica de saude e nem
sempre sdo cobertos por todos os planos de satide. A boa noticia a esse respeito € que
o seu custo vem sendo reduzido ao longo dos ultimos anos.

Neste momento, ¢ importante coletar informagdes a respeito dos pacientes
com epilepsia que ja tiveram o seu diagndstico estabelecido por meio dessas técnicas,
o que podera orientar e justificar a inclusdo desses exames de forma mais abrangente.
Tanto os pacientes atendidos através de planos de satide quanto aqueles pelo Sistema
Unico de Satde (SUS) devem ter acesso a realizagdo do sequenciamento de nova
geracdo e a possibilidade da confirmag¢do diagndstica.

Em resumo, a caracterizagdo do fenotipo associado as variantes patogénicas
identificadas nesses genes visa a aumentar o conhecimento nesta area, o que ratifica

a importancia do presente estudo.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

3.1.1 Descrever o fenotipo de individuos com epilepsia geneticamente determinada
que apresentam variantes genéticas patogénicas ou provavelmente
patogénicas previamente identificadas somente pelo sequenciamento de nova

geracao.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Associar o gendtipo desses pacientes com o seu fendtipo, aprofundando a
descrigdo desse gendtipo.

3.2.2 Descrever os aspectos clinicos, neurofisiolégicos e de neuroimagem na

populagao de estudo.

4. Referencial teorico

4.1 Epilepsia

4.1.1 Definigao

Virias tentativas foram feitas desde o século XIX para classificar e padronizar

os diferentes tipos de eventos epilépticos. A primeira classificacao de epilepsia e tipos

de crises foi proposta por Gastaut em 1969'*!>, Em 1981, a ILAE publicou uma

atualizagdo considerando avangos advindos do eletroencefalograma (EEG)'S. E,
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1985, foi apresentada uma nova proposta de classificagdo!’, que veio a ser novamente
revisada pouco depois, em 1989'% quando foi introduzido o conceito de sindrome
epiléptica. Finalmente, em 2017, a ILAE publicou a recente classificagdo operacional
segundo os tipos de crises e epilepsias'®.

A epilepsia foi definida em 2005 como um “evento transitorio devido a uma
descarga elétrica anormal e sincrona”'®. Essa defini¢do foi aprimorada em 2014,
quando a epilepsia foi caracterizada como uma doenca e ndo uma desordem, o que
contribuiu para enfatizar sua importancia, seu impacto e sua tendéncia duradoura de
recorréncia'?’, Anteriormente, era necessario que o individuo apresentasse pelo
menos duas crises ndo provocadas ou reflexas, com intervalo maior que 24 horas, para
ser diagnosticado como epiléptico. Atualmente, a definicdo de epilepsia inclui a
descrigdo anterior de pelo menos duas crises ndo provocadas ou reflexas, mas abrange
ainda pacientes com uma uUnica crise ndo provocada ou reflexa com uma
probabilidade de pelo menos 60% de apresentar outro evento nos 10 anos seguintes,
assim como individuos que atendam a critérios para uma determinada sindrome
epiléptica’.

O sistema de classificagdo ILAE de 1981 dividiu as crises em convulsdes
parciais ou generalizadas. Por sua vez, as crises parciais foram subdivididas em crises
parciais simples, quando ndo havia comprometimento da consciéncia; crises parciais
complexas, com alteracdo da consciéncia; e crises parciais com generalizagdo
secundaria. Ja as crises generalizadas foram desmembradas em auséncia, miocldnica,
tonica, clonica, tdnico-clonica e atonica'®.

Na classificacdo de 1985, as epilepsias eram distribuidas em idiopaticas ou
sintomaticas'’. O termo “idiopatico” deriva do grego idios, que significa auto ou

proprio. Tais epilepsias eram descritas como desordens sem nenhuma causa
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subjacente. As epilepsias sintomaticas, diferentemente, eram aquelas causadas por
doencga ou lesdo conhecida. Na classificagdo de 1989, foi adicionado o termo
“criptogénico” para fazer referéncia as crises que provavelmente eram sintomaticas,
entretanto nenhuma causa tinha sido identificada's.

A classificacdo atual da ILAE, de 2017, visa a categorizar as crises de acordo
com os seguintes critérios: apresentacao, regido cerebral do inicio da crise, tipo de
crise, idade de inicio, probabilidade de remissdo, achados de EEG, achados
radiologicos e genética*?°. A ILAE implementou uma forga tarefa em 2020 visando
a criacdo de uma classificacdo individualizada para as epilepsias neonatais baseada

na Classificagio atual de 2017

4.1.2 Epidemiologia

A epilepsia afeta cerca de 50 milhdes de pessoas em todo o mundo. A
proporgao estimada de pessoas com epilepsia ativa, em relagao a populagdo em geral,
¢ de 4 a 10 por 1.000 pessoas®. Estudos internacionais revelam uma prevaléncia
agregada de 7,6/1000 habitantes e uma incidéncia compartilhada de 61,44 para
100.000 habitantes?.

A incidéncia de epilepsia na infancia varia entre 41-187/100.000, sendo maior
em paises em desenvolvimento e nos primeiros anos de vida, e declinando na vida
adulta. Cerca de um terco das criancas com diagndstico de epilepsia apresentam
sindromes epilépticas especificas. A prevaléncia de epilepsia em criancas ¢
consistentemente mais alta que a incidéncia, oscilando entre 3,2-5,5/1.000 nos paises

desenvolvidos e entre 3,6-44/1.000 nos paises subdesenvolvidos®.
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Existem poucos estudos sobre a epidemiologia da epilepsia no Brasil. Um dos
estudos mais recentes, publicado em 2004 e realizado em Sao José do Rio Preto (Sao
Paulo), estima que a prevaléncia de epilepsia acumulada ¢ de 18,6/1000 habitantes,
ao passo que a de epilepsia ativa é de 8,2/1000 por 2 anos?’. Nunes e colaboradores
estudaram a frequéncia de epilepsia na infincia em uma cidade do Rio Grande do Sul
(Passo Fundo) em 2003 e observaram a incidéncia de 7/100.000 criangas e a

prevaléncia de 65,2/10.000 em criangas com até 4 anos de idade?*.

4.1.3 Tipos de crise epiléptica

Os termos para descrever tipos de crises devem ser uniformizados.
Atualmente, as crises, que devem ser categorizadas pelas suas manifestacdes clinicas
iniciais, dividem-se em focais, generalizadas, indeterminadas e ndo classificadas®. As
crises focais se originam dentro de uma rede neuronal limitada a um hemisfério,
enquanto as crises generalizadas se originam de algum lugar do cérebro e rapidamente
se disseminam por meio de redes. Caso o inicio da crise ndo seja claro, ela deve ser
nomeada como crise de inicio desconhecido!'®. Como se observa, o termo “focal”
substituiu oficialmente o “parcial”, e a caracterizacdo “generalizada” ¢ aplicada a
crises que envolvem redes bilaterais de inicio*. Com informagdes adicionais e
observagao de novas crises, podemos reclassificar, como crise focal ou generalizada,

uma crise antes tratada como de inicio desconhecido (Figura 1).
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Inicio focal [ Inicio generalizado ] [ Inicio desconhecido ]
( Y [ Motoras Motoras
Perceptivas Disperceptivas Ténico-clénicas Ténico-clnicas
Outras motoras Outras motoras
~ /| Nio motoras (Auséncias) N3o motoras (Auséncias)
{ , '
Inicio motor

Inicio ndo motor

( h [Nﬁo classificadas 2 ]

Focal para ténico-cldnica bilateral

\ J/

Figura 1 — Esquema simplificado da classificacdo da epilepsia segundo a ILAE (2017)*.

Nas crises focais, a classificacdo pode ser adicionalmente elaborada levando-
se em conta um critério de percepcdo. O termo “percep¢do” ¢ definido como o
conhecimento de si mesmo e do ambiente; logo, durante uma crise focal perceptiva,
considera-se que a percepg¢ao estara intacta. Por outro lado, se a percepcao do evento
estiver comprometida em qualquer momento da crise, entdo a crise deve ser nomeada
como crise focal com comprometimento da percep¢do ou disperceptiva®. O termo
“focal evoluindo para tonico-clonica bilateral” substitui o termo antigo “crise tonico-
clonica secundariamente generalizada™!.

As crises de inicio generalizado sdo divididas em motoras e ndo motoras
(auséncia), ndo sendo utilizado como critério a percepcao (diferentemente do que
ocorre nas crises focais). As crises de inicio desconhecido podem ser categorizadas
em motoras, ndo motoras e nao classificadas, termo usado quando ndo ha informagdes
para sua classificagdo!.

A classificag@o expandida fornece mais detalhes de nomenclatura para crises
epilépticas (Figura 2)* As crises epilépticas focais, com ou sem percepgdo
prejudicada, podem ser caracterizadas pelo padrdo de inicio motor ou ndo motor,

refletindo o primeiro sinal ou sintoma proeminente na crise. Os comportamentos
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motores definem os seguintes tipos de crise: atonica (perda de tonus focal), tonica
(contratura focal sustentada), clonica (abalos focais ritmicos regularmente
espacados), mioclonica (abalos focais breves e irregulares) e espasmos epilépticos
(flexao ou extensdo dos bracos e/ou flexao do tronco). Outros comportamentos menos
obvios incluem atividade hipercinética (pedalar, movimentos bruscos de membros) e
automatismos. As crises focais de inicio ndo motor sdo divididas em: crises
autondmicas (sensagdes gastrointestinais, de calor ou frio; alteragdes nas frequéncias
cardiaca ou respiratoria, sudorese, cor da pele ou piloere¢do); crise de parada
comportamental (cessacdo do movimento, descrita por sintomas clinicos de olhar
vazio, cessacdo de falar ou se mover); crises cognitivas (implicam prejuizo de
linguagem ou outros dominios cognitivos); crises emocionais (envolvem ansiedade,
medo, alegria e outras emogdes); € crises sensoriais®!’.

A classificacdo das crises de inicio generalizado ¢ semelhante a de 1981,
acrescentando-se alguns novos tipos*. Algumas crises tonico-clonicas generalizadas
(TCG) podem ser precedidas por sentimento inespecifico prévio ou por uma curta
versao cefalica ou de membros. As crises mioclonicas generalizadas podem ocorrer
de forma isolada ou em conjunto com atividade tonica e atonica. A crise mioclonica
difere de crise clonica por ser mais breve e irregular. As crises generalizadas
mioclono-tonico-clonicas iniciam-se com alguns abalos mioclonicos seguidos de
atividade tonico-clonica. Uma crise mioclonico-atonica abarca breves abalos dos
membros e tronco seguidos por uma queda. Estas crises eram previamente chamadas
de crises mioclonico-astaticas. As crises de auséncia, que sdo evidentes por uma
parada subita da atividade ou percepg¢do, tendem a ter inicio e fim abruptos e podem
ser acompanhadas de automatismos. J4 uma crise de auséncia atipica tem inicio ou

término lento, devendo estar fundamentada por achados eletroencefalograficos. As
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crises de auséncia mioclonicas apresentam movimentos mioclonicos ritmicos,
associados a descargas de espicula-onda lenta generalizadas de 3 Hz. As mioclonias
palpebrais estdo incluidas entre as crises generalizadas ndo motoras e apresentam

abalos mioclonicos das palpebras com desvio dos globos oculares para cima*!?.

-
[ Inicio focal ] [ Inicio generalizado ] Inicio desconhecido
L
-
Perceptivas Disperceptivas ] Motoras \ / \
. tonico-cdonicas
clénicas Motoras
Inicio motor \ ::i':cclaésnicas ténico-clnicas
au‘to.matzismos mioclono-ténico-clénicas efpasmos epilépticos
::.o nicas mioclono-atdnicas N3ao-Motoras
jonicas P
atonicas

espasmos epilépticos? aspasmos ephipticos? parada comportamental

hipercinéticas - a o

mioclanicas Ngq-Motoras (auséncias)

tdnicas tipicas /

Inicio ndo motor ;’:&?;f‘im \

autondmicas \mioclonias palpebrais / ~

parada comportamental

cognitivas - . 2

emocionais Nao classificadas

sensoriais )

Eocal para tdnico-cldnica bilateral J

Figura 2 — Esquema expandido da classificagdo de epilepsia segundo a ILAE (2017)*.

4.1.4 Tipos de epilepsia

O Sistema de Classificacdo atual visa a agrupar crises epilépticas de acordo
com a apresentagdo clinica e a regido cerebral do inicio da crise. Num segundo
momento, as epilepsias devem ser categorizadas de acordo com o tipo de crise, idade
de inicio, probabilidade de remissdo, achados de EEG, achados radioldgicos e
genética. Os tipos de epilepsia podem ser divididos em: focal, generalizada,
combinada (focal e generalizada) ou desconhecida*. As epilepsias focais incluem
descargas Unicas ou em um hemisfério, além das multifocais. As generalizadas

caracterizam-se por diferentes tipos de crises generalizadas, com o EEG apresentando
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complexos ponta-onda generalizados. As epilepsias combinadas foram recentemente
criadas para contemplar pacientes que apresentam crises tanto focais quanto
generalizadas. A epilepsia desconhecida contempla os pacientes para os quais ndo ha
determinagdo do tipo de crise e cujos exames complementares sio inconclusivos'.

A classificagdo de crises epilépticas, epilepsias e sindromes de epilepsia
permite o emprego de defini¢des padronizadas a serem utilizadas por pacientes, suas

familias, clinicos e pesquisadores®!’.

4.1.5 Sindromes epilépticas

O termo “sindrome epiléptica” ¢ definido como "um conjunto de sinais e
sintomas agrupando o tipo de crise, EEG e imagem, que tendem a ocorrer juntos"*.
Fatores que ajudam nessa determinacdo incluem idade de inicio ou remissdo, achados
no EEG, estudos de imagem, desencadeadores, historico familiar e algumas vezes
comorbidades como disfun¢do psiquiatrica>-?’.

O termo “sindrome epiléptica” ndao deve ser confundido com o de
“Encefalopatia epiléptica”, a despeito do fato de que algumas sindromes epilépticas
apresentam um padrio encefalopatico®®?’. Vérias sindromes epilépticas distintas sdo
descritas pela ILAE, sendo classificadas, segundo a idade de inicio, em:
neonatal/lactente;  infincia;  adolescéncia/adulto;  qualquer idade*®-33. O
reconhecimento dessas sindromes ndo ¢ importante apenas para tratamento e
prognodstico; serve ainda para orientar a identificacdo de uma provavel etiologia
genética?®*4,

Abaixo estdo listadas as principais sindromes epilépticas segundo a recente

classifica¢do e defini¢do da Liga Internacional de Epilepsia®?#! (tabela 1).
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Tabela 1: Principais sindromes epilépticas classificadas segundo a idade de inicio.
Descricdo das manifestagdes clinicas, eletrograficas e dos principais genes associados.

Sindrome epiléptica |

Idade de inicio

Manifestacdes clinicas e eletrogrificas

Genes associados

Periodo neonatal

(Sindrome de

Flj?l{tl:f!fz:'lopat(iia Ohtahara) Epilepsia farril'ac'orresistentel.; ARX. GNAOI,
Degé:\[z)oi\cz?nfen(:o 03m crises: téniczzrzzgl;t;%: g;)ci?éla)gzggan’lioclénicas KCNQ2, KNCTI,
Infantil Precoce (Encefalopatia EEG com surto-supressdo Pé?A Zsji];[jA ;;gff

(EEDIP) Mioclénica Precoce) Etiologia: lesdes estruturais, EIM e/ou genética. C .S
0-3m
Epilepsia neonatal 0-1m Crises focais clonicas, tonicas, alternadas, TC bilateral
autolimitada (ENAL) (2 a7 dias) EEG teta pontiagudo alternado focal / multifocal KCNQ2, KCNQ3
Periodo lactente
. s e . Crises focais: parada comportamental, automatismos,
Eplletp:.l a szntll 3-36 m desvio da cabega e olhar, progridem TC bilateral; ]Iggf’]% %A;
autofimitada EEG normal ou lentifica¢do ritmo de base 02 Q0
Epilepsia da infincia Crises clonicas focais ou multifocais migratorias, KCNTI, SCN14,
com crises focais 3-12m parada comportamental ou autondmicas at¢ EME SCN24, PLCBI,
migratérias (EDMIFS) EEG interictal com descargas multifocais TBCID24, CHD?
Espasmos epilépticos em flexdo, extensdo ou ambos,
. 3-12m em salvas e despertar; ARX, CDKLS,
Sindrome de Espamo (1-24m) EEG hipsarritmia / EEG ictal focal ou multifocal SPTANI, STXBPI,

Epiléptico Infantil

(Sindrome de West)

associado a alteracdo estrutural, alteragdes
cromossomicas ¢ EIM

além TSCI, TSC2

Crises febris ou afebris prolongadas, focais, focal para

SCNIA,

Sindrome de Dravet 5-8m TC bilateral, mioclonicas ou TCG; GABRG2,GABRAI,
(SD) (3-20m) Regressao do desenvolvimento; STXBP1, SCNIB
EME; EEG poliponta ou PO multifocais
Inicio pré-escolar e escolar
B Crises tonicas e multiplos tipo de crises: auséncia ALGI13,CACNAIA,
Sindrome atipica, atdnica, espasmo, focal, mioclonica até EME; CDKL5,CHD2,DNM1,
Lennox-Gastaut 1-8a EEG interictal com CPO (< 2,5Hz) GABRB3. SCN2A.,
(SLG) Etiologia alteragdo estrutural (70% casos) SCNS8A, STXBPI
Epilepsia 6m-6 a Crises febris, TCG, mioclonicas-atdnicas ou atnicas;
Mioclonica-Atonica (2-4 a) EEG PO generalizada 3-6 Hz ou polipontas SCNI4, SCL241
(EMA) (Sindrome de Doose) generalizadas

Regressao cognitiva, comportamental ou motora EEG

EED com ponta- 2-12a vigilia normal ou pouco alterado e no sono CPO lento GRIN2A
onda ativada no sono ) (4-5a) 1,5-2 Hz (>50% do tragado sono)
(Sindrome de Landau- . ~ N N L MECP2
(EEDPOS) Kleffner) Associado lesdes talamicas, malformagdes perisilviana,
alteragdes cromossomicas / génicas.
Epilepsia Crises focais com disartria, disfagia e sialorreia
autolimitada ponta 3l4a (hemifaciais) progredir TC bilateral no sono; Heranga complexa ou
centrotemporal EEG com ondas ou PO centrotemporais; GRIN2A4
(EALCT) Remissdo na adolescéncia.
Epilepsia do lobo 1-14 a Crises focais autondmicas e prolongadas (ndusea,

occipital fotossensivel

(Epilepsia Occipital tipo
Panayatopolus)

vomitos) progredir para TC bilateral; autolimitadas;
EEG pontas ou polipontas occipitais

Heranga poligénica

Epilepsia visual de 15m-19 a Cri§e§ focais sensgfiai's (fendmenos visuais com ou sem L
inicio na infancia (Epilepsia Occipital tipo prejuizo da c09501en01a), EEQ~pontas ou PO Occlljltals; Heranga poligénica
Gastaut) Desenvolvimento e cogni¢do com boa evolugéo
Crises de auséncia tipicas 3-20 seg; Heranga complexa
Auséncia da infincia 4-10a EEG CPO 2,524 Hz; ou SCL2A1,
Desenvolvimento e cogni¢ao geralmente normais CACNA1A4,GRABG?
Adolescente / Adulto jovem
. . P TCG prévia as auséncias,
Epllep.sla al.lsencla 9-13a Historia olzzasional de crise febril; Heranga complexa
juvenil EEG CPO generalizados 3-5 Hz. ou SCL241,GRABG2
Epilepsia mioclonica Crises miocl'énicias' ao despertetr e'TCVG' precedida de Heranga complexa
juvenil 8-25a mioclonica e/ou auséncia tipica; CACNB4, GABRAI,
EEG CPO 3-5.5 Hz e fotossensibilidade CLCN2, GABRD
Epilepsia crises TC 590 Crises TCG piores com privacdo de sono, fadiga ou Heranga complexa
generalizadas alcool; EEG CPO generalizados de 3-5.5 Hz. ou CLCN2
. . Crises noturnas hipercinéticas, tonicas ou distonicas CHRNA4,CHRNA2;
Epilepsia 5-60 a assimétricas de curta duragiio no sono; CHRNB2, KCNTI;
Hipermotora do sono | (Epilepsia Focal noturna EEG normal ou alteragio frontal; DEPDCS5, NPRL2,
(EHS) frontal AD) associado a DI NPRL3, PRIMAI
Epilepsia focal 1m-52a Crises focais; Imagem normal ou displasia focal; DEPDCS5, NPRL2,
familiar foco varidvel AD EEG normal ou focal (frontal ou temporal) NPRL3

Legenda: AD: autossomica dominante; CPO: complexo ponta-onda; EEG: eletroencefalograma; EME: estado de mal
epiléptico; TCG: tonica clonica bilateral; PO: ponta-onda. Adaptado das seguintes Fontes: Pearl, 2018%2; Riney, 20223%;
Specchio, 2022%; Wirrell, 202237; Zuberi, 20223%; Hirsch, 2022%.



30

4.1.6 Epilepsia neonatal

A ILAE implementou uma forga tarefa em 2020 visando a criacdo de uma
classificagdo individualizada para as epilepsias neonatais com base na Classificagdo
atual de 2017%!. A maioria das crises epilépticas neonatais sdo crises provocadas
agudas (antigamente denominadas de sintomaticas agudas), secundarias a um insulto
ou enfermidade aguda no SNC. Logo, todas as epilepsias neonatais atualmente sdo
consideradas focais, ndo sendo necessaria a classificagdo em generalizada ou focal.
As crises epilépticas neonatais sdo divididas, segundo o eletroencefalograma, em
crises somente eletrograficas ou eletroclinicas. As crises motoras podem ser
classificadas em: automatismo, clonicas, espasmos epilépticos, mioclonicas e tonicas
(Figura 3). As crises ndo motoras abrangem as autondmicas e as crises de parada
comportamental. Por fim, no grupo das crises eletroclinicas, ainda existem as crises
sequenciais (eventos com sequéncia de sinais, sintomas e mudangas eletrograficas em
diferentes momentos) e as nio classificadas?’.

A consciéncia e a responsividade ndo podem ser avaliadas no periodo
neonatal; por tal motivo, esses critérios ndo fazem parte da classificagdo. As
sindromes epilépticas do periodo neonatal sdo divididas em: ENAL (anteriormente
convulsdo neonatal familiar benigna) e EEDIP [abrangendo a Epilepsia Miocldnica
Precoce (EMP) e Sindrome de Ohtahara (SO)]. Na EEDIP, muitas vezes as
manifestagdes clinicas sdo sobrepostas e apresentam o mesmo padrdo eletrografico
em surto-supressdo?!. Na SO, o tipo de crise mais comum € o espasmo tonico; ja na
EMP, as crises mioclonicas migratorias e assimétricas sdo mais prevalentes.

Embora muitas etiologias estejam relacionadas as crises epilépticas neonatais,

a encefalopatia hipoxico-isquémica continua sendo a mais frequente. Outros fatores
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causais envolvem: alteracdes estruturais (vasculares ou malformagoes), infecgoes,

EIM, trauma, sindrome de abstinéncia e alteragdes genéticas?!.

"' Etiologia |
1

|
| |

Tipo de crise epiléptica P—
(todas inicio focal) - Vascular

Eletro-clinica Eletrografica
‘ Infecciosa

- Malformagao cerebral

Genética

Comorbidades

Metabélica

[ | Sindrome epiléptica | ]

‘ Desconhecida

| |
|
\ /

Figura 3 — Esquema da epilepsia neonatal. Etiologia, tipos de crises epiléptica e sindromes
epilépticas, traduzido e adaptado a partir da classificagdo da ILAE de 2017. Fonte: Pressler
e col. (2021).

4.1.7 Definicdo de Encefalopatia Epiléptica e de Encefalopatia Epiléptica ¢ do

Desenvolvimento

A Encefalopatia Epiléptica (EE) foi inicialmente descrita por Engel, em 2001,
como uma condi¢do de disfungdo cerebral progressiva ocasionada por descargas
epileptiformes®®*!. A ILAE, em 2010, descreve a EE como uma condi¢do na qual a
atividade epileptiforme pode, por si s6, contribuir para o comprometimento cognitivo
e comportamental, de forma progressiva e grave, para além do esperado pela patologia
subjacente, havendo ainda a possibilidade de que esse comprometimento piore com o
tempo®*3!. Embora a EE acometa individuos de qualquer faixa etaria, ela é mais

comum na infancia. A deterioragdo pode ser global ou mais seletiva, o que significa



32
que ela ocorre sob a forma de um espectro de gravidade (tabela 1)*2. Muitas sindromes
epilépticas podem evoluir com Encefalopatia Epiléptica e algumas podem ser de
origem genética’?>74!,

Virias alteragdes genéticas impactam no desenvolvimento em decorréncia de
um efeito direto da variante genética, para além do efeito frequente da propria
epilepsia*!. Algumas encefalopatias epilépticas acarretam comprometimento do
desenvolvimento sem a presenca de atividade epileptiforme intensa, uma condi¢do
recentemente designada pela Classificagdo 2017 como “Encefalopatia Epiléptica e do
Desenvolvimento™!? (EED). Entretanto, frequentemente ndo € possivel determinar
qual dos dois componentes € 0 mais importante na apresentacdo clinica do paciente,
sendo possivel assumir a presenca das duas encefalopatias, a EE ¢ a EED**! (tabela
2). Essas desordens, embora individualmente raras, no geral ocorrem em 1 a cada
2.000 nascidos vivos por ano*,

Na Encefalopatia Epiléptica, apés o controle das crises epilépticas, o paciente
retoma os ganhos do desenvolvimento, o que ndo ocorre no paciente com
Encefalopatia Epiléptica e do Desenvolvimento. Exemplo disso ¢ a SW com sucesso
no controle das crises epilépticas e melhora eletrografica’’*!.

Essa adaptacdo da denominagao foi realizada pelo fato de muitos genes que
causam EED serem reconhecidos por impactar no desenvolvimento de forma
independente e adversa, mesmo sem a presenga de epilepsia®’. Por exemplo, o gene
SCN2A esta relacionado ao Transtorno do Espectro Autista devido a variantes com
perda de funcdo e também com EED. Muito da apresentagdo clinica desses pacientes
com EEDs esta relacionado aos efeitos da alteragdo genética sobre a funcao do gene,

incluindo perda ou ganho de fun¢do*'. Logo, o gene pode causar comprometimento

do desenvolvimento, de maneira tal que, no contexto de uma Encefalopatia Epiléptica
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sobreposta, ha uma combinagdo do impacto de ambos os processos sobre o
desenvolvimento € a cogni¢do*! (tabela 2).

Outro conceito importante ¢ o de Encefalopatia do Desenvolvimento (ED),
que diz respeito a uma encefalopatia estitica ocasionada por uma deficiéncia
intelectual (DI) ou atraso do desenvolvimento. Pacientes com ED apresentam risco
maior de desenvolver epilepsia (ainda que ndo necessariamente EED), que pode estar

ligada a diversas etiologias, inclusive as genéticas*!.

Tabela 2: Diferenciagdo entre Encefalopatia Epiléptica,
Encefalopatia Epiléptica e do Desenvolvimento e Encefalopatia do

Desenvolvimento.
EE EED ED
D ilépti ADNPM e/ a . .
escargas epilép 1cas~ c/ou regressio do Epilepsia ¢ ADNPM
frequentes geram alteragdes desenvolvimento podem ser .
i . A L ocorrem juntos.
cognitivas e comportamentais. prévios a piora da epilepsia.
Nao justifi te pel .
o a0 justi 1c§da somente pela Epifenomeno da
Regressao ndo justificada epilepsia. . .
. N etiologia de base.
pela desordem de base. Correlag@o com alteragio
genética.
Tratamento eficaz e precoce da Na maioria das vezes sem N
. . . Sem regressdo na
epilepsia melhora o melhora do desenvolvimento, . .
. e presenca da epilepsia.
desenvolvimento. mesmo com o controle epiléptico.

Legenda: ADNPM — Atraso de desenvolvimento neuropsicomotor; EE — Encefalopatia
Epiléptica; EED — Encefalopatia Epiléptica e do Desenvolvimento; ED — Encefalopatia do
Desenvolvimento. Adaptado da fonte: Scheffer, 20174 Scheffer 2020%!

4.1.8 Etiologia da epilepsia

Devido aos importantes avangos de neuroimagem e pesquisas genéticas, a
etiologia das crises epilépticas e epilepsias foi amplamente modificada no novo
sistema de classificagdo®. Nas classificagdes anteriores, o termo “idiopatica” referia-
se a causas genéticas, o termo “sintomatico” era usado quando havia uma desordem

ou lesdo conhecida e o termo “criptogé€nico” era aplicado para uma causa sintomatica
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presumida, porém desconhecida. Atualmente, esses termos ndo sdo mais utilizados.
Em vez disso, postula-se a existéncia de seis categorias etiologicas, a saber: estrutural,
genética, infecciosa, metabdlica, imune e desconhecido (Figura 4)*. Quando varias
etiologias estdo presentes, deve ser dada prioridade a etiologia com a questdo mais
relevante®?,

A etiologia estrutural ¢ definida quando ha altera¢des estruturais em estudos
de neuroimagem correlacionados a uma avaliagdo eletroclinica, levando a inferéncia
de que a anormalidade estrutural é a provavel causa da epilepsia®. Essa anormalidade
pode ser adquirida, genética ou simultaneamente adquirida e genética, como, por
exemplo, em malformagdes do desenvolvimento cortical, lesdo cerebral traumatica e
tumores, dentre outras possibilidades. A identificagdo das lesdes estruturais sutis
requer estudos de imagem com protocolos especificos para a epilepsia®?>.

A etiologia infecciosa, que ¢ a mais comum no mundo (principalmente em
paises em desenvolvimento), resulta de uma infeccdo conhecida. As crises que
ocorrem durante o quadro clinico infeccioso sdo denominadas de crises sintomaticas
agudas e ndo sdo classificadas como epilepsia. As principais etiologias infeciosas
correlacionadas a epilepsia sdo toxoplasmose, tuberculose, meningites,
neurocisticercose, citomegalovirus e atualmente a Sindrome do Zika Virus.
Geralmente, neste tipo de epilepsia o paciente exibe uma lesdo estrutural®2>,

Uma epilepsia de etiologia metabdlica ¢ aquela decorrente de uma desordem
metabolica conhecida ou presumida cuja principal manifestacdo clinica seja a
epilepsia. Alguns exemplos sd3o a uremia, aminoacidopatias, deficiéncia do
transportador cerebral de glicose ou crises epilépticas por dependéncia de piridoxina.

Em muitos casos, as alteragdes metabdlicas apresentam uma base genética?>32,
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A epilepsia de etiologia imune resulta de uma inflamagdo imuno-mediada no

sistema nervoso central, acometendo tanto criangas quantos adultos. A maioria dos

anticorpos sdo direcionados contra os antigenos de superficie da célula neuronal,

incluindo receptores de neurotransmissores sindpticos, como a encefalite anti-

NMDA, além de canais i6nicos ou proteinas relacionadas. Um outro grupo de

anticorpos s3o os direcionados aos antigenos nucleares ou citoplasmaticos
intraneuronais®>-32,

Na epilepsia de etiologia desconhecida, ndo ¢ possivel aferir um agente causal

das crises, de modo que sua prevaléncia esta relacionada a disponibilidade de exames

complementares para inferéncia causal®.

A etiologia genética, por sua vez, sera mais bem explanada no item abaixo.

L

Tipos de crises* Etiologias

— B

o

< 1

o Tipos de Epilepsias
=] c

: = ~
£ generalizadas
=) combinadas

o

b -
E Sindromes Epilépticas ]

Figura 4: Classificagdo das epilepsias segundo as seis categorias etiologicas pela
comissdo de classificagdo e terminologia da ILAE. Categorias sdo divididas em
estrutural, genética, infecciosa, metabdlica, imune e desconhecida. Adaptado da
traducdo da Comissido de Consenso da Liga Brasileira de epilepsia®.
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4.1.9 Epilepsia de origem genética

A existéncia de uma base genética para a epilepsia tem sido aventada por
décadas, mas a primeira evidéncia concreta emergiu de estudos epidemioldgicos que
relataram um risco aumentado de epilepsia em parentes de individuos afetados*>*.
Estudos de gémeos mostraram que gémeos monozigdticos tém uma taxa de
concordancia mais alta para epilepsia generalizada do que gé€meos dizigdticos,
apoiando a hipdtese de que a epilepsia tem uma base genética®*.

A epilepsia genética ¢ uma doenga resultante de uma alteracdo genética
conhecida ou presumida em relagdo a qual as crises epilépticas constituem o sintoma
central®, As epilepsias genéticas sdo diversas e, na maioria dos casos, os genes ainda
ndo foram relacionados. H4 um niimero crescente de pacientes com anormalidades
genéticas conhecidas causando epilepsias tanto leves quanto graves?. No geral, uma
epilepsia de etiologia genética ¢ definida pela detec¢do de uma variante conhecida,
bem como pela apresentacdo clinica e pelo historico familiar, ou por uma sindrome
para a qual estudos prévios tenham sugerido uma etiologia genética*?. Vale destacar,
entretanto, que uma etiologia genética ndo exclui uma contribui¢do ambiental®.

O padrao de heranca das epilepsias genéticas segue o modelo das Doencgas
Mendelianas, em que ha uma separagdo entre padrdo de heranca autossomica
dominante, autossdmica recessiva e ligada ao X em decorréncia de alteragdes no
genoma nuclear. Existem ainda as alteracdes no DNA mitocondrial, cujo padrdo de
heranca ¢ denominado mitocondrial ou matrilinear; e, por fim, ha a heranca
multifatorial ou doenga complexa, ocasionada pela interacdo de algumas variantes

genéticas e fatores ambientais pouco conhecidos**,
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E importante dizer que “genético” nem sempre significa herdado. Embora
algumas epilepsias sejam herdadas, muitas decorrem de uma mutagdo de novo” no
individuo afetado*>*®. Em alguns casos, a altera¢do genética ndo ¢ identificada, mas
a apresentacao clinica, os achados do EEG e a historia familiar sugerem uma etiologia
genética®. O padrio de heranga é importante para o aconselhamento genético, ai
incluido o calculo de risco de recorréncia na prole*¢. Uma mutagdo de novo apresenta
um baixo risco de recorréncia (menos de 1%). Essa probabilidade estaria relacionada
a presenca de mosaicismo gonadal®, sendo dificil determinar se o mosaicismo esta
presente apenas em células germinativas ou apenas em células somaticas*®.

Ap6s a identificacdo do gene CHRNA4 (receptor nicotinico de Acetilcolina)
como o primeiro relacionado a epilepsia em 19954, a identifica¢do de outros genes
avancou de forma surpreendente. Com efeito, o surgimento de tecnologias gendmicas,
incluindo andlise de microarranjos cromossdmicos (array) e sequenciamento de nova
geracdo (NGS), acelerou a compreensio das epilepsias genéticas*?. Essa evolugdo da
genética acarretou a associacdo de genes a determinados fendtipos antes ndo
conhecidos, ampliando o conhecimento da epileptogénese para além dos canais
idnicos e possibilitando o desenvolvimento de novas terapias*>*.

O estabelecimento da base genética da epilepsia ¢ importante para fornecer
orientacdes relativas ao prognostico da doenga, para guiar decisdes acerca da
possibilidade ou mudangas no tratamento e para fundamentar uma possivel suspensao

de vérios exames médicos desnecessarios*. Outro efeito positivo ¢ a possibilidade de

* Mutacio de novo é a que ocorre como novo evento, geralmente ao acaso e sem historico familiar prévio.
Costumam ocorrer em heterozigose, com padrdo de heranga autossdmico dominante.

T O mosaicismo ¢ definido pela presenca em um individuo ou em um tecido de ao menos duas linhagens
celulares geneticamente diferentes, porém derivadas de um unico zigoto. No mosaicismo gonadal essas
linhagens diferentes estariam presentes somente nos gametas. >34
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proporcionar a familia a oportunidade de identificar outras pessoas em uma situagao
semelhante e conectar-se a grupos de apoio*>*#,

Quase todo o avango no conhecimento da genética da epilepsia ocorreu com
a identificagdo de genes associados a epilepsias monogénicas, que compreendem
apenas uma fragdo de todas as epilepsias®. E importante frisar que a maioria das
pessoas com epilepsia ndo tem parentes afetados, o que sugere que, na grande maioria
dos casos, a epilepsia é geneticamente complexa*’#.

Alguns estudos mais recentes postulam que, mesmo nas epilepsias adquiridas,
como as secundarias a um traumatismo craniano grave ou acidente vascular cerebral,
fatores genéticos podem desempenhar um papel, embora as reais variantes ainda ndo
tenham sido identificadas®.

A identificagdo de genes que influenciam o risco para as epilepsias tem
implica¢des extremamente importantes para a pesquisa € a pratica clinica*®. Em um
contexto de pesquisa, o estudo dos efeitos neurofisiologicos e relativos ao
desenvolvimento neuroldgico de variantes patogénicas em genes identificados pode
elucidar os processos subjacentes a suscetibilidade a epilepsia*. Essas informagdes
podem levar ao desenvolvimento de novos tratamentos direcionados a mecanismos
especificos ou mesmo a prevengdo da epileptogénese®-*°. Na pratica clinica, outra
aplicagdo importante ¢ a identificagdo de genes por meio de um teste genético,
visando a esclarecer o diagnostico ou prever o risco de desenvolvimento da epilepsia

devido a um historico familiar 42499,
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4.2 Investigacio genética

Os geneticistas trabalham para a compreensdo, diagnostico e possivel
tratamento de doengas de origem genética, principalmente aquelas que apresentam

um padrio de heranga mendeliana*>*,

Com os avancos da citogenética e,
posteriormente, da citogenomica, muitas entidades clinicas foram decifradas, porém
algumas doengas ainda ndo estdo completamente elucidadas*’. Como varias doengas
de origem genética se manifestam na infancia, principalmente as monogénicas, ¢
fundamental a interag@o entre o pediatra, o neurologista infantil e o geneticista clinico
para elucidagdo diagndstica®.

O Projeto Genoma Humano (Human Genome Project), iniciado em outubro
de 1990 e concluido em abril de 2003, possibilitou a leitura do material genético
completo de um ser humano, revelando cerca de 20.500 genes humanos®!. O
International Human Genome Sequencing Consortium publicou o primeiro rascunho
do genoma humano na revista Nature em fevereiro de 2001, trabalho que foi
finalizado em 2004°!. Com a necessidade de manter e aprimorar a referéncia do
genoma humano (Human Genome Reference), o Genome Reference Consortium
(GRC) periodicamente atualiza e publica a versdo mais atualizada. A atual, que esta
em vigor desde dezembro de 2013, denomina-se GRCh38/hg38. A montagem anterior

(GRCh37/hg19, descrita em 2009), a atual e as anteriores estdo disponiveis no

GenBank>>.
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4.2.1 Caracterizando os genes humanos que codificam proteinas

O genoma humano ¢ formado por um conjunto haploide de cromossomos
humanos composto por 22 cromossomos autossdmicos, 2 cromossomos sexuais (X,
Y) e o DNA mitocondrial (um cromossomo circular). Cada cromossomo humano ¢
constituido por um unico DNA de dupla hélice associado as proteinas histonas,
totalizando mais de 6 bilhdes de pares de nucleotideos*®.

Podemos definir os genes humanos como uma sequéncia de DNA especifica
que transcreve um RNA funcional, gerando ou ndo um polipeptideo*®. O DNA ¢
formado por uma sequéncia de nucleotideos, sendo estes compostos por uma base
nitrogenada, um grupo fosfato e uma pentose chamada desoxirribose. As bases
nitrogenadas sdo divididas em dois tipos: as purinas [adenina (A) e guanina (G)] e as
pirimidinas [timina (T) e citosina (C)]*. Essa cadeia polinucleotidica apresenta em

uma extremidade o carbono 5’ (C) da pentose e, na outra, o C3’ (Figura 5).

Figura 5: Formagdo da cadeia polinucleotidica do DNA. Evidéncia
das ligacoes fosfodiéster 3’-5’ que ligam nucleotideos adjacentes.
Adaptado de Nussbaum e col. (2016)*
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O DNA pode ser duplicado, gerando outro DNA, ou pode ser transcrito,
originando um RNA (mensageiro, transportador, ribossémico, entre outros
funcionais). O RNA mensageiro (RNAm), também chamado de RNA codificante, ¢
o que contém a informacao sobre a sequéncia de aminoacidos na cadeia polipeptidica.
O RNAm recém transcrito, conhecido como RNAm primario, contém regides que
serdo removidas (introns) durante um processamento para a formagao de um RNAm
maduro. As regides mantidas nesse RNAm sdo chamadas éxons*®3,

Um gene ¢ uma sequéncia de DNA composta por regides regulatorias e pela
unidade de transcri¢do’®. A regido regulatoria é formada por sequéncias promotoras e
acentuadoras. Tais sequéncias, embora ndo sejam transcritas, serdo reconhecidas,
respectivamente, por fatores de transcri¢do ou fatores ativadores, necessarios para o
posicionamento da polimerase II°?. A unidade de transcri¢do é composta pela por¢do
do gene que sera transcrita, abrangendo as seguintes regides: 5’UTR (untranslated
region), éxons, introns ¢ 3’UTR. A transcricdo de um gene ¢ iniciada na regido
5’UTR, que ¢ regido transcrita, mas nao traduzida. O transcrito de RNAm primaério ¢
sintetizado a partir da ponta 5’ para a ponta 3. A sequéncia promotora geralmente
se localiza a jusante da extremidade 5’ da fita cddigo do gene. As regides regulatorias
(promotoras e acentuadoras) podem ser locais de mutagdo em doencas genéticas,
podendo interferir na expressdao normal de um gene. No processamento do transcrito
primario de RNAm ocorre: adigdo de uma guanosina na extremidade 5’ do RNA
(ponta 5°); adicdo de uma cauda poliA a extremidade 3" do RNA, visando a aumentar
a estabilidade do RNAm maduro; e processo de splicing dos introns (regides dentro
de um gene que serdo removidas do RNAm e ndo estardo presentes no RNAm

maduro)*%>* (Figura 6).
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O processo de splicing de RNAm, que ¢ minucioso e altamente eficiente,
produz RNAm maduro funcional*. As remogdes dos introns sio guiadas por
sequéncias especificas no transcrito de RNAm primario, denominadas “sitios de
splicing” em ambas as extremidades — 5’ (doadora — “GU”) e 3’ (aceptora — “AG”) —
dos introns. O splicing também pode ser regulado por regides acentuadoras
localizadas nos éxons ou introns. O transcrito primario pode seguir multiplas vias
alternativas de splicing, levando a sintese de multiplos RNAm relacionados com a
tradugdo de produtos proteicos diferentes denominados de isoformas’3. Alguns desses
eventos sdo altamente especificos quanto ao tecido ou tipo celular e estdo sujeitos a
variagdo alélica entre individuos diferentes. Quase todos os genes humanos que
codificam proteina sofrem splicing alternativo em algum grau, e estima-se que ha uma
média de dois ou trés transcritos alternativos por gene no genoma humano*®->3,
No citoplasma, o RNAm maduro ¢ traduzido em polipeptideos com a
participagdo de RNAs transportadores (RNAt), que tém a tarefa de levar os
aminoacidos para o ribossomo (complexos macromoleculares compostos de RNAs

ribossdmicos (RNAr) e varias proteinas ribossdmicas). Desse modo, a cadeia

polipeptidica @ medida que 0 RNAm ¢ traduzido*®> (Figura 6).
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Figura 6: Processamento do gene humano. Processos de transcri¢do, processamento e splicing ¢
traducdo do gene da Hemoglobina humana. Fonte: Strachan e col. (2019)%.

r

A tradugdo € o processo que relaciona a ordem dos aminodcidos com a
sequéncia de nucleotideos do RNAm. A unidade de leitura (codon) é formada pela
combinagdo de trés bases nitrogenadas. Os 64 codons (3 de parada e 61 codificantes)

constituem o codigo genético*®->*

4.2.2 Definindo mutagdes génicas

Mutagao ¢ qualquer alteracdo no DNA que nido foi corrigida pelo sistema de
reparo, resultando em uma modifica¢do definitiva no DNA%. Algumas mutagdes
génicas sdo herdadas dos progenitores, incluindo mosaicismo gonadal, e outras sdo
mutagdes de novo que ocorrem no proprio paciente, no inicio do desenvolvimento
embriondrio. Essas alteragdes resultam de erros que ocorrem durante a replicagdo do
DNA sem que o sistema de reparo consiga corrigi-los (o que torna tais modificagdes
permanentes)*S.

A substitui¢ao de um unico nucleotideo na sequéncia de DNA, denominada

single-nucleotide variant (SNV), pode ter implicagdes benigna, patogénica ou incerta.
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As SNV podem acarretar trés consequéncias no DNA: 1) variantes sinonimas, nas
quais a troca do nucleotideo nao altera o aminodcido na proteina; 2) variantes ndo
sinénimas ou variantes missense, que resultam na troca do aminodcido; 3) variantes
nonsense, nas quais o cédon gerado acarreta uma parada prematura (sftop codon) na
matriz de leitura do DNA3>4,

Insercoes e dele¢des de nucleotideos sdo denominadas coletivamente indels.
Tais eventos sdo muito frequentes no genoma e somente podem ser identificados em
exames de sequenciamento gendmico>*. Caso o indel tenha namero de nucleotideos
diferente de trés ou diferente de multiplo de trés, o resultado serd uma altera¢ao no
quadro de leitura, designada frameshifi*®->3.

As mutagdes por defeitos no processamento de splicing do RNA podem ser
divididas em trés grupos, a depender da localizagdo da mutacdo no RNAm imaturo:
1) mutagdes nos limites intron-éxon de corte, no sitio doador 5’ ou aceptor 3’ dos
introns ou nas sequéncias adjacentes as juncdes; 2) mutagdes intronicas que resultam
em defeitos dentro de um sitio de corte de um intron, gerando aumento do uso do sitio
criptico; 3) mudangas na sequéncia codificante que resultam de mutacdes na fase de
leitura aberta, ativando um sitio de corte criptico em um éxon>?.

Em qualquer sujeito saudavel, o genoma humano contém milhares de regides
repetidas, mas aquelas relacionadas as doencas neurologicas geralmente sdo
compostas de unidades de trés repeticdes de nucleotideos, chamadas de “repeti¢des

curtas em tandem” >3

. Essas repeti¢des podem ocorrer tanto em regides codificantes
quanto em regides regulatérias ou ndo traduzidas. Quando a célula se divide, o
namero de repeticdes pode aumentar (expansdo) ou diminuir (contragdo), gerando

desordens neurolodgicas como, por exemplo, a sindrome do X fragil, muitas ataxias

espinocerebelares, distrofias miotdnicas e doenga de Huntington-,
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A literatura sugere que mais de 12% do genoma de qualquer individuo ¢
composto por alteragdes gendmicas, incluindo modificagdes do nimero de copias
(Copy number variation, ou CNV)». A CNV inclui duplicagdes e dele¢des do
material genético que variam entre 50 pares de bases (pb) até megabases (Mb) de
DNA, frequentemente dificeis de serem detectadas pelos métodos de
sequenciamento-7,

O fenotipo observado em um individuo ndo ¢ consequéncia somente de uma
alteracdo no DNA (como, por exemplo, delecdo, inser¢do e/ou substitui¢do), mas
também da conformacdo da cromatina, o que gera modificacdes transitorias ou
permanentes>®. O estudo das alteragdes no ambiente da cromatina que geram
modificacdes na fungdo génica ¢ chamado de epigenética. Uma variedade de
mecanismos epigenéticos ja foram descritos: 1. metilagdo do DNA; 2. modificagdes
nas caudas das histonas, alterando o empacotamento da cromatina e ativando ou
silenciando a expressdo génica local; 3. substitui¢do de histonas®. A metilagdo do
DNA ¢ ocasionada pela adicdo de um grupo metil a citosina, o que provoca o
silenciamento de um gene (processo importante na diferenciagdo celular)®. No
entanto, durante a gametogénese, todo esse processo ¢ desfeito e refeito conforme o
sexo do progenitor, ocasionando o fendmeno epigenético denominado de imprinting.
Doengas especificas como as sindromes de Prader-Willi e Angelman estio

relacionados a regides sujeitas a imprinting’>.

4.2.3 Exames genéticos utilizados na investigagdo da epilepsia

Existem vérias tecnologias disponiveis para identificar doengas genéticas,

dentre as quais: a citogenética convencional, a citogenética molecular, a genética
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molecular tradicional e genética molecular de nova gera¢do®. Cada uma dessas
técnicas deve ser aplicada segundo a alteragdo genética investigada. O cariotipo
identifica alteragdes estruturais nos cromossomos, incluindo a perda (dele¢do) ou o
ganho (inser¢do) de material genético maior que 5 Mb e a eventual troca entre
segmentos cromossdmicos ndo homodlogos denominada de transloca¢do™. Se este
evento ndo envolve perda de material genético, ¢ chamado de translocagdo
balanceada. Caso o rearranjo cromossomico provoque perda de material genético,
devemos utilizar o termo “translocacdo ndo balanceada”. Esse rearranjo muitas vezes
ndo ¢ visualizado pelo caridtipo e, por isso, demanda exames especificos, como a
pesquisa de microarranjos (array) na busca por alteracdes submicroscopicas na
citogendmica’.

Se o objetivo ¢ detectar a expansdo da repetigdo dos nucleotideos de um
determinado gene, o método de Southern Blot seria o exame de escolha, pois o
sequenciamento nao consegue detectar tal expansdo. Esse método ¢ especifico para a
regido pesquisada; logo, quando ha a possibilidade de que véarios genes com
repetigdes sejam os responsaveis pelo fenotipo, o ideal € solicitar um painel de
Southern Blot englobando diversos genes, como, por exemplo, o painel para pesquisa
das ataxias espinocerebelares->>,

Para realizar o diagnostico correto nas doengas de imprinting gendmico, €

necessaria a utilizagdo de testes especificos de metilagdo®>?,

4.2.3.1 Métodos de Citogenética convencional

As alteragdes cromossomicas estdo presentes em 1 para cada 150 nascidos

vivos e geralmente decorrem da perda ou ganho de material cromossdmico. As
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alteracdes em nivel cromossomico sdo a dele¢do ou duplicagdo de um cromossomo
completo (aneuploidia), resultando em monossomia (dele¢do) ou trissomia
(duplicagdo). Essas alteragdes podem ser visualizadas pelo caridtipo tradicional, em
que os cromossomos sao analisados na metafase e sdo agrupados em pares de acordo
com o tamanho € a posi¢do do centromero*.

O caridtipo permite detectar alteragdes cromossdmicas com perda ou ganho
de material genético, além de alteragdes estruturais cromossomicas de tamanho entre
3 ¢ 10 Mb>?. No caso das microdele¢des e microduplicagdes, somente métodos

citogenéticos ou moleculares serdo capazes de identificar as alteragdes>®.

4.2.3.2 Métodos de citogenética molecular (citogendmica)

Para superar as limitagdes do cariotipo tradicional e detectar alteragdes
submicroscopicas, foram desenvolvidas técnicas de citogendomica, como a
hibridizagao in situ fluorescente (Fluorescent in situ Hibridization - FISH) e a técnica
de amplificagdo de multiplas sondas dependentes de ligacdo (Multiplex ligation-
dependent probe amplification - MLPA)>. Esses métodos investigam as sindromes
de microdelecdo ou microduplicagdo, além das alteragdes subteloméricas. Uma
limitacdo, contudo, ¢ que a regido a ser estudada deve ser conhecida em estudos
prévios>>

A técnica de investigagdo de pequenas alteragdes cromossomicas por meio de
hibridiza¢ao com sondas (array) realiza uma varredura completa do genoma em busca
de delecgdes, duplicagdes e dissomia uniparental (doengas de imprinting gendmico
relacionadas a problemas de metilagdo)>*. A solicitagdo da técnica de microarranjos

cromossomicos deve ser considerada em epilepsias graves ou generalizadas
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associadas a outras caracteristicas comorbidas, nas quais a probabilidade de encontrar
uma CNV (variagdo no numero de copias) associada a doenga é maior*!-3°,

A American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) publicou
diretrizes em 2010, atualizadas em 2021, recomendando que o microarranjo
cromossOdmico seja realizado na investigacdo de pacientes com DI, TEA e/ou
multiplas malformagdes congénitas®. Entretanto, uma limitagdo do exame é ndo
identificar translocagcdes balanceadas, que se verificam quando parte de um
cromossomo se rompe € adere a outro cromossomo, ndo envolvendo perda ou ganho

de material gendmico>*.

4.2.3.3 Métodos de genética molecular tradicional

Por serem muito pequenos para serem detectados pelo caridtipo ou microarranjo
cromossOmico, os eventos genéticos no nivel dos nucleotideos requerem uma
abordagem molecular a partir do sequenciamento do DNA3*3¢,

O método de sequenciamento desenvolvido por Sanger e colaboradores em
1977 revolucionou a aplicabilidade da genética molecular. Nesse método, para obter
material suficiente para o sequenciamento, ¢ necessaria inicialmente a amplificacdo
do DNA por meio da técnica de PCR* (reagdo em cadeia da polimerase) ou clonagem
do DNA (Figura 7). Embora se afirme que o sequenciamento Sanger ¢ o padrio-
ouro, funcionando assim como confirmag¢do de um achado do NGS*, a melhoria das
técnicas de NGS tem levado a contestagdo dessa ideia. Além disso, no

sequenciamento Sanger, existe a possibilidade de que um dos alelos ndo seja

I PCR — Reagdo em cadeia da polimerase é um método de amplificacio do DNA no qual a DNA polimerase
sintetiza copias da fita do DNA a partir da fita molde com um primer iniciador.
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amplificado (alellic dropout), resultando em uma interpretacdo errada da regido

61
estudada®'.
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Figura 7: Os trés passos realizados no sequenciamento de Sanger. Amplificagdo da sequéncia
alvo (1), separacao por eletroforese em gel (2) e montagem o eletroesferograma (3). Os produtos
da reacdo consistirdo em fitas de DNA que possuem um didesoxinucleotideo marcado na
extremidade 3', carregando um fluoréforo distinto de acordo com o tipo de base incorporada,
interrompendo o crescimento da cadeia (1). Os fragmentos de DNA serdo separados de acordo
com o tamanho usando a eletroforese em gel de placa, ou atualmente capilar, que ¢ automatizada
(2), para que os sinais fluorescentes sejam lidos e interpretados produzindo uma sequéncia de
bases linear (3). Fonte: Retirada da internet do site da Merck. Disponivel em:
https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/sager-sequencing.html.

4.2.3.4 Métodos de genética molecular de nova geragdo (Sequenciamento de nova

geracao)

O sequenciamento completo do genoma humano, realizado pelo Projeto
Genoma Humano, produziu um aumento no conhecimento da epilepsia genética,
gragas a associagdo de novos genes a essa condicdo, e propiciou ainda a identificagdo

45,49

de variantes génicas com diversas apresentagdes clinicas, desde epilepsias mais

graves até formas mais brandas®?.

O sequenciamento de nova geracdo (next gemeration sequencing — NGS)

possibilita que trechos de DNA sejam analisados simultaneamente pela técnica de
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massive parallel sequencing. De forma bastante resumida e simplificada, essa

tecnologia inclui os seguintes passos ap0s a extragdo do DNA6-63:

1. fragmentagdo do DNA com o auxilio de enzimas de restrigdo ou de
sonicador, o que produzird fragmentos com até 500 pb de DNA;

2. hibridizagdo do DNA fragmentado com sondas de DNA ligadas a uma
particula metalica, sendo esse DNA complementar as regides de interesse
(habitualmente, éxons);

3. captura do DNA hibridizado, com retencdo das sondas com particula
metalica pareadas a fragmentos de DNA, com auxilio de um campo
magnético, e separagdo dos fragmentos de DNA de interesse;

4. liga¢do de um adaptador e de um primer universal ao fragmento de DNA
de interesse e amplificacdo dessa sequéncia, levando a formagdo de uma
“biblioteca” de sequéncias de interesse;

5. com apoio de nanotecnologia de alta complexidade, combinagdo da
sintese do fragmento de interesse a deteccdo fotografica de sinais
fluorescentes gerados pela incorporacdo de um nucleotideo as sequéncias
que estdo sendo sintetizadas, gerando-se, a partir disso, um arquivo com
todos os dados do sequenciamento;

6. processamento e organiza¢do desses dados, o que ¢ uma tarefa da
bioinformatica;

7. analise médica.

\

As variantes encontradas devem ser comparadas a sequéncia gendmica de
referéncia do National Center for Biotechnology Information (NCBI), um banco de

dados publicos de sequéncias de nucleotideos e proteinas administrado pela
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Biblioteca Nacional de Medicina®. Outras ferramentas utilizadas sdo os navegadores
de genoma Ensembl, do Instituto Europeu de Bioinformatica e do Wellcome Trust
Sanger Institut, € o Santa Cruz Genome Browser, navegador da UCSC (Universidade
da Califérnia, Santa Cruz), disponiveis, respectivamente, em
https://www.ensembl.org/index.html e http://genome.ucsc.edu/%>%*. A figura 8
ilustra a visualizagdo do gene de fibrose cistica CFTR no Ensembl e no navegador da

UCSCH-4,
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Figura 8: Navegadores de genoma. Regido do cromossomo 7 contendo o gene da
fibrose cistica CFTR visto pelas ferramentas do Ensembl (A) ou UCSC Genome
Browser (B). Fonte: Sertié e col. (2017)%.

Depois da exclusdo das variantes benignas e comuns na populagdo, somente
as variantes com potencial patogénico devem ser consideradas. A presenga de
variantes em homozigose ou heterozigose composta ¢ necessaria para o diagnodstico
de uma doenca com padrao de heranca autossdmica recessiva; ja em doengas

autossdmicas dominantes, revela-se no individuo uma variante em heterozigose®*%4,
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Podem ser realizados trés tipos de sequenciamento: o sequenciamento de todo

o genoma; o sequenciamento do exoma, apenas das regides codificadoras,
abrangendo aproximadamente 1% a 2% do genoma humano; e painéis contendo genes
especificos®*%. O NGS pode ser realizado em DNA proveniente de diferentes
materiais biologicos (por exemplo, saliva, sangue e fibroblastos) e pode ser
empregado para investigacdo de variantes patogénicas em diferentes tecidos, visando
a investigacdo de mosaicismo somatico®. Os painéis genéticos por NGS restringem

a analise a um grupo de genes selecionados®*%

, seja a partir de uma captura seletiva
de éxons, seja pela analise focada em um numero limitado de genes de um

sequenciamento do exoma®?.

O sequenciamento do exoma tornou-se econdmico e tecnicamente vidvel com
os avangos dos métodos de captura, facilitando, assim, tanto o diagndstico quanto o
desenvolvimento de novas pesquisas em doenca mendelianas, que podem ser
responsaveis por até 85% das doengas humanas genéticas. O resultado foi uma

revolugdo na pratica clinica, com a mudanga do paradigma gendtipo-fenotipo®.

Algumas sugestdes clinicas para utilizagcdo do sequenciamento do exoma sao:
1. paciente com fenotipo compativel com uma doenga mendeliana descrita no OMIM
(Online Mendelian Inheritance in Man), sem gene conhecido até o momento; 2.
paciente com fenotipo compativel com uma doenga mendeliana descrita no OMIM
que apresente heterogeneidade de locus e que teve os genes testados com resultado
negativo; e 3. paciente com fendtipo sindromico sem diagnostico, porém com padrao

de heranga mendeliana provavel>>63:65,
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As limitacdes do sequenciamento de nova geracdo dizem respeito ao fato de

que dependem da plataforma utilizada, pois cada uma apresenta um erro especifico,
sendo este de aproximadamente 1% (1 erro a cada 100 bp)**. Em relagdo ao
sequenciamento do exoma, algumas questdes limitadoras podem ser listadas: ndo
analisa regides intronicas com papel regulatorio na fungdo dos éxons; ndo identifica
expansdo de trinucleotideos; exibe limitagdo em doengas de imprinting gendmico®.
Alteragdes estruturais gendmicas, tais como delegdes e duplicagdes envolvendo trés
ou mais éxons, podem também ser detectadas pelo NGS com o emprego de protocolos
de bioinformatica, desde que se trate de uma regido gendmica sem paralogos, ou seja,
que ndo seja decorrente de duplicagdes internas recentes®>. E importante assinalar
que algumas limitagcdes podem ser minimizadas conforme a técnica de realizagdo do

exame®93.

4.2.4 Classificagdo e descri¢do das variantes genéticas

O desenvolvimento dos novos exames genéticos, principalmente em genética
molecular, gerou um aumento de informagdes a respeito de novas variantes, que
devem ser constantemente reanalisadas®6-°,

Em 2015, Richards e colaboradores recomendaram a uniformizagdo de
critérios para a classificacdo das variantes identificadas em testes genéticos segundo
o efeito final. De acordo com esta proposta, as variantes poderiam ser classificadas

em: 1. patogénicas; 2. provavelmente patogénicas; 3. de significado incerto (VUS);

4. provavelmente benignas; 5. benignas®.
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No processo de classificagdo das variantes, sdo utilizados diferentes fatores
preditores, incluindo frequéncia populacional, impacto previsto sobre a funcdo da
proteina, estudos funcionais in vitro ou in vivo, programas computacionais preditores
(in silico) de patogenicidade, estudo da segregacdo da variante e informagdes na
literatura médica a respeito da variante>>%6.
A testagem dos pais ¢ necessaria para reclassificar uma VUS com heranca
AD. Essa necessidade também se manifesta nas situagdes em que sdo encontradas
duas variantes em um gene de padrdo autossOmico recessivo — nesses casos, €
importante investigar se as variantes estdo em frans (variantes em Cromossomos
homologos, mas em alelos distintos)®. Diante disso, ¢ altamente recomendavel que o
laboratério inclua amostras dos pais juntamente com a do paciente, realizando o
denominado teste de "trio" (mae, pai, filho afetado) no cenario do sequenciamento de
exoma e genoma, particularmente por conta de causas suspeitas recessivas ou de
novo**-%,

Uma questdo que deve ser apontada ¢ a utilizacdo do resultado variante de
significado incerto (VUS) e a sua aplicabilidade na conduta clinica®. Atualmente, a
analise de variantes ¢ imperfeita, de modo que a complementa¢do da investigagdo
com exames bioquimicos e funcionais pode auxiliar na conclusdo diagnostica®. A
reanalise de um exoma ou genoma com resultado inicial negativo pode ser realizada
apos um periodo de 1 a 2 anos, visando a identificacdo da uma variante responsavel
pela sintomatologia que, no momento anterior, ndo havia sido descrita nos bancos de
dados®.

Tendo como base o genoma de referéncia utilizado, as variantes podem ser
reportadas de diferentes maneiras no que tange a sua localizacdo no DNA ¢ a sua

63,64

provavel consequéncia na proteina®>®*. No que se refere a posi¢do gendmica, a
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variante pode ser descrita segundo a posi¢do cromossomica (abrange os introns € as
regides UTR) e segundo a regido codificante (depende do transcrito analisado)®. Para
exemplificar, vamos descrever a variante no gene SCN8A, segundo o genoma de
referéncia GRCh37/Hgl9, na posi¢do cromossomica Chrl2:52.162.699C>A, no
DNA codificante ¢.2952C>A do transcrito ENST00000354534, com a consequéncia
proteica p.(Asn984Lys). Essa variante ja esta depositada em bancos populacionais
como o ClinVar, que ¢ um arquivo publico de acesso gratuito pertencente ao NCBI e
projetado para apoiar a evolugdo de compreensdo da relacdo entre gendtipos e
fendtipos importantes nos humanos (disponivel em:

https://www .ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/)%.

4.2.5 Associacdo fenotipo-gendtipo

Com a evolucdo da genética nas ultimas décadas, houve um aumento no
conhecimento dos gendtipos de doencas neurologicas e tentativas de associagdo entre
genotipo e fenodtipo®. Algumas condigdes apresentam o que ¢ denominado de
heterogeneidade alélica, na qual variantes no mesmo gene causam uma determinada
doenga com manifesta¢des clinicas distintas*®. Um exemplo é o gene que codifica o
regulador de condutancia transmembrana (CFTR) na fibrose cistica: no caso de
pacientes homozigotos para a variante AF508, observam-se manifestacdes de
insuficiéncia pancredatica. Ja a heterogeneidade de locus significa que variantes em
diferentes genes podem apresentar o mesmo fendtipo, como ocorre, por exemplo, com
os mais de 50 genes associados a retinite pigmentosa®®. Por sua vez, a possibilidade
de que variantes distintas em um unico gene apresentem fenotipos diferentes ou

doengas distintas é referida como heterogeneidade clinica ou fenotipica®®. Por
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exemplo, existem pelo menos trés fenotipos bem caracterizados associados a
variantes no ATP1A3: hemiplegia alterna da infincia, distonia-parkinsonismo de
inicio rapido e epilepsia infantil grave*S.

A heterogeneidade genética da epilepsia influencia a solicitagdo dos testes
genéticos, pois testar um gene de cada vez ndo ¢ mais uma abordagem pratica®. Nesse
sentido, o desenvolvimento de painéis genéticos e a introdu¢do do sequenciamento
do exoma para diagnoéstico clinico implicaram a disponibilizagdo de opgdes mais

42,65 Na maioria das

abrangentes ¢ acessiveis para o processo do diagndstico
sindromes de epilepsia monogénica, as variantes patogé€nicas tém sido descobertas
em diferentes genes e em diferentes familias com a mesma sindrome*.
Frequentemente, os genes correlacionados a epilepsia codificam subunidades
diferentes do mesmo canal de ions®’.

Pesquisas de sequenciamento em grande escala mostraram que pessoas
normais e sauddveis geralmente carreiam variantes que inativam um ou outro gene,
ou causam mudangas em um produto génico. Dai decorre que uma alteracdo na
sequéncia de um gene ndo € necessariamente patogénica®’. Diante disso, a
compreensdo dos mecanismos de patologia molecular é importante para que seja
realizada uma andlise correta da associagdo fenotipo-genotipo®.

A perda de funcdo (loss-of-function — LoF) de um gene pode ser total ou
parcial e resulta da falha em gerar um dos produtos do gene. Um ganho de funcao
(Gain-of-function — GoF) como consequéncia de uma variante génica corresponde a
aquisi¢do de uma fungdo totalmente nova e geralmente consiste em uma falha de

regulacdo, fazendo que o produto do gene funcione inadequadamente®. Isso estd

ilustrado na figura 9%7.



57

Resting closed Open Inactivation closed
state state state

GOF

More sodium
depolarization

Na
Normal Ti

-
c
Q
t -
= Nat  Na
o LOF g -
o Less sodium morﬁ
depolarization
= omV P 1 -
_70mv—Yoltage step

mmControl == GOF (Brain MCD) == LOF (Epiler
e.g., Nay1.3 eq

Figura 9: Canal de so6dio voltagem-dependente € o mecanismo
patogénico de LoF ou GoF. Exemplo de GoF na variante SCN34 e LoF
na variante SCNIA. Fonte: Smith e col. (2020)’

Viérios tipos de mutagdes gé€nicas podem gerar um produto com perda de
fun¢io (LoF) ou ganho de fung¢do (GoF)?? (tabela 3). Variantes que gerem a formagéo
de um stop-codon prematuro (frameshift, nonsense ou splicing anormal) podem
ocasionar a produ¢do de uma proteina truncada®’. Essa proteina alterada raramente é
produzida, pois o mecanismo denominado nonsense mediated decay (NMD) detecta
o RNAm marcado com proteinas do complexo de juncio de éxons, o que ocasiona a
sua degradagdo. Proteinas sintetizadas alteradas sdo potencialmente mais patogénicas
do que a auséncia dessas mesmas proteinas, uma vez que podem gerar um GoF
proteico ou ainda interferir no funcionamento do produto normal (situagdo conhecida
como efeito dominante negativo). Neste caso, o efeito final, considerando o alelo

normal e o mutado, envolve perda de fung¢do do produto final*®>3.
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Tabela 3: Descrigdo dos tipos de mutacdes génicas relacionadas a patologia
molecular de perda de func¢do (LoF) ou ganho de funcao (GoF).

Consequéncia celular
(patologia molecular)

LoF

Tipos de mutacdes génicas

Dele¢do de todo o gene ou parte dele
Alterac@o do gene por rearranjo cromossoémico
Delecdo ou alteragdo em uma regido promotora afetando a transcri¢cdo
Exclusdo ou alteracdo do c6don de inicia¢do da traducdo (AUG)

e  Haplossuficiéncia

Haploinsuficiéncia - -
P . Variantes missense
Efeito dominante —
. Splicing anormal
negativo

Variantes frameshift (mudanca do quadro de leitura)
Variantes nonsense

GoF Variantes missense

Expansodes de trinucleotideos

Fonte: Adaptado do Nussbaum, 2016 e Strachan, 2019%.

Se uma variante causa LoF, a heranca dependera de quio tolerantes as células
ou tecidos sdo para uma reducdo de 50% na fung¢do proteica®’. A haplossuficiéncia é
definida pela presenga por um heterozigoto saudavel, e a producao de 50% da proteina
¢ suficiente para manter a sua funcdo celular. Porém, um /Jocus mostra-se
haploinsuficiente para manter um fendtipo normal quando o produto do gene requer
mais do que a quantidade produzida por um tnico alelo funcional®->°,

Espera-se que variantes deletérias tenham frequéncias de alelos mais baixas
na populagdo, devido a sele¢do negativa. A criacdo de medidas de constrigdo por
bancos de dados populacionais com sequéncias de genoma e exoma, como o gnomAD
(Genome Aggregation Database), proporciona uma melhor interpretagdo da variante
encontrada®. Uma medida utilizada é o pLi (probably intolerant of loss-of~function
variation), que avalia o quanto uma variante ¢ intolerante a perda de funcdo. Nesse
caso, quanto mais proximo o pLi estiver de 1, mais intolerante o gene ¢ a perda de
funcdo; dessa forma, valores de pLi > 0,9 estdo relacionados a genes extremamente

intolerantes a perda de fungdo®.
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4.3 Fisiopatologia da epileptogénese genética

A epileptogénese ¢ um processo dindmico que altera progressivamente a
excitabilidade neuronal, gera interconexdes criticas e possivelmente provoca
mudangas estruturais antes da ocorréncia da primeira crise epiléptica espontanea.
Essas mudangas podem incluir: neurodegeneragdo, neurogénese, gliose, dano axonal
ou brotamento, plasticidade dendritica, dano na barreira hematoencefalica,
recrutamento de células inflamatdrias no tecido cerebral, reorganizacdo da matriz
extracelular e reorganizagdo da arquitetura molecular de células neuronais®’.

Historicamente, a geracdo de crises epilépticas (ictogénese) tem sido
considerada como um desequilibrio entre excitagdo neuronal e inibigdo neuronal®. O
equilibrio entre excitagdo e inibicao (E/I) tenderia para a hiperexcita¢ao, gerada por
condicdo fisioldgica que aumente a atividade sindptica glutamatérgica ou por
correntes idnicas (por exemplo, influxo de Na* ou efluxo de Ca*"). Como resultado,
ocorre a despolarizagdo da membrana. Acrescente-se que o equilibrio também pode
ser alterado em situacdes de atividade GABAérgica diminuida ou hiperpolarizagdo da
membrana, situagdes que podem ser provocadas, por exemplo, pelo efluxo de K* ou
influxo de CI'. Entretanto, tal fisiopatologia ¢ simplificada e ndo justifica todos os
tipos de crises ou de epilepsia, o que significa que a crise pode também ocorrer quando
a inibi¢do ¢ intensificada’®.

Ainda ndo estdo descritos na literatura mecanismos subjacentes que possam
justificar a fisiopatologia das EED e dos padrdes eletroencefalograficos comuns,
como surto-supressao, hipsarritmia e/ou ponta-onda continua durante o sono de ondas

lentas ocasionados por diferentes variantes génicas.
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As sindromes epilépticas sdo caracterizadas por tipos de crises especificas,
EEG e prognostico neurologico, ocorrendo em idade peculiar. Por exemplo, EMP,
EEDIP ou EDMISF que se iniciam nos 3 primeiros meses; SW iniciando-se entre 3 a
12 meses; € SLG ocorrendo entre 18 meses e 8 anos®’. Pode ocorrer progressdo de
uma sindrome epiléptica para outra; por exemplo, a Sindrome de Ohtahara pode
evoluir para SW e posteriormente para SLG’!. Entre as sindromes epilépticas mais
comuns da infancia, a SW ¢ a mais frequente, com uma incidéncia entre 25-
42/100.000 por ano?’.

Um numero substancial de pacientes com EED ndo apresentam fen6tipos que
se encaixam em uma sindrome epiléptica especifica’’. Variantes patogénicas em
diferentes genes podem resultar na mesma sindrome epiléptica ou EED (situacdo
denominada heterogeneidade genotipica). Nesse caso, o mecanismo fisiopatologico
proposto envolve a ideia de que alteragdes em vias neuronais semelhantes podem
determinar 0 mesmo fenotipo’!. A heterogeneidade fenotipica decorre do fato de que
variantes no mesmo gene causam diferentes fenotipos. As justificativas
fisiopatologicas seriam: tipo de variante e sua ag¢do temporal no desenvolvimento;
presenga de diferentes isoformas e a expressdo génica segundo a sua localizagao;
fatores epigenéticos; presenca de genes modificadores’!.

Muitos casos de EED sdo causados por variantes genéticas de novo. Nesses
casos, a condi¢do ndo ¢ herdada de nenhum dos pais, o que reforga a importancia da
analise de trio’!. O avango das descobertas de novos genes relacionados a epilepsia —
e, em particular, da sua grande heterogeneidade genética — tem contribuido para o
aumento do conhecimento nos mecanismos da epileptogénese’.

Os genes que causam epilepsia de etiologia genética podem justificar a sua

fisiopatologia por diferentes mecanismos subjacentes’!. Como ndo existe uma
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classificagdo estabelecida ou padronizada para esses genes, diferentes autores os
dividem de formas diversas. Especificamente, Symonds e McTague (2020) sugerem
que os genes associados a epilepsia podem ser agrupados em cinco grandes categorias
funcionais: transporte de ions; crescimento e diferenciacdo celular; regulacdo dos
processos sinapticos; transporte € metabolismo de pequenas moléculas dentro das
células; e regulagdo da transcrigdo e tradugdo do gene’s.

No presente estudo, optamos por classificar os genes relacionados a EED ou
epilepsia de origem genética em: 1. genes relacionados a funcio das membranas
(celular e internas); 2. genes que codificam proteinas localizadas no citoplasma
(genes implicados em regulacdo de vias celulares, incluindo as enzimas quinases, no
controle de proliferagdo celular e na apoptose; adesdo celular e citoesqueleto;
estrutura sindptica; além de genes mitocondriais ou localizados em outras organelas
e relacionados a doengas metabodlicas ou de EIM); 3) genes que codificam proteinas
localizadas principalmente no niticleo (responsaveis pela estrutura da cromatina,
regulacdo transcricional e processamento de d4cidos nucleicos); e 4. genes
relacionados a funcdo da matriz extracelular (Figura 10).

Os genes abordados neste referencial tedrico sdo os de interesse neste

trabalho.
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Figura 10: Genes associados a epilepsia e sua relagdo com a topografia neuronal. Modificado e
adaptado da fonte von Deimling e col. (2017)**.

4.3.1 Genes relacionados a funcio das membranas

4.3.1.1 Genes que sintetizam canais iénicos voltagem-dependentes

Os genes relacionados a fungdo das membranas podem estar localizados na
membrana celular ou em membranas internas da célula. Os canais i6nicos controlam
o influxo e efluxo de ions e tém sido tratados como um elemento chave na
fisiopatologia da epilepsia relacionada a canalopatia®*. Variantes patogénicas em
genes que codificam componentes de canais i6nicos com expressdo cerebral sdo
causas importantes de EED. Os canais de Na* voltagem-dependentes sdo compostos

por uma subunidade a (formadora do poro) e duas subunidades [3 (estabilidade da

subunidade o e excitabilidade neuronal) (Figura 11). Os canais de sédio sdo
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importantes para o inicio e conducdo do potencial de a¢do, e suas subunidades sdo
expressas de maneira especifica a cada tecido’. Os subtipos de canais Nayl.l,
Navl.2, Nayl.3, e Nayl.6 sdo codificados, respectivamente, pelos genes SCNIA,

SCN2A4, SCN34 e SCN8A, sendo expressos amplamente no SNC7>76,
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Figura 11: Canal de sédio com as subunidades. Ilustracdo do canal de
sodio evidenciando as subunidades o (4 dominios) e . Fonte: Meisler,
200576,

A epilepsia genética mais comum ¢ a Sindrome de Dravet (SD), causada
aproximadamente em 80% dos casos por variantes patogénicas de novo no SCNIA
(Sodium Voltage-Gated Channel, Alpha Subunit 1)"’. Ela pode, contudo, ser
ocasionada também por outros genes, como SCN24 e SCN8A*. Variantes
patogénicas do SCNIA podem apresentar diferentes fenotipos, como: outras EED;
epilepsia farmacossensivel; epilepsia generalizada com convulsodes febris plus (GEFS
+)*7 ou até um fendtipo intermediario de convulsdo febril com epilepsia focal
(PEFS+)™.

Variantes no SCN24 (Sodium Voltage-Gated Channel, Alpha Subunit 2)
(Nay1.2) sdo associados a diferentes fenotipos: epilepsia infantil autolimitada, EED
11 e ataxia episodica tipo 978. O canal de sddio Nay1.2 tem um papel importante na
iniciacdo e propagacao do potencial de acdo, sendo expresso em todo o SNC humano,

principalmente em neurdnios glutamatérgicos excitatorios e no cortex cerebelar. As
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sindromes epilépticas comuns sao EDMISF, SO e SW. Estudos recentes sugerem que
variantes missense com GoF em SCN2A4 estio associados a ENAL ou EEDIP,
enquanto variantes missense com LoF ou truncadas sdo associadas a TEA e DI’8,

O SCN84 (Sodium Voltage-Gated Channel, Alpha Subunit 8) codifica o canal
Nay1.6, que ¢ encontrado no SNC e no sistema nervoso periférico,
predominantemente em neurdnios excitatorios, no segmento inicial do axonio e nos
nodulos de Ranvier”. Estudos revelam que a epilepsia infantil autolimitada e a EED
sdo causadas por variantes missense associadas a GoF, enquanto as variantes
truncadas (algumas dele¢des e variantes nonsense) geram LoF. Por sua vez, variantes
que ocasionem efeito tanto de LoF quanto de GoF foram associados a DI, TEA e
transtorno do movimento, com ou sem epilepsia’®. A encefalopatia-SCN8A4 esta
associada a vdrios tipos de crises epilépticas, ADNPM, hipotonia e desordem do
movimento’®. Johannesen e col. (2021) identificam cinco fendtipos clinicos: 1.
epilepsia infantil autolimitada com cognicdo normal e crises trataveis; 2. epilepsia
intermediaria com DI leve, parcialmente farmacorresponsiva; 3. EED
farmacorresistente com DI grave; 4. epilepsia generalizada com DI leve a moderada
(crises de auséncia); e 5. auséncia de epilepsia com DI leve a moderada®.

Os canais K" controlam o potencial de membrana em repouso ¢ permitem a
repolarizacdo rapida do potencial de acdo (figura 12), constituindo-se como o maior
grupo de canais idnicos expressos no SNC’4. Genes que codificam canais de potassio
voltagem-dependentes — como, por exemplo, KCNQ2, KCNA2, KCNBI — tém sido
implicados em EED de inicio precoce, sendo variantes patogénicas do KCNQ?2 e

correspondendo a até 80% dos pacientes EED de inicio neonatal®’.
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Figura 12: Subunidade o do canal de K" voltagem-dependente e seus 6
segmentos. Os canais sdo tetrameros de subunidades o ¢ 2 subunidades
(fungdo modulatéria). O segmento 5 (S5) e o 6 (S6) formam o poro do canal,

sendo o0 S4 o sensor de voltagem. Fonte: Pellock e col. (2017)69.

O KCNA2 (Potassium Channel, Voltage-Gated, Shaker-Related Subfamily,
Member 2) codifica o Kv1.2., que € responsavel pela repolarizagdo apds um potencial
de acdo e ¢ expresso em axOnios e terminais pré-sinapticos do SNC. Variantes
patogénicas em KCNA?2 estdo associadas a EED-32, que apresenta um espectro de
desordens neurologicas que inclui EEDIP, DI e desordem do movimento®!. Déring e
col., 2021, redefiniram o fenotipo e o gendtipo das doengas neuroldgicas relacionadas
ao KCNA2, identificando, além de EED de inicio precoce, individuos com epilepsia
autolimitada, DI, paraparesia espastica hereditaria e ataxia episodica®?.

O KCNTI (Potassium Channel, Subfamily T, Member I) codifica uma
subunidade o, um canal de potassio regulado por ligante que ¢ ativado por sédio
intracelular (Kcas.1)®® € é expresso difusamente no SNC?®. Tal canal tem papel
importante na regulacdo da excitabilidade neuronal e contribui para a
hiperpolarizacdo lenta apdés um unico potencial de acdo ou disparos repetitivos
(firing)®*. Variantes patogénicas no KCNT! estio associadas a quatro fenotipos
clinicos de apresentagdes: 1. EDMIFS; 2. EED nao EDMIFS (SO, SW, entre outras);
3. epilepsia hipermotora autossdmica dominante ou esporadica relacionada ao sono

(EHS); e 4. outros fenotipos®. A EED-KCNTI ¢ de dificil tratamento, com baixa
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resposta as MACs e a algumas terapias possiveis (dieta cetogénica, quinidina,
fenobarbital e clobazam, além do canabidiol)®’.

O KCNQ? (Potassium Channel, Voltage-Gated, Kqt-Like Subfamily, Member
2) codifica a subunidade Kv7.2 dos canais de K* voltagem-dependentes, importantes
no controle da excitabilidade da rede neuronal, principalmente no cérebro imaturo,
onde o sistema GABAérgico apresenta efeitos excitatorios. Variantes patogénicas em
KCNQ? estao associadas a ENAL e EED-7, esta ultima relacionada com EEDIP
(Sindrome de Ohtahara)®®. A remissdo espontanea no grupo ENAL ocorre em cerca
de 30% dos pacientes e, quando ha necessidade de medicagdo, o fenobarbital e BCS
costumam levar a remissdo. J4 nos pacientes com EED-7, o controle das crises ¢
escasso e provavelmente alcangado com a utilizagdo de BCS®.

Os canais de calcio voltagem-dependentes (Cay) provocam um influxo de
calcio ap6s a despolarizagdo mediada pelo potencial de acdo. Cada canal de calcio é
composto por uma subunidade principal chamada de a (forma o poro), modulada por
outras subunidades B, a23 e possivel Y4 O CACNAIA (Calcium Channel, Voltage-
Dependent, P/Q Type, Alpha-1a Subunit) codifica a subunidade o do canal de célcio
P/Q neuronal, que esta relacionado a varios transtornos neurolégicos, dentre os quais:
enxaqueca hemiplégica familiar tipo 1; ataxia episodica tipo 2; ataxia espinocerebelar
tipo 6; distonia paroxistica; epilepsia, ADNPM e EED-42. Uma hip6tese emergente
para variabilidade fenotipica ¢ a de que ela seja dependente da idade do paciente®’.

O CACNA2D2 (Calcium Channel, Voltage-Dependent, Alpha-2/Delta
Subunit 2) codifica a subunidade a25-2 do canal Célcio tipo P/Q, a qual se localiza
principalmente no hipocampo e cerebelo. O mecanismo patogénico ¢ o retardo da
inativa¢do do canal, gerando um GoF do Cay e epileptogénese’. O CACNA2D2 foi

descrito pela primeira vez como um gene relacionado a EE em 2013, tendo sido
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associado a atrofia cerebelar e DI. Nos pacientes com epilepsia do tipo auséncia de
inicio precoce, variantes no CACNA2D2 devem ser ponderadas no diagnostico

diferencial®s.

4.3.1.2 Genes que sintetizam canais iénicos regulados por ligantes

Os canais HCN s3o um grupo de canais cationicos duplamente ativados: por
hiperpolarizag¢do de voltagem e pelo AMPc intracelular. Isso gera uma corrente mista
de Na" e K. O HCNI (Hyperpolarization-Activated Cyclic Nucleotide-Gated
Potassium Channel 1) codifica o canal HCN17° e variantes patogénicas no HCNI
podem ser herdadas de forma AD, levando a GoF ou a efeitos dominantes negativos.
O espectro fenotipico de epilepsia associado ao HCNI pode incluir GEFS+, epilepsias
generalizadas ou EEDIP®.

Os receptores do N-metil-D-aspartato (NMDATr) sdo canais i6nicos regulados
por ligantes (glicina e glutamato) e expressos em todo o cérebro, mediando a
neurotransmissdo excitatéria. NMDAr s3o compostos por duas subunidades GluN1,
que sdo responsaveis pela ligagdo com a glicina (e sdo codificadas pelo GRINI —
Glutamate Receptor, lonotropic, N-Methyl-D-Aspartate, Subunit 1), e duas
subunidades GluN2, de ligagdo com o glutamato (que sdo codificadas pelo GRIN2),
ou duas subunidades GIuN1 com a combina¢do de uma subunidade GIuN2 e uma
GIuN3 (codificada pelo GRIN3)*°. A ligagdo simultinea dos agonistas ativa o
receptor, abrindo o poro seletivo para cations e ocasionando um influxo de Ca** e
despolarizac¢do’!.

A desordem do neurodesenvolvimento relacionada ao GRIN] ¢ caracterizada

por ADNPM e/ou DI de grau leve a grave. As manifestacdes clinicas associadas sao:
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epilepsia, hipotonia, desordem do movimento, espasticidade, dificuldades de
alimentagdo e transtorno de comportamento. A neuroimagem pode evidenciar
malformagdo do desenvolvimento cortical (MDC) com polimicrogiria difusa e
bilateral. Embora a heranga AD seja a forma predominante, hd também relatos de
heranga AR®'. A epilepsia estd presente em cerca de 70% dos pacientes com
semiologia variada e diversos padrdes de EEG?2.

Variantes no GRIN2A estdo associadas a um espectro de desordem do
neurodesenvolvimento relacionada a atraso do desenvolvimento da fala e epilepsia.
A variabilidade fenotipica abrange desde desenvolvimento normal ou discretamente
atrasado com epilepsia autolimitada e atraso e/ou apraxia da fala at¢ EEDPOS
(Encefalopatia Epiléptica com complexos ponta-onda continuos durante o sono)®.

A desordem de neurodesenvolvimento relacionada ao GRIN2B ¢ caracterizada
por ADNPM e/ou DI associados a alteragcdes no tonus muscular (espasticidade e/ou
hipotonia), epilepsia, TEA e transtorno de comportamento. Outros achados incluem:
microcefalia, desordem de movimento e agnosia visual cortical. A epilepsia, que esta
presente em aproximadamente 50% dos individuos, geralmente ¢ farmacorresistente.
MDC ¢ evidente em uma minoria dos individuos afetados®*. O mecanismo
fisiopatologico relacionado a MCD nao estd esclarecido, e nao hé associacdo entre o
tipo de variante (truncada ou missense) € a presenca de epilepsia®.

A figura 13 ilustra alguns dos genes envolvidos na formagdo de canais de

membrana (voltagem-dependentes e regulados por ligante).
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Figura 13: Exemplos de alguns genes associados & EED que sintetizam
canais i6nicos. Adaptado da fonte Ellis e col. (2020)"%.

4.3.1.3 Genes que sintetizam proteinas de transporte transmembrana

Diversos genes que codificam SLCs (solute carrier Family — transportadores
de soluto ligados @ membrana) sdo expressos no tecido cerebral e associados a EED.
Entre eles, o mais conhecido ¢ SLC2A41 [Solute Carrier Family 2 (Facilitated Glucose
Transporter), Member 1], que codifica o transportador de glicose mais importante do
cérebro humano, o Glutl, cuja haploinsuficiéncia causa a Sindrome de Deficiéncia do
Transportador de Glicose tipo 1 (Doenga de Vivo ou Sindrome de Deficiéncia de
Glutl)”’. A Sindrome de Deficiéncia de Glutl inclui a forma cléssica e a ndo classica,
abarcando nesta ultima: coreoatetose paroxistica com espasticidade discinesia
paroxistica induzida pelo exercicio e epilepsia; epilepsia de auséncia atipica na
infancia; e EMA. O diagnostico € estabelecido pela relagdo glicorraquia/glicemia (<
0,4) ou pela identificagdo de uma variante patogénica heterozigotica (ou, raramente,
variantes bialélicas) em SLC241°°.

O SLCY9A46 (Solute Carrier Family 9, Member 6) codifica a proteina NHE6,
um trocador de sodio-hidrogénio (Na*/H"), com fungdes provaveis de regular o pH

intraendossomal e relacionado a defeitos na sinalizagdo endossdmica e no trafego de
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proteinas®’. Variantes no SLC9A46 estdo associadas a Sindrome de Christianson, XR,
caracterizada por DI, transtorno de comportamento (TEA e/ou TDAH), epilepsia,
ataxia, microcefalia pos-natal e anormalidades do movimento dos olhos. A epilepsia
geralmente se inicia antes dos trés anos de idade, com crises do tipo espasmos
epilépticos ou crises generalizadas tonicas, TC, mioclonicas e atdnicas®’.

O SLC3542 [Solute Carrier Family 35 (UDP-Galactose Transporter),
Member 2] codifica o transportador de soluto ligado a membrana (SLC) denominado
UDP-galactose/UDP-N-acetilgalactosamina (UGT), e variantes patogénicas sao
associadas a uma desordem congénita da glicosilagdo ligada ao X, SLC3542-CDG?.
Os sintomas neurologicos sdo graves e caracterizam-se por ADNPM, DI e epilepsia,
e o quadro ¢ frequentemente associado a hipsarritmia no EEG. Anormalidades
evidentes na RM de cranio sdo: atrofia cerebral, corpo caloso fino, atraso da
mielinizagdo e hiperintensidades na substincia branca, sem padrdo progressivo®. O
diagnostico pela isofocalizagdo de transferrina ¢ realizado em somente 15% dos
pacientes, ¢ os sintomas podem ser amenizados com a suplementacdo oral de
galactose”®.

Variantes patogénicas no ATP74 (ATPase, Cu®*"-Transporting Alpha
Polypeptide), que codificam uma transportadora transmembrana de cobre, ATPase
tipo P (ATP7A), estdo relacionadas a doenga de Menkes, sindrome do corno occipital
ou a uma forma de neuropatia motora distal'®’. A doenga de Menkes é uma doenga
neurodegenerativa, XR, caracterizada por regressdo motora, epilepsia, cabelo com
uma alteragdo caracteristica (pili torti), bochechas e fronte proeminentes e
tortuosidade vascular. Evidéncias recentes sugerem que as inje¢des de reposi¢ao de
cobre podem modificar a progressdo da doenga, desde que iniciadas nos primeiros

dias apds o nascimento'?,
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4.3.2 Genes que codificam proteinas localizadas no citoplasma

Virios genes sintetizam proteinas com fung¢do no citoplasma. Tais genes estdo
relacionados as seguintes agdes: regulacdo de vias celulares, isto ¢, sinalizagdo
(incluindo as enzimas quinases, o controle de proliferacdo celular e a apoptose);
adesdo celular e citoesqueleto; estrutura sindptica (como fusdo ou trafico de
vesiculas); fun¢do mitocondrial ou relacionada a outras organelas no qual a sua

disfuncdo ocasione o surgimento de doencas metabdlicas ou de erros inatos de

metabolismo.

4.3.2.1 Genes relacionados a regulacio de vias celulares

A proteina CDKLS5, uma quinase pertencente a familia das quinases serina-
treonina, ¢ amplamente expressa no cérebro e desempenha fungdes na proliferagao
celular, migra¢do neuronal, crescimento axonal, morfogénese dendritica e
desenvolvimento de sinapses’”!°!. Variantes patogénicas em CDKLS5 (Cyclin-
Dependent Kinase-Like 5) provocam o transtorno de Deficiéncia de CDKLS5, uma
desordem LX, com fendtipo mais grave em pacientes do sexo masculino'®?, A EED ¢
caracterizada por epilepsia farmacorresistente, DI, TEA, transtorno do movimento e
disfuncdo autondmica. Os espasmos infantis, que sdo o tipo de crise inicial, ocorrem
em 80% dos individuos com o transtorno. A epilepsia progride para um padrdo
generalizado, focal ou misto, apresentando, como tipos de crises epilépticas mais
comuns, espasmos, crises generalizadas tonicas ¢ TC!°L192, QOlson e col. (2019)
propdem trés estagios de epilepsia: 1. inicio precoce, as vezes farmacorresponsivo; 2.

EED; e 3. epilepsia multifocal e miocldnica refrataria'®!.
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As proteinas CYFIP (Cytoplasmic FMRP-Interacting Protein) sao
componentes do complexo regulador WAVE (WRC) e estdo envolvidas na dindmica
da actina. Os pacientes com variantes patogénicas no CYFIP2 evidenciam EED,
hipotonia muscular, dismorfismos sutis, DI profundo e alteragdes visuais (deficiéncia
visual e/ou estrabismo), além de alteragdes inespecificas na RM de cranio!%*1%4,

A proteina codificada por DYRKIA (Dual-Specificity —Tyrosine
Phosphorylation-Regulated Kinase 14) desempenha diferentes fungdes no
crescimento cerebral. Isso se d4 por meio da proliferacdo e diferenciagdo neuronal,
neurogénese, apoptose e plasticidade sindptica!®. Variantes heterozigdticas no
DYRK1A ocasionam a sindrome DYRKI1A, que se caracteriza por: DI, microcefalia,
convulsdes febris e/ou epilepsia, atraso ou auséncia do desenvolvimento da
linguagem, hipotonia, ataxia, dismorfismos, déficit de crescimento e dificuldades
alimentares, além de manifesta¢des psiquiatricas como TEA e hiperatividade!%.

O NEXMIF (Neurite Extension and Migration Factor) ¢ um gene relacionado
a morfogénese neuronal, bem como a migragdo e formagdo de sinapses. A DI ligada
ao X-98 ou Encefalopatia-NEXMIF ¢ um transtorno do neurodesenvolvimento
caracterizado por ADNPM, transtorno de comportamento, caracteristicas faciais
dismorficas e epilepsia de inicio precoce!®’. A EED apresenta uma sobreposi¢io entre
as sindromes de EMA e mioclonia palpebral com auséncia. Comorbidades relatadas
na literatura foram: hipotonia infantil, ataxia, microcefalia, doenca do refluxo
gastroesofagico, estrabismo e dismorfismos. Os principais tipos de crises epilépticas
identificados foram as generalizadas, e o padrao do EEG ¢ composto por complexo
ponta-onda'®’.

O ARHGEFY9 (RHO Guanine Nucleotide Exchange Factor 9) codifica a

colibistina, que ¢ importante na formacao da proteina gefirina e aglomerados GABAA
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na membrana pds-sinaptica!®®. Variantes em ARHGEFY estdo relacionadas a EED-8,
uma doenca XR, caracterizada pelo inicio da epilepsia antes dos 2 anos de idade com
ADNPM grave, hiperecplexia, epilepsia, TEA e caracteristicas dismorficas!®. Os
tipos de crises epilépticas descritas foram as generalizadas (TC, miocldnica ou tonica)
e focais!'®.

O CASR (Calcium-Sensing Receptor), um receptor da membrana plasmatica
acoplado a proteina G que ¢ expresso nas células produtoras de paratorménio da
glandula paratireoide e nas células que revestem o tiibulo renal, tem a capacidade de
detectar pequenas mudangas na concentragdo de célcio circulante!!®, Variantes
patogénicas estdo associadas a cinco fendtipos: hiperparatiroidismo neonatal;
hipocalcemia AD; hipocalcemia AD com Sindrome de Bartter; hipercalcemia e
hipocalcitria tipo 1; e suscetibilidade a epilepsia idiopatica generalizada. Pacientes
com variantes heterozigéticas no CASR foram associados a epilepsia generalizada ou
epilepsia mioclonica juvenil, sem alteracdes eletroliticas. Foi postulado que
anormalidades de sinalizagdo do cdalcio podem afetar a excitabilidade neuronal,
justificando a epilepsia' %!,

O WDR45 (WD Repeat-Containing Protein 45) codifica uma proteina
lisossomal envolvida na degradag¢ao de componentes celulares e autofagia. O acumulo
de ferro cerebral com neurodegeneragdo tipo 5 (NBIAS) ¢ denominado de
Encefalopatia Estatica da Infancia com Neurodegeneragdo na Idade Adulta
(SENDA). Trata-se de uma desordem neurodegenerativa XD que se caracteriza por
ADNPM, transtorno do movimento e caracteristicas autistas e epilepsia, com ganhos
motores € cognitivos lentos até a adolescéncia ou inicio da idade adulta''?,

Posteriormente, os pacientes desenvolvem distonia progressiva, parkinsonismo,

sinais extrapiramidais e deméncia. A neuroimagem evidencia acimulo de ferro no
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globo palido e na substancia negra, além de atrofia cerebral e cerebelar''“. A maioria

dos pacientes apresentam epilepsia com espectro variavel desde convulsdo febril até

epilepsia farmacorresistente!!3.

4.3.2.2 Genes relacionados a adesio e citoesqueleto

As proteinas da superfamilia das cinesinas (KIFs) atuam na regulacao do
transporte anterogrado e retrogrado de axonios, dendritos e sinapses de neurdnios!!“,
As cinesinas do tipo 5 (KIF5) estdo envolvidas na regulacdo da transmissdo sindptica
GABA¢érgica e glutamatérgica em neurOnios corticais e estriados. Variantes no
KIF5C (Kinesin Family Member 5C) estdo correlacionadas com MCDs sutis
(paquigiria ou polimicrogiria frontal), anormalidades do corpo caloso, epilepsia de
inicio precoce, atraso no desenvolvimento neuroldgico e auséncia de linguagem!'!>,

O DNM1 (Dynamin 1), que codifica a proteina dinamina 1, esta envolvido na
fissdo da vesicula para a endocitose sindptica e na remocdo de vesiculas sinapticas
ligadas & membrana plasmatica!'®. Variantes patogénicas heterozigdticas na DNMI
ocasionam EED-31 e podem ser responsaveis por SW e/ou SLG em até 2% dos
pacientes!'®. A EED-31 ¢é caracterizada por ADNPM precoce, epilepsia
farmacorresistente (SW evoluindo para SLG) e transtorno do movimento. O fen6tipo
mais comum ¢ DI grave a profundo e hipotonia, porém dismorfismos leves e
microcefalia foram evidentes em 40% dos pacientes. Os tipos de crises epilépticas
mais comuns sdo espasmos, mioclonicas, tonicas generalizadas, TC e crises focais!!”.

Variantes patogénicas no PCDH19 (Protocadherin 19) sdo responsaveis pela
EED-9, caracterizada por epilepsia de inicio precoce, DI e caracteristicas autistas’’-!8,

Embora os tipos de crises predominantes sejam as focais, desencadeadas por febre e
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comumente em salva, podem surgir também crises generalizadas. O fenotipo ¢é
semelhante ao da SD; contudo, em comparacdo com esta, a PCDH19 estd menos
relacionada a epilepsia mioclonica, EME desencadeado por febre e fotossensibilidade
em comparacao. O fenotipo clinico ¢ altamente variavel, variando de epilepsia bem
controlada com desenvolvimento cognitivo normal até epilepsia farmacorresistente
com DI grave!'.

As tubulinas desempenham vdarias fung¢des relacionadas a mitose, ao
transporte intracelular, & morfologia dos neurdnios e a motilidade ciliar e flagelar'?°.
Variantes heterozigoticas no TUBB3 (Tubulin Beta-3) ocasionam displasia cortical
complexa com outras malformacdes cerebrais tipo 1, uma desordem de migragdo
neuronal. Os individuos afetados apresentam DI leve a grave, estrabismo, hipotonia
axial e espasticidade. A imagem cerebral mostra malformagdes varidveis do
desenvolvimento cortical, incluindo polimicrogiria, desorganizacdo giral e fusdo dos
ganglios da base, corpo caloso fino, tronco cerebral hipoplasico e vermis cerebelar
displasico'?!,

A displasia cortical complexa com outras malformagdes cerebrais tipo 4 ¢
ocasionada por variante heterozigdtica no TUBGI (Tubulin Gamma-1) associada a
epilepsia de inicio precoce. O fenotipo mais grave inclui microcefalia, tetraplegia
espastica, agiria posterior, paquigiria frontal e cortex espesso. Em manifestagdes mais
brandas, observa-se DI moderada, sem microcefalia e com neuroimagem
evidenciando paquigiria posterior, heterotopia em banda subcortical posterior e corpo
caloso dismorfico!?2,

O complexo citoplasmatico de dineina estd implicado no transporte axonal
retrogrado, na distribui¢do de proteinas nas superficies apicais e basolaterais e na

redistribui¢do de organelas como endossomos e lisossomos'??2. Variantes no
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DYNCIHI (gene da cadeia pesada da dineina 1 citoplasmatica) foram associadas a
trés fenotipos: doenga Charcot-Marie-Tooh do tipo axonal 20; atrofia muscular
espinhal (AME) predominante nas extremidades inferiores tipo 1; e sindrome de
retardo mental AD 13. Esta tltima ¢é caracterizada por DI, defeitos de migragao
neuronal (malformagdes corticais como paquigiria posterior, polimicrogiria frontal ou
heterotopia nodular), epilepsia de inicio precoce e dismorfismos leves, podendo
apresentar ainda sinais de neuropatia periférica. Becker e col. (2020) propdem uma
nova classificacdo clinica abrangendo um espectro que vai de DYNCIHI, com
doengas neuromusculares (DNM) associadas a um fendtipo no sistema nervoso

periférico, at¢ DYNC1HI-DNM, com envolvimento concomitante do SNC!23,

4.3.2.3  Genes associados a estrutura sinaptica

A perturbagdo da exocitose sinaptica ¢ uma das principais patologias de EEDs.
Na regido pré-sinaptica, podemos relacionar os STXBPI (Syntaxin-Binding Protein
1) e STXIB (Syntaxin 1B) a maquinaria molecular que medeia a fusdo de vesiculas
sinapticas com a membrana plasmatica pré-sindptica, de modo que esses genes atuam
na liberagdo de neurotransmissores’’. A encefalopatia-STXBP1 ¢é caracterizada por
epilepsia de inicio precoce, incluindo varios tipos de crises epilépticas, dentre os quais
espasmos epilépticos, crises generalizadas e focais. Embora tenha sido descrita
inicialmente, em 2008, em pacientes com sindrome de Ohtahara, essa encefalopatia
estd associada a diversos tipos de sindromes epilépticas, como SW, SLG, SD e
fenotipo de Sindrome de Rett'?*. O EEG € caracterizado por atividade epiléptica focal,
surto-supressdo, hipsarritmia ou ondas generalizadas. Outros achados neurologicos

descritos sdo hipotonia, desordem do movimento, desordem de comportamento e
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DI'25126 J4 foram descritos varios tipos de variantes, € o mecanismo molecular
provavel ¢ o de haploinsuficiéncia ou efeito dominante negativo!?®.

As epilepsias relacionadas ao STX/B evidenciam quatro fendtipos: 1.
epilepsia autolimitada com convulsdes febris e afebris correspondendo a GEFS+; 2.
epilepsia generalizada; 3. EED com convulsdes refratirias com ADNPM de
moderado a grave; e 4. epilepsia focal. Em relacdo a associagdo gendtipo-fenotipo,
variantes missense no motivo SNARE da sintaxina-1B estdo associadas a um fen6tipo
mais grave. O mecanismo patologico molecular provavel é o de LoF'?’.

Em humanos, o complexo TRAPP ¢ formado por varias proteinas exercendo

sua fungdo na via secretora e autofagia!?®

. Van Bergen e col. (2020), ao descreverem
pacientes com variante patogé€nica no TRAPPC4 (Trafficking Protein Particle
Complex, Subunit 4) na regido intronica (c.454 + 3°>G) em diferentes etnias,
demonstram epilepsia precoce, DI grave a profunda, microcefalia progressiva, perda
auditiva neurossensorial, tetraparesia espastica com atrofia cortical progressiva e

cerebelar na neuroimagem!2%130,

Neste caso, pode ser utilizado o acrénimo
NEDESBA, que significa Transtorno do Neurodesenvolvimento, Epilepsia,
Espasticidade e Atrofia Cerebral'°,

O AP3B2 (Adaptor-Related Protein Complex 3, Beta-2 Subunit) codifica uma
subunidade neurdnio-especifica do complexo proteico adaptador (AP-3) associada ou
ndo a clatrina’®'. O AP-3 neuronal esta localizado no soma e terminais nervosos,
sendo relacionado ao transporte de proteinas da membrana vesicular do corpo celular
ao terminal nervoso. Variantes em homozigose ou heterozigose composta no AP3B2
estdo relacionadas a EED-48, caracterizada por microcefalia adquirida, ADNPM, DI,
epilepsia de inicio precoce (espasmos epilépticos ou mioclonicas), desordem de

movimento e baixa interagdo visual'32,
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O PRRT2 (Proline-Rich Transmembrane Protein 2) codifica uma proteina
envolvida na exocitose da vesicula e a maquinaria de liberagdo de

neurotransmissores!33134

. Variantes patogénicas no PRRT2 geram um espectro de
desordens clinicas, incluindo: discinesia cinesigénica paroxistica; epilepsia infantil
familiar autolimitada; ataxia episddica; e enxaqueca hemiplégica. Na maioria das
vezes, o padrao de heranga ¢ AD, com ocorréncias familiares ou de novo (5% dos

casos)!3*. Ndo ha evidéncia de uma relagdo genodtipo-fendtipo entre variantes PRRT2,

e existe uma marcada variabilidade intrafamiliar dos quatros fendtipos distintos!*3.

4.3.2.4 Genes mitocondriais ou localizados em outras organelas relacionados ao
aparecimento de doen¢as metabdlicas ou de erros inatos de metabolismo

O ALGI3 (UDP-N Acetylglucosaminyltransferase Subunit) codifica uma
uridina difosfato UDP-Nacetilglicosaminiltransferase para a sintese de lipidios
ligados a oligossacarideos. Variantes de novo em ALG13 estdo associadas a uma CDG
EED-36'%, caracterizada por epilepsia, ADNPM, regressio, hipotonia e desordem do
movimento, além de dismorfismos e microcefalia. A epilepsia € farmacorresistente, e
o tipo de crise mais comum o espasmo epiléptico, seguido de crises tdnicas,
mioclonicas, TC e focais. Esse tipo de CDG normalmente nao ¢ diagnosticado por
avaliagdes laboratoriais habituais, o que acarreta a necessidade do NGS!36.

A hiperglicinemia ndo cetdtica ¢ uma desordem do metabolismo da glicina
resultante da atividade deficiente do seu sistema enzimatico de clivagem!’. O
fenotipo mais grave (85% dos pacientes), caracterizado por ADNPM, espasticidade e
epilepsia intratavel, ¢ geralmente causado por variantes nos genes GLDC (Glycine
descarboxilase) € AMT (Aminomethyltransferase)'” 18, No fenotipo atenuado (15%

dos pacientes), o desenvolvimento ¢ varidvel, sendo evidente desordem de
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movimento (coreia ou ataxia intermitente), letargia e transtorno do comportamento!38,
O diagndstico de hiperglicinemia ndo cetotica ¢ realizado com dosagem da glicina
elevada no plasma e no LCR, neuroimagem cerebral (difusdo restrita na céapsula
interna, tronco cerebral anterior, tratos tegmentais posteriores e cerebelo) e
identificacdo de variantes patogénicas bialélicas em um dos genes'?’.

A deficiéncia de carbamoil fosfato sintetase I (CPS1) é uma desordem do ciclo
da ureia caracterizada pela triade de hiperamonemia, encefalopatia e alcalose
respiratoria do ciclo da ureia, de heranga AR'*. Embora a maioria dos casos aparece
no periodo neonatal, manifestagdes podem ocorrer em qualquer momento desde a
infancia até a idade adulta, a depender da extensdo da perda de fungdo da enzima.
Mais de 240 variantes no CPSI (Carbamoyl Phosphate Synthetase I) ja foram

1390 diagnostico precoce por meio da

descritas, sendo a maioria do tipo missense
triagem neonatal e tratamento agressivo sdo essenciais para melhorar o
prognostico!?,

O ECHS!I (Enoyl-Coa Hydratase, Short-Chain, 1, Mitochondrial) codifica a
enzima enoil-CoA hidratase de cadeia curta, que ¢ um componente importante na 3-
oxidac¢ao (acidos graxos de cadeia curta e média) e esta envolvida nas vias catabodlicas

141 'Ha a descrigdo de 3 fenotipos clinicos: 1. encefalopatia

da isoleucina e da valina
de inicio neonatal com hipotonia, crises epilépticas e acidose lactica, fendtipo
semelhante ao da sindrome de Leigh; 2. Encefalopatia do Desenvolvimento ou EED
com inicio na infancia e regressao; 3. distonia paroxistica isolada cinesiogénica (133).
Os achados de RM cerebral tipicos sdo evidentes nos trés fenotipos, com
hiperintensidade em T2 nos nucleos da base (putamen e globo palido), atrofia

cerebral, afilamento do corpo caloso e espectroscopia com pico de lactato. O

mecanismo fisiopatologico provavel estd relacionado a elevadas concentragdes de
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intermediarios toxicos de enoil-CoA, que prejudicam a fun¢do do complexo piruvato
desidrogenase (PDH) e da cadeia respiratoria mitocondrial'42,

A deficiéncia do complexo desidrogenase (PDH) pode ser causada por alteracao
nas subunidades Ela, E1B, E2 ou E3, sendo a mais comum causada pela subunidade
Ela (76%-85%)'%. O PDHAI (Pyruvate Dehydrogenase, Alpha-1) codifica a
subunidade Ela, ligada ao X, que afeta tanto mulheres quanto homens e ¢
frequentemente ocasionada por variantes de novo. Pacientes com menos de 15 a 20%
da atividade normal da PDH geralmente apresentam manifestacdes neurologicas
graves, incluindo acidose lactica neonatal, Sindrome de Leigh, miopatia e ataxia de
inicio na idade adulta. As manifestacdes neuroldgicas abrangem ADNPM,
microcefalia, hipotonia, epilepsia, hipertonia, ataxia, neuropatia periférica e distonia.
Os achados de ressonancia cerebral sdo inespecificos, incluindo atrofia cerebral,
ventriculomegalia, agenesia do corpo caloso e/ou hiperintensidade de sinal nos
nicleos da base. O tratamento ndo € curativo, porém estd indicada a reposicao de
vitamina B1 e dieta cetogénica'#*,

As aminoacil-tRNA sintetases (aaRS) s@o um grupo de enzimas cataliticas que
desempenham um papel na tradugdo de proteinas e na fosforilagdo oxidativa!.
Variantes intronicas do RARS?2 (Arginyl-TRNA Synthetase 2) foram descritas pela
primeira vez em 2007 em uma familia judia sefardita com encefalopatia infantil grave
e hipoplasia pontocerebelar tipo 6 (HPC 6) tipica'*®. A HPC representa um grupo de
desordens neurodegenerativas AR associadas a ADNPM e hipoplasia/atrofia do
cerebelo e ponte, com RM de cranio evidenciando um padrdo de “libélula” ou
“borboleta” do cerebelo!+. Posteriormente, varios autores relatam pacientes, com ou
sem HPC, associados a Encefalopatia Epiléptica de inicio neonatal, acidose lactica,

hipotonia, espasticidade, microcefalia adquirida ¢ ADNPM grave causada por



81
variantes RARS2'#7148, Nao ha correlagdes evidentes entre genotipo e fenotipo.
Acredita-se que a gravidade da doenca dependa do percentual da atividade de
aminoacilagio!”

Variantes patogénicas bialélicas no VARS2 (Valyl-tRNA Synthetase 2), que
codifica a valil tRNA-sintetase mitocondrial, ocasionam o defeito do Complexo I da
fosforilagdo oxidativa (OXPHOS) e sdo caracterizadas por encefalomiopatias ou
encefalocardiomiopatias, sendo a cardiomiopatia hipertrofica o padrdo mais

comum'°,

Os pacientes apresentam atrofia cerebelar e cerebral progressiva,
microcefalia progressiva, epilepsia farmacorresistente e lactato elevado culminando
em insuficiéncia respiratoria. A RM de cranio evidencia graus variaveis de atrofia
cerebral e cerebelar, anormalidades da substincia branca e ganglios da base!®!.

O QARSI (Glutaminyl-tRNA Synthetase 1) codifica a glutaminil-tRNA
sintetase, e variantes patogénicas bialélicas ocasionam epilepsia farmacorresistente,

atrofia cerebral, DI grave e microcefalia progressiva'?

. Varios tipos de crises
epilépticas foram relatados, sendo as mais frequentes as focais e multifocais. A

atividade de aminoacilagdo em aminoacil-RNAt sintetases nem sempre se

correlaciona com a gravidade da doenga'>?.

4.3.3 Genes que codificam proteinas localizadas principalmente no nucleo

Anormalidades em genes cujos produtos estejam relacionados a modificagdes
da estrutura da cromatina, regulacdo transcricional ou moléculas de sinalizagdo
intracelular e processamento de 4cidos nucleicos foram apontadas como a causa de

EEDs.
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4.3.3.1 Genes associados a modificacio da estrutura da cromatina

Entre os genes relacionados ao remodelamento de cromatina, o mais
conhecido ¢ 0o MECP2 (Methyl-CpG-Binding Protein 2), responsavel pela Sindrome
de Rett, uma das causas genéticas mais comuns de DI ¢ ADNPM em meninas!>.

O BCLI11B (Baf Chromatin Remodeling Complex Subunit) codifica um fator
de transcri¢do Cys2-His2 zinc finger, que esta envolvido no desenvolvimento de
células progenitoras hematopoiéticas, incluindo apoptose, proliferacdo celular e
diferencia¢do'*>. Além de sua fung¢do no sistema imunoldgico, o gene esté relacionado
ao neurodesenvolvimento humano'*. Variantes no BCLIIB que resultam em
haploinsuficiéncia causam DI com atraso na fala, dismorfismos faciais e
anormalidades das células T. Lessel e col. (2018) descreveram pacientes com
ADNPM, DI e atraso na fala, além de transtorno do comportamento (TEA, TDAH,
ansiedade), dismorfismos faciais e, muito raramente, epilepsia'>®.

Variantes patogénicas no CHD3 (Chromodomain Helicase DNA-Binding
Protein 3) sdo responsaveis pela Sindrome Snijders-Blok-Campeau, inicialmente
descrita em 2018 em pacientes com ADNPM e DI de graus variados, e estdo
associadas a caracteristicas autistas, hipotonia, atraso na linguagem, macrocefalia e
dismorfismos'’. A frequéncia de epilepsia € baixa, sendo limitada na primeira coorte
a2,8% (1/35) e, na segunda coorte, a 16,6 % (4/24)'3%. O CHD3 codifica uma proteina
de remodelagdo da cromatina dependente de ATP que regula a estrutura da cromatina
e modula, assim, a expressdo génica'>’.

O EP300 (ElA-Binding Protein) codifica a p300, uma histona
acetiltransferase que regula a transcricdo via remodelacdo da cromatina e se mostra

importante nos processos de proliferagdo e diferenciagdo celular'®. A Sindrome de
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Rubinstein-Taybi tipo 2 é causada por variantes patogé€nicas no EP300 e estad
associada a um fendtipo mais leve, com menos dismorfismos faciais € melhor fun¢io
cognitiva. Verifica-se, entretanto, maior prevaléncia de microcefalia e malformacao
das estruturas Osseas faciais em comparagdo com a sindrome de Rubinstein-Taybi
tipo 1, causada pelo CREBBP (Creb-Binding Protein). Transtornos do
comportamento sao frequentes, incluindo ansiedade, hiperatividade ou agressividade.
Além disso, um quarto dos pacientes apresentam caracteristicas do TEA e descricao
de epilepsia'®.
O MEF2C (Mads Box Transcription Enhancer Factor 2) codifica um fator de
transcrigdo MEF2 (myocyte enhancer factor-2) (figura 14) que desempenha papel
fundamental na miogénese e regula o nimero de sinapses excitatdrias, a morfologia

dos dendritos e a diferencia¢do dendritica pos-sindptica!®!

. A haploinsuficiéncia do
MEF2C provoca um transtorno do neurodesenvolvimento caracterizado por:
hipotonia, movimentos estereotipados das maos, epilepsia, atraso de linguagem, DI e
transtornos comportamentais'¢!. Aproximadamente 80% dos pacientes desenvolvem

epilepsia com diferentes tipos de crise e com anormalidades na neuroimagem

(dilatagdo de ventriculos, corpo caloso fino e atraso na mielinizagio)'6?,
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Chromatin remodelling and transcription regulators

Figura 14: Exemplos de alguns genes associados a EED que afetam o
remodelamento da cromatina ou sintetizam fatores de regulagdo de
transcrigdo. Adaptado da fonte Ellis e col. (2020)"2.

4.3.3.2 Genes associados a regulacio transcricional

O ZMIZ1 (Zinc Finger Miz-Domain Containing ) codifica um coativador de
varios fatores de transcri¢do, incluindo receptor andrégeno, p53 ¢ NOTCHI. O
Transtorno do Neurodesenvolvimento com Fécies Dismoérfica e Anomalias
Esqueléticas Distais (NEDDFSA) ¢ ocasionado por variantes heterozigéticas de novo
ou rearranjo do ZMIZI. O ADNPM ¢ variavel, estando associado a transtorno do
comportamento, TEA, TDAH, DI, caracteristicas faciais dismoérficas, anomalias
oculares, hipotonia, hipermobilidade articular e anomalias esqueléticas discretas
(mdos e pés). A neuroimagem evidencia anormalidades inespecificas, incluindo
ventriculomegalia, atrofia cerebral, atraso da mielinizagdo, corpo caloso fino e atrofia
cerebelar!®3.

O SATBI (Special AT-Rich Sequence-Binding Protein 1) codifica um fator de
transcri¢do com fun¢do no desenvolvimento e maturagdo de células T. O papel do
SATBI no desenvolvimento cerebral foi estabelecido por den Hoed e col. (2021), que

identificaram variantes heterozigoticas no SATB/ em 42 pacientes com atraso no
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desenvolvimento, dismorfismos faciais e anomalias dentdrias (DEFDA)'%,
Manifestagdes associadas descritas sdo: epilepsia, alteragdes gastrointestinais,
hipermobilidade articular e manifestagdes psiquiatricas comportamentais (TEA,
agressividade e ansiedade). A maioria das variantes ocorreram de novo, embora haja

alguns relatos de heranga AD'®4,

4.3.3.3 Genes associados ao processamento de acidos nucleicos

O SON (SON DNA-Binding Protein) codifica uma proteina importante do
complexo spliceossomo, que interfere no splicing constitutivo e alternativo e
influencia ainda na progressdao do ciclo celular, na integridade genomica e na
manuten¢do da  pluripoténcia em populagdes de células-tronco'®. A
haploinsuficiéncia no SON gera o fendtipo da Sindrome ZTTK (Sindrome Zhu-
Tokita-Takennouchi-Kim), AD, caracterizada por ADNPM e DI. Os individuos
afetados apresentam caracteristicas faciais dismorficas, hipotonia e baixa estatura,
além de anormalidades oculares e musculoesqueléticas. Em alguns casos, verificam-
se ainda cardiopatia, alteragdes urogenitais e/ou redu¢do de imunoglobulinas. A
neuroimagem pode evidenciar atrofia cortical e/ou cerebelar, padrdes de sulcacdo
anormal, corpo caloso fino e cisto aracnoide. Metade dos pacientes apresentam
epilepsia entre 1 e 6 anos de idade, sem descri¢do detalhada do tipo de crise ou
epilepsia'®.

As desordens do neurodesenvolvimento relacionadas ao PURA (Purine-Rich
Element-Binding Protein A) sdo causadas por variantes heterozigoticas de novo
(sindrome PURA) ou por dele¢io na regido 5q31.3 (sindrome da delegdo 5q31.3) 1¢7.

A “proteina A ligadora a elementos ricos em purinas” (Pur-alfa) desempenha um
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papel importante no desenvolvimento cerebral pos-natal, na proliferacdo de células
neuronais e na formacgao de sinapses. A sindrome PURA ¢ caracterizada por ADNPM
moderado a grave com auséncia de linguagem e marcha, hipotonia, hipotermia,
hipersonoléncia, dificuldades alimentares, apneias centrais e obstrutivas recorrentes,

epilepsia, desordem do movimento e visdo anormal'®’

. A epilepsia (relatada em pelo
menos 50% dos pacientes) revela-se com frequéncia farmacorressistente, e os achados
de neuroimagem sdo inespecificos. Nao hd uma associacdo gendtipo-fendtipo bem
fundamentada e a maioria das variantes estd localizada dentro das repeticdes PUR, o
que reforga a importancia dessas repeti¢des na fungdo do gene'®,

O SMCI1A4 (Structural Maintenance Of Chromosomes 14) codifica uma das
quatro subunidades que compdem a cohesina, com papel na segregacdo
cromossOmica durante a mitose, regulagdo da transcricdo e reparo do DNA!®.
Variantes SMC1A4 sdo conhecidas por causar o fen6tipo da Sindrome de Cornelia de
Lange 2 e da EED-85, com ou sem Defeitos Cerebrais da Linha Média. A EED-85 ¢
caracterizada por ADNPM, DI, atraso da fala, dismorfismos faciais e epilepsia
farmacorresistente com inicio no primeiro ano de vida'®®. Os tipos de crises sdo
variaveis, incluindo crises generalizadas ou focais, com um padrio ciclico de crises
em salvas. A neuroimagem pode ser normal, demonstrar anomalias inespecificas ou
evidenciar Defeitos Cerebrais de Linha Média (afilamento do corpo caloso fino e
holoprosencefalia semilobar). Quase todos os pacientes descritos sdo do sexo
feminino e, na grande maioria dos casos, a causa sdo variantes de novo!’’.

O AHDCI (AT-HOOK DNA-Binding Motif-Containing Protein 1)
provavelmente exerce sua fungdo, mediada pela ligagdo ao DNA, utilizando os

dominios de ligagdo AT-hook. A Sindrome de Xia-Gibbs tem apresentacdo clinica

variavel, caracterizando-se principalmente por atraso do desenvolvimento motor e de
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linguagem, hipotonia, DI, apneia obstrutiva do sono, alteracdes cerebrais (hipoplasia
do corpo caloso, simplificagdo giral e atraso de mielinizag¢do) e caracteristicas faciais

dismorficas leves'’!.

4.3.4 Genes que codificam proteinas localizadas na matriz extracelular

O COL4A1 (Collagen Type 1V, Alpha-1) codifica a subunidade a-1 do colageno
tipo IV, um componente crucial da membrana basal. As desordens relacionadas ao
COL4A1 incluem os seguintes fendtipos: porencefalia familiar AD; doenca cerebral
de pequenos vasos AD com hemorragia; sindrome de angiopatia hereditdria com
nefropatia, aneurismas e caimbras musculares de gravidade variavel; tortuosidade das

artérias da retina; e catarata congénita AD ndo sindromica'’?

. Clinicamente, a doenca
cerebral de pequenos vasos se manifesta como hemiparesia infantil, acidente vascular
cerebral (AVC) hemorragico ou isquémico, epilepsia e enxaqueca com aura isolada.
Estudos de imagem evidenciam a doenga cerebral de pequenos vasos se apresentando
com leucoencefalopatia periventricular difusa, infartos lacunares, micro-hemorragia,
espacos perivasculares dilatados e hemorragias intracerebrais profundas. MDC esta
associada a variantes COL4A1, incluindo: esquizencefalia, polimicrogiria, displasia

cortical focal e heterotopia nodulares!'’®. Essas variantes podem ser associadas ainda

a sinais de insulto vascular da substancia branca!’*.

4.4 Genes e medicina de precisiao

A medicina de precisdo vem sendo expandida em toda a medicina, com o

objetivo de oferecer um tratamento personalizado, com um alvo terapéutico, a
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desordens especificas. Em relagdo ao tratamento de epilepsia, a descoberta do gene
envolvido e de sua alteragdo molecular especifica pode proporcionar um tratamento
direcionado. Desse modo, ¢ possivel escolher a MAC nao somente pelo tipo de crise
epiléptica — se focal ou generalizada —, mas também por sua fisiopatologia*>*’.

Diagnosticar uma causa tratdvel de epilepsia e estabelecer um tratamento
precoce melhora o progndstico a longo prazo®”-'¢’, Entretanto, o tratamento especifico

esta disponivel somente para uma minoria de pacientes'®’

. Nesse sentido, o avanco
das pesquisas envolvendo o conhecimento sobre a fisiopatologia dos genes e suas
variantes pode propiciar tanto o desenvolvimento de novas MACs quanto o
aparecimento de terapias promissoras, dentre as quais se destaca a terapia
genética/génica — em particular, com o uso de oligonucleotideo antisense (ASO). A
Tabela 4 lista somente alguns exemplos de tratamentos direcionados para variantes
especificas em epilepsia de origem genética, exemplificando a medicina de

precisao®®!75,
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Tabela 4: Recomendagdes relacionadas a terapéutica de epilepsias geneticamente determinadas.

Fenétipo Gene Heranca Recomendacdes
Sindrome de deficiéncia de GLUT 1 SLC241 AD Dieta cetogénica
Epilepsia piridoxina-dependente ALDH7A1 AR Suplementagdo de Piridoxina
Deficiéncia de piridoxal-fosfato PNPO AR Suplementagao de pirodoxal-fosfato
Sindrome de Dravet (EED 6) Valproato + clobazam
Epilepsia genética SCNI4 AD (Stiripentol) e/ou Canabidiol
com convulsao febril + Evitar BCS
EED 13 /ENAL SCN84 AD Favorecer BCS
EED 11/ EDMIFS GoF: BCS
ENAL / Epilepsia genética febril + SCN24 AD LoF: evitar BCS
EED 7/ LoF: BCS
ENAL / Ohtahara / EDMIFS KCNQ? AD Bloqueador canal de K* (retigabina, ezogabina)
EED 14/
Epilepsia hipermotora relacionada ao KCNTI AD GoF: Canais de K* (Quinidina)
sono AD / EDMIFS
EED 27/ Epilepsia focal com alteragao GRIN24 AD Antagonistas de NMDAr (memantina)
da fala com ou sem DI
EED 27 GRIN2B AD Antagonistas de NMDAr (memantina)
Epilepsia relacionada-POLG POLG AR Evitar valproato
ENAL / Discenesia paroxistica PRRT2 AD CBZ

cinesiogénica

Legenda: AD: autossomico dominante; AR: autossomico recessivo; EDMIFS = Epilepsia da infancia com crises focais migratorias;
ENAL= epilepsia neonatal autolimitada; LoF (Loss-of-function) perda de fun¢do; GoF (gain-of-function) ganho de fungdo; NMDAr
= receptor de N-metil-D-aspartato; BCS= Bloqueador de canal de Na"; MACs: CBZ = Carbamazepina, OXC = oxcarbazepina, FNT
= fenitoina. Adaptada das Fontes: Striano, 2020°° e Bayat, 2021'".

5 Metodologia

5.1 Desenho do estudo

Estudo descritivo e transversal, através da analise de uma série de casos

selecionados de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo mencionados abaixo.
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5.2 Populagdo do estudo

Pacientes com idade até 18 anos, acompanhados por servicos de Neurologia
Infantil e/ou de Genética Médica no estado do Rio de Janeiro e provenientes de
hospitais publicos ou de clinicas privadas. Foi selecionada uma amostra de
conveniéncia em pacientes com epilepsia de origem genética diagnosticada por
sequenciamento de nova geracdo e classificada como definitiva ou provavelmente
patogénica, de acordo com o American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG, 2015).

O projeto foi submetido, sob o nimero CAAE: 09609319.1.0000.5269, ao
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto Nacional de Satide da Mulher, da
Crianga e do Adolescente Fernandes Figueira, tendo sido aprovado em abril de 2019
(Anexo I). O termo de consentimento ratificado pelo CEP do IFF foi assinado pelos
responsaveis no dia da entrevista ou em contato prévio, apds as orientacdes do

pesquisador a respeito do objetivo da pesquisa.

5.3 Amostra

Pacientes com epilepsias de origem genética identificadas por

sequenciamento de nova geracao (amostra por conveniéncia).

5.3.1 Critérios de inclusio:

- Ter epilepsia de origem genética identificada por sequenciamento de nova

geracdo e com variante classificada como definitiva ou provavelmente patogénica, de
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acordo com critérios do American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMGQG). Pacientes com variantes de significado incerto (VUS) foram incluidos, apds
analise criteriosa das suas caracteristicas, nos casos em que nao era possivel realizar
estudo de segregacdo para demonstrar que a condi¢do era decorrente de um evento
mutacional de novo (quando se tratava condi¢cdes de heranga autossdmica dominante
ou ligadas a0 X de cardter dominante) ou nos casos em que o estudo da fase da
variante (cis ou trans) possibilitasse uma reclassificagdo da variante.

- Ter diagnéstico de epilepsia farmacorresistente, sindromes epilépticas,
Encefalopatia Epiléptica e do Desenvolvimento ou outros tipos de epilepsia de origem
genética.

- Ter epilepsia que tenha se iniciado até os 18 anos de idade.

- Ter consentido de forma livre e esclarecida em participar desta pesquisa.

5.3.2 Critérios de exclusio:

- Ter diagnostico por sequenciamento de nova geragao feito com vistas a uma
condi¢do especifica com suspeita clinica prévia, como neurofibromatose, esclerose
tuberosa, Sindrome de Rett € Sindrome de Dravet.

- Ter alteragdes cromossdmicas conhecidas, como, por exemplo, Sindrome de
Down, dentre outras sindromes de microdele¢cdes ou microduplicagdes nas quais a
epilepsia faz parte de um cortejo sintomatico maior.

- Ter encefalopatia cronica ndo progressiva, encefalopatia hipoxico-isquémica
ou lesdes estruturais cerebrais capazes de justificar, por si proprias, a presenga da

epilepsia.
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5.4 Materiais, procedimentos e técnicas

Os pacientes ou responsaveis, além dos médicos neurologistas e geneticistas
que acompanhavam a amostra elegivel, foram entrevistados pelo pesquisador para o
preenchimento de ficha clinica sobre a histéria, exame fisico, evolugdo e resultados
de exames realizados com finalidade diagndstica. Os prontuarios médicos e resultados
dos exames complementares realizados foram revisados pelo pesquisador.

Os exames analisados foram: eletroencefalograma de curta duragdo,
videoeletroencefalograma (VEEG) ou eletroencefalograma prolongado; estudos de
neuroimagem estrutural e funcional, como tomografia e/ou ressonancia de cranio;
ultrassonografia de abdome; avaliacdo cardioldgica; potencial evocado de tronco
cerebral (BERA) e visual; exames bioquimicos ou enzimaticos utilizados para a
investigacdo de doencas metabolicas, como cromatografia de aminoacidos, perfil de
acilcarnitinas, isofocalizagdo de transferrina, amonia e acido lactico, ¢ exames
genéticos, como caridtipo, citogenética molecular, painel de epilepsia e
sequenciamento de nova geracdo (NGS) (Apéndice II). Outros estudos — como
eletroneuromiografia, polissonografia, avaliacdo oftalmoldgica e auditiva, dentre
outros relevantes no caso estudado — foram descritos nos casos em que havia
alteragoes.

Foram coletadas informacdes a respeito das variantes descritas nos resultados
do NGS dos pacientes selecionados para amostra. As variantes foram analisadas
segundo: a classificagdo baseada nos critérios da ACMG; a posi¢do cromossomica; a
regido do DNA codificante conforme transcrito analisado; a consequéncia proteica

presuntiva; o tipo de alteracdo no DNA; os repositorios populacionais (utilizando-se
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o ClinVar); a frequéncia alélica segundo o GnomAD; o padrdo de heranca; ¢ a
realizacdo do teste de trio, quando aplicavel.

O exame fisico foi realizado, sempre que possivel, de maneira presencial;
entretanto, o surgimento da pandemia do COVID-19 produziu limita¢cdes para a
realizacdo de consultas presenciais, que foram entdo substituidas por consultas on-
line e analise do prontuario. Informagdes importantes para o pleno preenchimento da
ficha de coleta de dados foram suplementadas com dados ou conhecimentos
fornecidos pelos médicos que acompanhavam os pacientes. Nao foi solicitado
nenhum novo exame complementar, sendo somente analisados os exames realizados
previamente.

Para a confirmacao diagnostica de Deficiéncia Intelectual (DI) ou a presenca
de caracteristicas do Transtorno do Espectro Autista (TEA), foram utilizadas
informagdes disponibilizadas em registros de prontudrio ou informagdes fornecidas
pelos médicos assistentes. Embora ndo tenha sido solicitada avaliagdo
neuropsicologica de forma padronizada, tal informagdo era utilizada sempre que
estava disponivel. Os critérios definidores empregados para o diagnoéstico de DI e
TEA fundamentaram-se no Manual Diagndstico de Saude Mental (DSM IV ou V).

A analise conjunta do tipo de crise e padrao eletrografico foi realizada visando
a caracterizacdo do tipo de crise, do tipo de epilepsia ou de uma determinada sindrome
epiléptica. Foi descrita a presenca de critérios para Encefalopatia Epiléptica e do
Desenvolvimento e a idade na qual seu diagnostico foi estabelecido.

Na descri¢do do tratamento, este foi categorizado em medicamentoso e nao
farmacologico. Para cada paciente, avaliaram-se as MACs utilizadas, a resposta
medicamentosa e a presenca de efeitos colaterais. O tratamento nao farmacoldgico

(corticoterapia, estimulador do nervo vago e tratamento dietético para epilepsia)
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também foi observado, sendo descritas a resposta ao tratamento e a presenca de efeitos
colaterais que justificassem sua suspensdo. A resposta as medicagdes ou ao
tratamento ndo farmacologico no controle da epilepsia foi considerada benéfica
quando a redugdo de crises foi superior a 50%, critério utilizado pela ILAE e outros
autores.

Foi indagado ao médico assistente em que medida o diagnostico da epilepsia
de origem genética acarretou mudanca na conduta terapéutica, incluindo adequagao
das MACs, aconselhamento genético, justificativa para a gravidade clinica e

interrupc¢do de exames complementares desnecessarios.

5.5 Analise e Apresentacao dos dados

As medidas de tendéncia central (média) foram calculadas. Os dados
categoricos foram apresentados em forma de propor¢do e porcentagens. Dados
relevantes foram agrupados e apresentados em figuras e tabelas. Como o estudo ¢
descritivo, nao possibilita que seja realizado anélise estatistica.

O banco de dados foi construido em planilha do programa Excel 2021 da

Microsoft e a organizag¢do dos dados foi realizada por meio de tabelas.

6. Resultados

No periodo de abril de 2020 até dezembro de 2021, foram incluidos na
pesquisa 75 pacientes que preenchiam os critérios de inclusdo, com alteragdes
detectadas em 53 diferentes genes. Da amostra, 40 (53,3%) pacientes pertencem ao

sexo masculino e 35 (46,7%), ao sexo feminino. O tipo de sequenciamento de nova
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geracdo realizado que confirmou o diagndstico foi exoma em 56 (74,6%) pacientes,
painel genético em 18 (24%) pacientes; e sequenciamento do genoma completo em
1 (1,4%) paciente. A testagem dos pais foi realizada em 37 (49,3%) pacientes. O
exame foi financiado pelo plano de satude no caso de 46 (61,3%) pacientes, custeado
pelos responsaveis com recursos proprios no caso de 20 (26,7%) pacientes e
disponibilizado por painéis financiados pela indistria no caso de 7 (9,3%). Somente
2 (2,7%) pacientes tiveram financiamento publico (em um caso, o exame foi
realizado na prépria Instituicdo — IFF; no outro, foi custeado pelo SUS e executado
em laboratdrio particular por imposic¢ao judicial). Quanto ao intervalo de tempo entre
a solicitacdo do exame (NGS) e a sua realizacdo esteve, tivemos essa informacao
disponivel em relagdo a 69 dos 75 pacientes (92%). O tempo médio de espera foi de
8 meses, variando de um periodo tao breve quanto 15 dias até um maximo de 2 anos.
Especificamente, 7 (10%) pacientes esperaram 1 més, 19 (27,5%) pacientes
aguardaram 3 meses e 10 (14,5%) esperaram 2 anos para realizagdo do exame. Dos
56 pacientes que confirmaram o diagndstico por intermédio do exoma, 4 (7,14%)
necessitaram da releitura do exoma e 3 (5,3%) foram submetidos a um novo
sequenciamento de nova geracao para a identificacdo da variante.

Em relagdo ao padrao de heranca dos 53 genes encontrados na amostra de
estudo de 75 pacientes, 50 (67%) pacientes apresentavam variantes em genes de
heranga autossomica dominante (AD), 10 (13%) apresentavam variantes em genes
com heranga autossomica recessiva (AR), 12 (16%) apresentavam padrao dominante
ligado a0 X (XD) e 3 (4%) apresentavam genes de heranga recessiva ligada ao X
(XR) (Figura 15). As informagdes referentes ao padrao de heranca das variantes e

resultado do teste de trio estdo sintetizadas na tabela 5.
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Padrao de heranga dos genes

= LX

Figura 15: Numero absoluto e¢ percentual de pacientes com genes de
heranga AD, AR e ligada ao X (LX). Os pacientes LX compreendem o
somatorio dos pacientes XD e XR.

Tabela 5: Frequéncia de pacientes e genes encontrados na amostra
classificados segundo o padrdo de heranca das variantes e teste de trio

realizados.
Tipo de Pacientes S Genes Teste de trio
Heranca  (N=75) exo (N=53) (N variantes=85)
AD 50 19F 31 26 de novo
31M 24 NT
XD 12 11F 8 6 de novo
1M 5NT
1 heranca paterna (PCDH19)
XR 3 3IM 3 1 de novo
2NT
AR 10 5F 9 4 (8) HMZ — NT
5M 3 (6) HTZ composta

herdados (RARS?2 (2), QARSI)
3 (6) HTZ presuntivamente composta
NT (CPS1, ECHS1, VARS2)

Legenda: HMZ = homozigose, HTZ = heterozigose; N = niimero; NT = progenitores ndo testados.

O total de variantes encontradas nos 75 pacientes foi de 85, sendo 41/85
(48,2%) classificadas segundo a ACMG como patogénicas, 39/85 (45,8%) como
provavelmente patogénicas e 5/85 (6%) como variantes de significado incerto (VUS).
O tipo de variante mais frequente foi a missense (49/57,7%), seguida pelas variantes
frameshift (15/17,7%), variantes em regides de sitio de splicing (8/9,4%), dele¢des

inframe (7/8,2%) e variantes nonsense (6/7,0%). (Figura 16)
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Frequéncia dos tipos de variantes
= Missense

® Frameshift

N=7; _N=6
8% ‘
_

= Splicing

Delecdo
inframe
= Nonsense

Figura 16: Numero absoluto e percentual dos tipos de variantes (N=85) encontradas nos 75
pacientes.

As variantes de significado incerto (VUS) foram incluidas de forma criteriosa
e descritas em 3 pacientes. Das 5 VUSs, temos 4 variantes relacionadas a genes com
padrdoes de heranga recessiva (2 variantes em homozigose no CACNA2D2 e 2
variantes em heterozigose composta no QARSI) e 1 variante no KCNT1 com padrao
de heranga dominante e fendtipo altamente compativel com a clinica (tabela 10),
aguardando o teste em trio dos pais.

O tipo de variante foi relacionado ao padrao de heranga na figura 17.

L4 Frameshift

L4 Nonsense

i Splicing

M Delecdo Inframe

M Missense

AD AR XD XR

Figura 17: Numero absoluto do tipo de variante em relagdo ao padrdo de heranca
encontrado nos 75 pacientes (AD, AR, XD, XR).
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Das 85 variantes encontradas, 42 (49,4%) ja foram descritas no ClinVar e 43
(50,6%) sao variantes novas. As variantes truncadas, correlacionadas a perda de
funcdo do gene, totalizaram 29 (34,2 %) (splicing, nonsense, frameshift). Na amostra,
por acaso ndo foi evidenciada a presenca de pacientes com CNV, ndo havendo
restricdo a sua sele¢do. A figura 18 correlaciona as variantes truncadas, del inframe e

missense ao padrao de heranca.

i Truncadas
7 2
M Delegao
Inframe
M Missense

AD AR XD XR

Figura 18: Numero absoluto do tipo de variante truncada, delecdo inframe e
variante missense em relacdo ao padrdo de heranga encontrado nos 75 pacientes
(AD, AR, XD, XR). Variantes truncadas (somatorios das variantes frameshift,
nonsense ¢ splicing).

Todas as variantes AD (50), XD (12) e XR (3) tinham frequéncia alélica
populacional zero determinada pelo gnomAD (Genome Aggregation Database). Nos
pacientes com variantes AR, 10 variantes tém frequéncia zero e, das 10 variantes com
frequéncia populacional (relacionadas aos genes ECHSI, QARSI, RARS2, TRAPPC4
e VARS2), a mais frequente na populagdo foi a c.454+3A>G no TRAPPC4
(68/281054) (tabela 10).

As caracteristicas e evolugdo da epilepsia na amostra sdo descritas na tabela

6, na qual se apresenta a idade da realiza¢dao do diagndstico de crises epilépticas e da
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epilepsia, o tipo de crise epiléptica, a classificacdo da epilepsia segundo a ILAE
(2017) e os achados do eletroencefalograma e neuroimagem. E importante frisar que
0 mesmo paciente pode apresentar varios tipos de crises, situagdo muito comum na
nossa amostra.

O paciente mais novo a ser diagnosticado com EED tinha 2 meses de idade no
momento do diagnostico (AMT); o mais velho, 14 anos (STXBP1). O diagnoéstico de
EED em menores de 3 meses de idade foi demonstrado em 8 pacientes (10,9%) [AMT,
KCNQ?2 (3), KCNT1, SCN8A, STXBPI (2)]; em menores de 2 anos, em 39 pacientes
(53,4%); 11 pacientes (15%) tiveram o diagndstico apds os 5 anos [BCLIIB,
COL4A41, DYRKIA, GRIN2A, KCNQ2, PDHAI, PURA, SCN84, STXBP1 (2), SON].

Em relagdo aos exames de imagem, os resultados anormais da ressonancia de
cranio evidenciam: alteragcdes inespecificas em 21 pacientes (28%), incluindo
alteracdes discretas na substancia branca, hipoplasia do vermis cerebelar, ma rotagao
de hipocampo, dentre outras que ndo permitem o diagndstico etioldégico e ndo
justificam a epilepsia; Malformac¢do do Desenvolvimento Cortical em 5 pacientes
(6,6%) (COL4A1, KIF5C, PCDH19, SON, TUBGI); e alteragdes especificas em 10
pacientes (13,3%), incluindo atrofia cortical [CYFIP2, KCNQ2 (2), STXBPI,
TRAPPC4, VARS?], atrofia cerebelar [RARS2 (2)]; difusdo restrita no trato cortico-
espinhal (AMT, CPS1), encefalopatia hipoxico-isquémica associada (COL4A41, CPS1,

KCNQ?2); e hemorragia parenquimatosa (COL4AI).



Tabela 6: Descricdo das caracteristicas em relagdo a epilepsia, tipo de
crise epiléptica, sindrome epiléptica, EED, achados eletrograficos e de
neuroimagem no total da amostra.

Caracteristicas relativas

a epilepsia

Pacientes
N, %)

Idade de inicio das crises epilépticas

12 meses (média)

Idade de inicio da epilepsia

18 meses (média)
(variagdo 1 dia — 12 anos)
<2 anos — 57 (76%)
<5 anos — 69 (92%)
> 5 anos — 6 (8%)

Diagnostico de EED

N-73 (97,3%)
3 anos 1 més (média)
(variag@o 2 meses — 14 anos)
<3 meses — 8 (10,9%)
<2 anos — 39 (53,4%)
> 5 anos — 11 (15%)

Tipo de crise epiléptica

Focal — 66 (88%)
Generalizada — 59 (78,6%)
Desconhecida — 10 (13,3%)

Nao classificada — 3 (4%)

Tipo de epilepsia

Focal — 35 (46,7%)
Generalizada — 7 (9,3%)
Combinada — 32 (42,7%)
Desconhecida — 1 (1,3%)

Sindrome epiléptica

N — 36 (48%)
EEDIP - 8 [EMP (2) + SO (6)]
EDMISF - 2
ENAL - 1
SW- 16
SLG - 14
EMA - 1
EALTC - 1
EALCTa - 1
EEDPOS - 4

EEG

N —75 (100%)
Ritmo de base:
Desorganizagdo — 52 (69,3%)
Descargas epileptiformes:
Focais — 65 (86,6%)
Generalizadas — 38 (50%)
Multifocais — 42 (56%)

Neuroimagem

CT de cranio — 50 (66,7%)
Anormal 6/50 (12%)
RM de cranio — 75 (100%)
Normal — 39 (52%)
Alteragdes inespecificas — 21 (28%)
Alteragdes especificas — 10 (13,3%)
MDC - 5 (6,6%)

Legenda: CT = tomografia magnética de cranio; EALCT = Epilepsia autolimitada centrotemporal, EALCTa
= Epilepsia autolimitada centrotemporal atipica; EEDIP = Encefalopatia Epiléptica ¢ do Desenvolvimento
infantil precoce; EDMIFS = Epilepsia da infincia com crise focais migratorias; EEDPOS = Encefalopatia
Epiléptica e do Desenvolvimento ou Encefalopatia Epiléptica com ponta-onda no sono; EMA = Epilepsia
mioclonica-atonica; EMP = Epilepsia mioclonica precoce; ENAL = Epilepsia neonatal autolimitada; MDC =
malformagdo do desenvolvimento cortical; RM = ressondncia magnética de cranio; SO = Sindrome de
Ohtahara; SW = Sindrome de West; SLG = Sindrome de Lennox-Gastaut.

100
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O resultado dos exames genéticos estd apresentado na tabela 7. Os exames de
microarranjo cromossomico foram realizados em 50% da amostra. Em 18,4%, foram
observadas alteragdes inespecificas que ndo justificam a clinica do paciente. Dos 23
(30,6%) pacientes que realizaram painel genético, 6 (26%) tiveram resultados
normais, sendo submetidos posteriormente ao exoma e confirmando assim o

diagnostico.

Tabela 7: Numero absoluto e percentual dos exames genéticos
realizados no total da amostra.

Exames genéticos realizados Pacientes
(N, %)
Caridtipo 60 (80%)
Normal — 60 (100%)
Array 38 (50%)
(microarranjo cromossomico) Normal — 31 (81,6%)
Alterado (VUS) — 7 (18,4%)
Painel genético 23 (30,6%)

Normal — 6 (26%)
Alterado — 17 (74%)
Exoma 57 (76%)
Normal — 1 (1,7%)
Alterado — 56 (98,3%)
Genoma 1(1,3%)
Alterado — 1 (100%)

Legenda: VUS = variante de significado incerto.

Viérios outros exames foram executados durante a investigacdo diagnostica,
sendo a triagem para erros inatos do metabolismo solicitada em 70 (93,3%)
pacientes. Dentre estes, foi observada amodnia alterada em 18/69 (26%), com
resultados variados e muitas vezes erroneos; lactato anormal em 11/70 (15,7%);
cromatografia de aminoacidos com resultados anormais em 4/69 (5,7%); pesquisa de
acidos organicos na urina anormal em 6/57 (10,5%); e perfil de acilcarnitinas alterado
em 3/66 (4,5%) pacientes. Nenhum desses exames foi suficiente para elucidacdo

diagnostica dos pacientes estudados.
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Em relagdo ao tratamento medicamentoso, 12 (16%) pacientes foram
considerados farmacorresponsivos, com a quantidade de MACs utilizadas variando
entre 3 ¢ 15 (Tabela 8). O tratamento nido farmacoldgico foi empregado em 17
(22,6%) pacientes, sendo uma opg¢do terapéutica nos pacientes com epilepsia
farmacorresistente. A frequéncia do emprego da dieta quanto da corticoterapia foi
utilizada em 15 (20%) pacientes. Tanto o uso de corticoterapia quanto o tratamento
dietético reduziram as crises em 7/15 pacientes. O estimulador do nervo vago foi a
terapia nao farmacologica menos implantada, tendo sido empregada em 5 (6,6%) dos

pacientes (Tabela 8).



Tabela 8: Numero absoluto e percentual dos achados em relacdo aos
tratamentos farmacolédgico e ndo farmacoldgico empregados nos pacientes

da amostra.
Descri¢oes sobre o tratamento Pacientes
ON; %) N, %)

Tratamento farmacologico
N =75 (100%)

Classificag@o segundo a resposta ao tratamento:
Farmacoresponsivo (FS) — 12 (16%)
Farmacoressistente (FR) — 63 (84%)

N° de MAC:s utilizadas
1 MAC -2 (2,6%)
2 MACs -4 (5,3%)
3 MACs - 10 (13,3%)
FS -6 (8%)
FR -4 (5,3%)
>10 MACs — 17 (22,6%)

Canabidiol — 30 (40%)
Melhora — 25 (83,3%)
Piora das crises — 1 (3,3%)
Efeitos colaterais — 5 (16,6%)

Tratamento ndo farmacologico
N =17 (22,6%)

Tratamento dietético — 15 (20%)
Resposta — 7 (46,7%)
Efeito colateral — 7 (46,7%)

BIG -2 (13,3%)
Atkins modificada — 5 (33%)
Cetogeénica classica — 13 (86,6%)

Imunoterapia — 15 (20%)
Resposta — 7 (46,6%)
Efeito colateral — 5 (33,4%)

ACTH -5 (33%)

Corticoide oral — 14 (93,4%)
Pulsoterapia — 4 (26,6%)
Ig—1(6,6%)

VNS -5 (6,6%)
Resposta — 3 (60%)
Efeito colateral — 1
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Legenda: ACTH: hormoénio adrenocorticotropico; BIG: baixo indice glicémico; FS: farmacoresponsivo: FR:
farmacorresistente; Ig; Imunoglobulina; VNS: estimulador do nervo vago; MAC: medicagdo anticrise; Resposta:
considerada redugdo de mais 50% das crises.

A frequéncia das caracteristicas clinicas, com base nos exames fisico e
neuroldgico dos 75 pacientes, estd apresentada na tabela 9. O diagnodstico compativel
com o TEA e DI, bem como a histéria familiar de consanguinidade e de epilepsia,

também foram analisados (tabela 9).



Tabela 9: Numero absoluto e percentual dos achados das
caracteristicas clinicas, baseado nos exames fisico e neurologico, em

relacdo ao total da amostra.

Caracteristicas clinicas da amostra Pacientes
N, %)
Desenvolvimento ADNPM 72 (96 %)

Perimetro cefalico

Dismorfismos
To6nus muscular

Desordem do movimento
(coreoatetose, distonia e/ou estereotipias)
Ataxia
Sindrome piramidal
Sindrome extrapiramidal
TEA

DI

Historia familiar de epilepsia
Consanguinidade

Regressao 21 (28%)
Microcefalia 25 (33,3%)
Macrocefalia 4 (5,3%)
29 (38,6%)

Hipotonia 65 (86,6%)
Hipertonia 12 (16%)

49 (65,3%)

23 (30,6%)

35 (46,6%)

11 (14,6%)
Presente 35 (46,7%)
Ausente 32 (42,7%)
NA 8 (10,6%)
Presente 57 (76%)
Ausente 8 (10,6%)
NA 10 (13,4%)
Presente 14 (18,6%)
Presente 4 (5,3%)
(AP3B2, CACNA2D2, CYFIP2, SCN24)

Legenda ADNPM = atraso do desenvolvimento neuropsicomotor; DI = Deficiéncia Intelectual; NA = nao

se aplica; TEA = transtorno do espectro autista.

104

A descrig¢do completa, abrangendo todos os pacientes com epilepsia de origem

genética segundo o gene encontrado e seus achados moleculares, estd exposta na
tabela 10. As caracteristicas de cada paciente da amostra segundo o gene encontrado,
tipo e evolucdo da epilepsia, bem como exames complementares e exame
neuroldgico, encontram-se na tabela 11.

Os médicos assistentes foram arguidos a respeito da elucidagdo diagndstica da
epilepsia de origem genética e da mudanga de sua conduta terapéutica. O relato de
que o diagnodstico modificou a terapéutica ocorreu em relagao a 52 (69,3%) pacientes,
incluindo mudanga no esquema terapéutico em 23 (30,6%) pacientes, justificativa

para a gravidade do quadro clinico em 67 (89,3%) pacientes e interrup¢do da
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realizacdo de exames desnecessarios em 68 (90,6%) pacientes. O aconselhamento
genético foi realizado com todos os pacientes.

Apds uma analise individual de cada ficha clinica, foi evidenciado que o
tratamento foi modificado apds o resultado do NGS em 24 pacientes (32%). Os genes
associados a mudanca terapéutica foram: AMT (Encefalopatia por glicina: evitar
valproato e avaliar a utilizacdo do antagonista NMDA); ATP7A (Sindrome de
Menkes: utilizagdo de histidina de cobre); CACNA 1A (utilizagdo de acetozolamina);
CPSI (Deficiéncia de Carbamilfosfato sintetase I: dieta com restricdo proteica
associada a benzoato ou fenilbutirato de so6dio); ECHS! (Deficiéncia de Enoil-CoA
hidratase 1 de cadeia curta mitocondrial: evitar valproato); KCNQ?2 (5) (associagao
de bloqueadores de canal de so6dio); PDHAI (Deficiéncia de piruvato desidrogenase
El alfa: tiamina e dieta cetogéncia); QARSI (Microcefalia progressiva, epilepsia,
atrofia cerebral e cerebelar: evitar valproato); RARS2 (2) (Hipoplasia pontocerebelar
tipo 6: evitar valproato); SCN8A (6) (associagdo de bloqueadores de canal de sodio);
SLC2A1 (Deficiéncia de Glut-1: dieta cetogénica); SCL3542 (CDG tipo IIm:
suplementagdo de galactose oral); STX/B (Epilepsia generalizada com convulsido
febril, tipo 9: uso de levetiracetam); VARS2 (Deficiéncia da fosforilacdo oxidativa

combinada 20: evitar valproato).



Tabela 10: Descri¢io dos pacientes com epilepsia de origem genética segundo o gene encontrado e achados moleculares.

Posi¢io Cromossomica (GRCh37)

Consequéncia

ClinVar

Tipo

Freq.
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GENE SEX0 exame / DNA codificante proteica ACEIE /NOID  variante Alélica transcrito G ELSEE | TR0
AHDCI F s i :27'3%'98551;%”‘3 p.(Glu270Glyfs*19) P A FS 0 ENST00000374011 AD oz o
ChrX:110.928.268 A>G P
ALGI13 F exoma ¢ 320A~G p-(Asn107Ser) 66086 MS 0 ENST00000394780 XD de novo
Chr3:49.455.407 C>A
5
AMT F exoma o T orise p-(?) P A SP 0 ENST00000458307 AR NT
Chrl5: 83.350.298 83.350.301 CGGA>C P
AP3B2 F exoma ¢.392 394delCCT homozigose p-(Leul3ldel) LP 803113 Del IF 0 ENST00000261722 AR NT
ATP7A4 painel Chrx:77'244'2)3372;%44'054 CI=C p.(Leul46Profs*3) P A FS 0 ENST00000341514 XR NT
ARHGEF9 exoma Cth:ézéS?;égi;gAﬂTA p.(Tyr267Leufs*29) LP A FS 0 ENST00000253401 XR NT
Chr14:99.640.711
BCL11B M exoma T>TCGCCGGTGTGGCTC p-(Glu821Glyfs*28) P A FS 0 ENST00000357195 AD de novo
c.2448 2461dup
CACNAIA F exoma Chrwc: lf(;ﬁ%ig,f T p.(Arg1352Gln) LP A MS 0 ENST00000636549 AD de novo
CACNA2D2 M exoma CITREaiL i) 226 p.(Leul27Pro) VUS A MS 0 ENST00000479441 AR NT
¢.380T>C homozigose
CASR M exoma Chr3:1 cz 29927 gi%“ G-T p.(Cys131Phe) P A MS 0 ENST00000638421 AD de novo
CDKL5 F exoma Cth:igS.gggi)gz 1B p.(Tyrs188%) LP A NS 0 ENST00000379996 XD NT
CDKL5 F exoma Chrxziiigggi“ CA p.(His127Asn) LP A MS 0 ENST00000379996 XD de novo
ChrX:18.622.692 C>T o P
CDKL5 F exoma c.1648C>T p-(Arg550%) P 143780 NS 0 ENST00000379996 XD NT
Chr17:7.812.606 T> TC %
CHD3 F exoma ¢.5719 5720insC p-(Lys1907GlInfs*194) LP A FS 0 ENST00000380358 AD de novo
Chr13:110.830.243 C>T P
COL4A1 M exoma ©2262G>A p-(Gly888Arg) P 209141 MS 0 ENST00000375820 AD NT
Chr13:110.827.067_110.827.050
COL4A1 M exoma ¢.3210 3227del18 p-(Ile1071_Gly1076del) LP A De IF 0 ENST 00000375820 AD de novo
. Variante 1: Chr2:211.476.997 C>G P
CPS1 F painel R p.(Arg850Gly) P . MS 0 ENST00000233072 AR NT
Variante 2: Chr2:211.512.614 G>A
C3169G oA p.(Gly1057Arg) LP A MS 0
Chr5: 156.721.843 C>T P
CYFIP2 M exoma € 259CST p-(Arg87Cys) P 430807 MS 0 ENST00000620254 AD de novo
Chr9:130.965.861 G>A P
DNM1 ‘ M exoma c112G>A p-(Gly38Ser) LP ‘ 430561 ‘ MS 0 ‘ ENST00000475805 ‘ AD de novo




107

Posi¢io Cromossomica (GRCh37)

Consequéncia

ClinVar

Tipo

Freq.

GENE SEX0 cxame / DNA codificante proteica AELIIES /NOID  variante  Alélica (R 1 Gl GG CE0
DYNCIHI M exoma Chr”:clgé'gg éf{fl &1 p.(Arg1962Cys) p o 5P5 o7 MS 0 ENST00000360184 AD NT
DYRKIA M exoma (Gl 329866%3(3:5 1=e p-(Phe299Ser) LP 59 :’9 52 MS 0 ENST00000646548 AD de novo
ECHSI M 2° exoma Variante 1: C;;L%:éi 1184'082 T p.(Gly90Arg) P I 6P299 MS 0 ENST00000368547 AR NT
Variante 2: Cil;l9()6i3>5(_“l 78.173 T>C p.(Thr266Ala) LP 802[’638 MS s 11(/)28
EP300 M exoma Chrzzc 34817' é?f:fg A=C p(2) LP A SP 0 ENST00000263253 AD NT
GRINI M rieoitm“;a (Ehis if‘l‘)ég;?:f et p.(Trp611Lew) LP A MS 0 ENST00000371561 AD de novo
GRIN2A M exoma Chrlifgf;géoj /i &1 p.(Vall444Ile) LP " 51)68 . MS 0 ENST00000330684 AD de novo
GRIN2B M r:f;:ﬁ;a cmg ;f '1772205'% jﬁ&%ﬁgfﬁgﬁ?ﬁ” p.(Cys838Phefs*69) P A FS 0 ENST00000609686 AD oz e
HCNI1 F painel CrhS ﬁfﬁg{fﬁ;’ T=A p.(11e380Phe) LP " 412979 MS 0 ENST00000303230 AD de novo
KCNA2 M s i g .li ;giiig 1=e p.(Thr374Ala) P 55 92 . MS 0 ENST00000316361 AD oz o
KCNA2 M exoma Chrl: 101';2154A6'3§0 =C p-(Arg309Gly) LP A MS 0 ENST00000316361 AD de novo
KCNQ2 M exoma Chfé’;%‘igfﬁzszgc p(?) LP A SP 0 ENST00000359125 AD NT
KCNQ2 M painel Chrzof@%‘éi? G>C p.(Arg581Gly) p 2 51)380 MS 0 ENST00000359125 AD NT
KCNQ2 M painel Chrzof;f;gf? LES p.(Tyr280Cys) LP 55 9138 s MS 0 ENST00000359125 AD NT
KCNQ2 F painel Chrzo;%gg' 5;35 G=A p.(Ser247Leu) p 0 51)878 MS 0 ENST00000359125 AD NT
KCNQ2 M painel Chrzofgbog 2.>8C7‘5 LEsS p.(The234Ala) LP A MS 0 ENST00000359125 AD NT
KCNTI F painel Chro: fflggég‘ G=A p.(Arg398Gn) p 3915)99 MS 0 ENST00000371757 AD NT
KCNTI F s (it i328883 é’if (€ p.(Ala934Tre) P ; 92’9 A MS 0 ENST00000371757 AD NT
KCNTI F painel Chrd: 103'2;463;5&0 A=G p.(Thr314Ala) VUS A MS 0 ENST00000371757 AD NT
KIF5C M s itz 1;3&%5 133 (€ p.(Glu237Lys) P ' 40P7 40 MS 0 ENST00000435030 AD oz o
MEF2C F painel Chr3:88.027.698 G>A p.(Arg218%) p A NS 0 ENST00000424173 AD NT

c.652C>T
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GENE sexo exame LRI /C;;n;o:(s)ﬁr;;éz:é&RChM) Cogii?;éc:cia ACMG fﬁ%’;;l)r va{:::: te :l:f:ia transcrito Herang¢a herdado
NEXMIF M exoma ChrX:73 20070 1o 0103 AGZG p.(Alal230Valfs*42) P 50403 FS 0 ENST00000055682 = XD de novo
PCDHI9 F it Chr)ifggf;ﬁ?ff* p.(?) LP A SP 0 ENST00000373034 XD NT
PCDHI9 F exoma Chrxfmgiljé =C p.(Asp481Gly) LP 804% s MS 0 ENST00000255531 XD paterna
PCDHI9 F exoma Chrxf?gészé‘iﬂ el p.(Ser512%) P A FS 0 ENST00000255531 XD NT

PDHAI F exoma Cth:if’lgfiggg A>G p.(His44Arg) LP A MS 0 ENST00000422285 = XD de novo

PRRT2 F it Chrm:zi’iﬂ%’ﬁi}i CCG>CCG p.(Arg217Profs*8) P ] 55 s FS 0 ENST00000358758 AD NT

PURA F exoma Chrs: 13940 a0 L CTO7CTG p.(Leul48Trpfs*77) LP A FS 0 ENST00000331327 = AD de novo

QARSI M it Sl jg'slj‘szi:ingicGTDC il Gk ) VUS A DellF 4;§28 ENST00000306125 AR e

Chﬂﬁ‘;gjijg =C p.(Tyr435Cys) VUS A MS 5 gfé o6 paterna

RARS?2 F s Vit - fggﬁfé&“% 2EE p.(Ser443Pro) P 402P1 o5 MS 5 51153/7 ,  ENST00000369536 AR i

Variante 2: cca“;ziiéf 8.338 T>G p.(His141Arg) LP A MS zg?éz . materna
RARS?2 M 2° exoma Vit “fgg;gtf“ 6> &l p.(Gly428Arg) P . 02P2 19 MS ’s 122 sg | ENST00000691725 AR paterna
Variante 2: S%ﬁé? 8.353 A>G p.(Vall136Ala) LP A MS 5 4;;2 0 materna

SATBI F r:f;:ﬁ;a g C”i .;11298C.§)>9 é G p.(Glu407Gln) P 0 5I0’8 6 MS 0 ENST00000338745 AD oz o

SCN2A4 M exoma Chr2: fféiii‘izg A=G p.(Arg1315Gly) LP . 4922 ] MS 0 ENST00000283256 = AD de novo

SCN8A M s Chrlzfiilzi‘égf (€ p.(Gly1476Ser) LP al 813482 MS 0 ENST00000354534 AD oz o

SCN8A M painel Chrufzzélsgég’ S p.(Asn984Lys) P 192317 MS 0 ENST00000354534 = AD NT
SCN8A M painel Ch“zfszé'zlg%i?r“ ol p-(Arg1872Tip) P 207"1 W MS 0 ENST00000354534  AD NT
SCN8A M exoma Ch“zf}zég%iég A=G p.(Asn1329Asp) LP 10a550 MS 0 ENST00000354534 = AD de novo
SCN8A F s Chrlzf%'loﬁfgz REE p.(Thr239Ala) LP A MS 0 ENST00000354534 AD oz e
SCN8A F ‘ exoma Chr12:52.009.292 T>C p.(Val409Ala) LP ‘ A ‘ MS 0 ‘ ENST00000354534 ‘ AD ‘ de novo

c.1226T>C
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Posi¢io Cromossomica (GRCh37) Consequéncia ClinVar Tipo Freq. .
GENE SEX0 cxame / DNA codificante proteica AELIIES /NOID  variante  Alélica transcrito 1 Gl GG CE0
Chr1:43.408.964 .
SLC2A41 M exoma c.46_47insTCATGCTGGCTCCTC + p'(AlalUallémsserCZSTr P A NS 0 ENST00000426263 AD de novo
cATCST pLeuLeu) + p.(Val21%*)
ChrX:48.767.245
SLC35A42 F genoma GTACATATCCCTA>G p.(Tyr65_Leu68del) P A Del IF 0 ENST00000616181 XD de novo
c.193_204del
SLC9A46 M exoma Chrxélé’ 3&021'93(}; gTCTT A p.(Leu283del) LP A Del IF 0 ENST00000370695 XR de novo
ChrX:53.440.214 C>A . P
SMCIA F exoma jesvant p.(Glu195%) LP Ty NS 0 ENST00000322213 XD de novo
SON M exoma Chr2 i:§;1'19231722:1§§£22G>G p.(Glu124Glyfs*5) LP A FS 0 ENST00000356577 AD NT
STXIB F exoma i ?g é éo%zggggg%zxﬂ p.(11e229_Asp230delinsAsn) LP A Del IF 0 ENST00000215095 AD de novo
STXBPI F exoma Chrd: 1332823,3]3"0 G-T p-(Asp90Tyr) LP A MS 0 ENST00000373302 AD de novo
STXBPI M exoma Chr9:13co'9‘;37t215G3 Sl p.(Met330Cysfs*2) P A FS 0 ENST00000373299 AD NT
STXBPI F exoma Chrg:li 0;;25%:1%6 CT=T p.(Pro242Leufs*6) LP A FS 0 ENST00000373299 AD NT
Chr9:130.425.622 C>T P
STXBPI M exoma ¢ 568C=T p.(Arg190Trp) P 207417 MS 0 ENST00000373302 AD NT
. Chr9:130.438.188 C>T P
STXBPI F painel 12 16CST p.(Arg406Cys) P 207431 MS 0 ENST00000373302 AD NT
STXBPI F it Chr9zlc3f£31‘(‘ii;7 (S5 DNT33T) P A NS 0 ENST00000373302 AD NT
Crh11:118.890.966 A >G P 68/
9
TRAPPC4 F exoma cASH3ASG homorigoze p.(?) P 812649 SP 581054 | ENST00000533632 AR NT
Chr16:90.002.031 G>T P
TUBB3 M exoma P p.(Arg391Leu) P 265354 MS 0 ENST00000315491 AD NT
. Chr17:40.765.949 C>T P
TUBGI M painel . 760 p.(Ser259Leu) P 437135 MS 0 ENST00000251413 AD NT
2° Exoma Variante 1: Chr6:30.886.628 C>T B 6/
VARS?2 M il g p.(Thr1971le) P Ve MS 246604  ENST00000625423 AR NT
Variante f:lii‘fffl' iiifclf CCeT=C p.(Leud72Valfs*100) LP A FS 0
ChrX:48.933.022 C>T P
9
WDRA45 F exoma sy p.(?) P - SP 0 ENST00000376372 XD NT
ZMIZI M exoma Chr10: 810'(;5227'(?55 AAC>AAC p.(GIn319Thrfs*18) LP A FS 0 ENST00000334512 AD NT

Legenda: Sexo: F = feminino; M = masculino; Exame: 2° exoma = novo exame realizado em laboratério diferente; Releitura exoma = reanalise do exoma 1 ou 2 anos ap6s o resultado inicial do exoma; ACMG: P = patogénica; LP = provavelmente
patogénica; VUS = variante de significado incerto; ClinVar: P = presente (N° ID = nimero de identificagdo) ; A = ausente; Tipo de variante: Del IF = delegdo inframe; FS = frameshift; MS = missense; NS = nonsense; SP = splicing; Heranga: AD =

autossomico dominante; AR = autossomico recessivo; XD = ligado ao X dominante; XR = ligado ao X recessivo; Freq alélica: Frequéncia Alélica determinada pelo GnomAD V.11
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Tabela 11: Descricido dos pacientes com epilepsia de origem genética segundo o gene encontrado, tipo e evoluciao da epilepsia, exames
complementares e exame neurologico.

OMIM OMIM Idade Idade inicio Tipo Sindrome Ne TTO RM Exame

GENE gene (%) doenca (#)  avaliacao R0 Epilepsia Epilepsia EED Epiléptica  MAC NF cranio neurolégico LU
AHDCI 615790 615829 9 F sa F S N 5 NA N AGD, HIPO, DMov N S
AGD grave, HIPO,
ALGI3 300776 300884 102 5m F 5m C S SW 7 NA DMov, DISMF S S
AMT 238310 605899 22l F v C S EEDIP 1 N 2 REID g, IR, s | N
DMov, BP
SW AGD grave, HIPO, MI,
AP3B2 602166 617276 5a 4m F 3m C S SLG 7 S 2 3P, DMov S S
SW AGD grave, HIPO,
ATP7A 300011 309400 3a3m M 8m C S s 3 NA 2 o S N
ARHGEF9 300429 300607 2a 4m M 9m F S N 4 NA 2 AGD, HIPO NA | N
BCLIIB 606558 618092 7a M lallm © S N 3 NA N AGD, HIPO, DISM, TC = S N
CACNAIA 601011 617106 6a 3m F 2a2m F S N 4 NA N AGD, HIPO, ATA, REG S N
CACNA2D2 607082 618501 5a 4m M 4m C S SLG 8 S N eI, HE}% DRI S N
CASR 601199 145980 4a 5m M 8m F S N 2 NA 2 MA, HIPO, DISM N N
CDKL5 300203 300672 6a Im F 22d C S EEDIP 10 N N AGD grave, HIPO, ML, | ¢ N
DMov, SP
CDKL5 300203 300672 3a 8m F 10m C S N 5 NA N HIPO, DISM, DM S N
AGD grave, HIPO, MI,
CDKL5 300203 300672 3a3m F 2m © S SW 8 N N SE. SP. DMov S N
CHD3 602120 618205 7a 4m F 2a 6m F S N 8 NA N AGD, REDGI’S}I\I;PO’ DM, S
AGD grave, MI, SP,
COL4Al 120130 175780 12a Im M 4m C S SLG 7 N 3 HIPER DMov S S
COL4A1 120130 175780 6a 10m M 8m C S SW 15 S 1 AGD gra"f/hHIPO’ SP, S N
AGD grave, MI, SP,
CPS1 608307 237300 4a Im F 10d F S N 4 NA 3 HIPER, DMov S N
CYFIP2 606323 618008 3a3m M 25d C S EEDIP 11 NA 3 AGD grave, REG, HIPO, | ¢ N

SLG SP
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DNMI
DYNCIHI1
DYRKIA

ECHSI
EP300
GRINI

GRIN24

GRIN2B
HCNI

KCNA2

KCNA2

KCNQ2

KCNQ2

KCNQ2

KCNQ2

KCNQ2
KCNTI
KCNTI
KCNTI
KIF5C

MEF2C

602377
600112
600855
602292
602700
138249
138253
138252
602780
176262
176262
602235
602235
602235
602235
602235

608167

608167

608167

604593

600662

616346
614563
614104
616277
613684
614254
245570
613970
615871
616366

613720
613720
613720
613720
613720

614959

614959

614959

615282

613443

11a3m
6a 3m
8a lm
13a 6m
8a2m
11m
4a
S5alm
4a
6a 2m

9m

Sm

14a 6m

16a

5a

7a Sm

3a 6m

£ " g g £ g £ g 8§ B KK

oo}

i

2a
4a2m
19m
6a 9m
3a4m
2m
Im
la5Sm
3m
17d
3d
1d
2d
6m
6m
2d

3m

2allm

m O O m m m ™ ™ ™ o]

oo}

v »nn v v v wv

N

N
EALCTa
EEDPOS

N

N

N

N

ENAL
EEDPOS

SW
EEDIP
N

N

N

EDMISF

N

N

13

13

13

12

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
NA
NA

NA

NA
NA

NA

NA

NA

z w Z z Z o z z Z

z Z z ®©

—_

AGD, HIPO, DM, DISM
AGD grave, HIPO

AGD, ML, TC

AGD grave, MI, DM,
HIPO, DMov, SP, SE

AGD, HIPO, MI, DISM

HIPO, MA

AGD, HIPO, ATA,
DMov

AGD, HIPO
AGD, HIPO, SP, DISM
AGD, HIPO, DMov
AGD, MA, HIPO
AGD, ML, SP, SE
N
AGD grave, HIPO, SP
AGD grave, HIPO, MI

AGD, HIPO, DMov

AGD grave, REG, HIPO,
DMov, SP, SE
AGD grave, HIPO, SP,
DMov, ATA
AGD grave, HIPO, SP,
MI, DMov
AGD grave, REG, HIPO,
SP
AGD, HIPO, ATA,
DISM

NA

wn

©»w wnn o wn Z

NA

v w»n Z wn

NA
NA
NA

NA
NA
NA
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NEXMIF 300524 300912 C S EEDPOS AGD, HIPO, DMov, TC S S
PCDHI19 300460 300088 5a 7m F la3m F S N 5 NA 1 DMov, Atraso ling N S
PCDH19 300460 300088 7a F la4m F S N 6 NA N AGD, HIPO, ATA s s
PCDH19 300460 300088 9a Im F 1lm C S N 10 N N AGD, ATA, DMov S S
PDHAI 300502 312170 15a F 4a C S N 5 S N AGDI’{E%?’S%T’S?SM’ S N
PRRT? 614386 605751 l1a F 9a F N EALCT 3 NA N N N N
PURA 600473 616158 152 3m F 12a G S SLG 10 S N AGlgirgg’é{ﬁg; ML, S S
0ARS1 603727 615760 2a M Tm F S N 7 N N AGD,REG,HIPO,MI N N
RARS?2 611524 611523 3a5m F 6m C S SSLVE; 13 S 3 AGSC%?;KE?SMTVPO’ S S
RARS? 611524 611523 5a3m M 2m c S o 7 S 3 == fggf%ﬁgo’ ML g | g
SATBI 602075 619228 6a F 3m C S SLG 5 NA N AGI;)ISngZVg’PI,{II)I;&)(’)i‘“’ S S
SCN24 182390 613721 7a M 3m C S SwW 6 NA 2 AGD, HIPO, SP S N
SCN8A 600702 614558 142 M Sm C S EESDLPGOS 9 S 2 AGD, TC, DMov S S
SCN8A 600702 614558 lallm M 4m F S N 4 NA N HIPO, Atraso ling NA N
SCN8A 600702 614558 la7m M 3m F S N 10 NA N AGD grave, HIPO,ATA NA = NA
SCN8A 600702 614558 9a M 6m F S N 13 N N == %FTV:, Ig;;[HIPO’ S S
SCN8A 600702 614558 14a 3m F 4m C S SSLVE; 10 S N AGD %ﬁz’v IT’ISII’,HIPO’ S S
SCN8A 600702 614558 10m F 3m G S SW 6 N 2 A grgﬁigpo, P, NaA | NA
SLC2A41 138140 612126 13a M la 10m F S N 4 S 2 AGD, HIPO, SC S
SLC3542 314375 300896 10a 6m F 2m C S Eg\?vlp 14 N 2 AGDD%E";‘Z’SII{,IPO’ s
SLC9A6 300231 300243 7a 6m M la 9m C S N 5 NA 2 AgTD A?SI\G/[’O}VI’H;)%;C’ S S
SMCIA 300040 301044 5a F 1a c S SLG 12 S N | AGDgrave,REG HIPO, | o |

ATA, DISM
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OMIM OMIM Idade Idade inicio Tipo Sindrome Ne TTO RM Exame

GENE gene (%) doenca (#)  avaliacao Pl Epilepsia Epilepsia EED Epiléptica  MAC NF cranio neurolégico LR 0z
SON 182465 617140 13a 4m M 9a F S N 4 NA 1 AGD, HIPO, SP, DMov S S
STXIB 601485 616172 11a 5m F la 4m F S EMA 5 NA N AGD, HIPO, SC S N
AGD grave, HIPO,
STXBPI 602926 612164 18a F 2m F S N 10 NA N DMov. SC, SP, SE S S
STXBPI 602926 612164 6a 4m M 3m C S EI;\?VIP 8 NA 2 AGD, HIPO, SP, DMov S S
STXBPI 602926 612164 13a 6m F 2m C S SW 6 S 2 AGD grave, HIPO, ATA S S
STXBPI 602926 612164 6a2m M 3m F S N 3 NA N AGD, HIPO, DMov, TC S S
STXBPI 602926 612164 8a 9m F Im C S EEDIP 5 NA 2 AGD, HIPO, DMov S S
STXBPI 602926 612164 3a7m F 20d C S EEDIP 7 NA N AGD, gll\f[)(?\; ATA, S S
TRAPPC4 610971 618741 4a3m F 3a 8m D S N 4 NA 3 AGD grave, REG, MI, S N
SP, SE, DMov
EDMISF AGD grave, HIPO, MI,
TUBB3 602661 614039 7a1llm M 8m C S SLG 11 S 2 SP. DMov S S
TUBG1 191135 615412 2a2m M 3m C S N 7 NA 1 S graves’fl,\“’ HIPER, | N
2a9m SW AGD grave, REG, MI,
VARS2 612802 615917 (6bito) M Sm G S SLG 8 S 3 HIPER, SP, SE, DMov NA NA
WRD45 300526 300894 Ta F 2a2m C S N 2 NA 3 N, atraso motor fino S N
ZMIZ1 607159 618659 14a 1m M Sa F N N 3 NA 2 HIPO, DISM N N

Legenda: OMIM (#): Online Mendelian Inheritance In Man — nimero do fen6tipo); OMIM (*): Online Mendelian Inheritance In Man — niimero do gene); Tipo de Epilepsia: C = combinada, F
= focal, G = generalizada, D = desconhecida; Sindrome Epiléptica: EALCT = Epilepsia autolimitada centrotemporal, EALCTa = Epilepsia autolimitada centrotemporal atipica, EEDIP =
Encefalopatia Epiléptica e do Desenvolvimento infantil precoce, EEDPOS = Encefalopatia Epiléptica e do Desenvolvimento ou Encefalopatia Epiléptica com ponta-onda no sono; EDMIFS =
Epilepsia da infancia com crises focais migratorias, EMA = Epilepsia mioclonica-atonica, ENAL = Epilepsia neonatal autolimitada, SW = Sindrome de West; SLG = Sindrome de Lennox-Gastaut.
MAC = medicag¢ao anticrise; TTO NF = tratamento nao farmacologico eficaz: S = sim, com resposta; N = ndo, sem reposta, NA = ndo se aplica, ndo foi realizado. RM cranio: N = normal, 1
= malformagao do SNC; 2 = alteragdes inespecificas; 3 = alteragdes especificas. Exame neurolégico: informagdes mais relevantes do exame neurolégico; AGD = atraso global do desenvolvimento;
ATA = ataxia; DISM = dismorfismos; TC = transtorno do comportamento; DMov = desordem do movimento; HIPO = hipotonia; HIPER = hipertonia, SC = sindrome cerebelar; SP = sindrome
piramidal; SE = sindrome extrapiramidal; MI = microcefalia; MA = macrocefalia; N = normal, REG = regressdo do desenvolvimento. DI = Deficiéncia Intelectual; TEA = transtorno do espectro
autista; NA = ndo se aplica; S = sim; N= ndo.
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Os 53 genes relacionados a epilepsia de origem genética foram classificados,
de acordo com a sua fung¢do ou topografia neuronal, em quatro grupos principais.

1° grupo: genes que codificam proteinas relacionadas a funcdo das
membranas. Estes totalizam 15 genes (observados em 27 pacientes). Dentre eles,
verificam-se: 7 genes (19 pacientes) que sintetizam canais i0nicos voltagem-
dependentes [CACNAIA, CACNA2D2, KCNA2 (2), KCNQ?2 (5), KCNTI (3), SCN24,
SCN8A (6)]; 4 genes (4 pacientes) associados a canais i6nicos regulados por ligantes
(HCNI, GRINI, GRIN2A, GRIN2B); e 4 genes (4 pacientes) relacionados a proteinas
de transporte transmembrana (ATP7A, SLC2A1, SLC9A46, SLC35A42) (tabela 12).

2° grupo: genes que codificam proteinas localizadas no citoplasma. Estes
totalizam 23 genes (observados em 36 pacientes). Dentre eles, verificam-se: 7 genes
(9 pacientes) implicados na regulacao de vias celulares (ARHGEFY9, CASR, CDKL5
(3), CYFIP2, DYRKIA, NESMIF, WDR45); 6 genes (8 pacientes) associados a
alteracao da adesdo celular e citoesqueleto (DNM1, DYNCIHI, KIF5C, PCDH19 (3),
TUBB3, TUBGI); 5 genes (10 pacientes) relacionados a estrutura sinaptica (4P3B2,
PRRT2, STXBPI (6), STXIB, TRAPPC4), 8 genes (9 pacientes) pertinentes ao
aparecimento de doengas metabdlicas ou de erros inatos de metabolismo (ALGI3,
AMT, CPS1, ECHS1, PDHAI, QARSI, RARS2 (2), VARS?2) (tabela 13).

3° grupo: genes que codificam proteinas com funcdo localizada
principalmente no nucleo. Estes perfazem 10 (10 pacientes). Dentre eles, observam-
se: 4 genes (4 pacientes) relacionados a modificacdo da estrutura da cromatina
(BCL11, HCD3, EP300, MEF2(C); 2 genes (2 pacientes) associados a fatores de
transcri¢do (SATB1, ZMIZ1); 4 genes (4 pacientes) relacionados ao processamento de

acidos nucleicos (AHCD1, PURA, SMCI1A4, SON) (tabela 14).
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4° grupo: gene que codifica proteina localizada na matriz extracelular. Neste

grupo, ha apenas 1 gene (2 pacientes) (COL4A1) (tabela 15).

Tabela 12: Numero de pacientes identificados com variantes patogénicas ou
provavelmente patogénicas em genes que codificam proteinas transmembrana,

subdivididos segundo classificacdo funcional.

Gene OMIM LI OMIM Fenétipo N°
(*) P #) OMIM pacientes
Canais ionicos voltagem-dependentes (N=19)
CACNAIA 601011 1 617106 EED 42 1
CACNA2D2 607082 NA 618501 ~ Atrofiacerebelar, epilepsia e 1
atraso global variavel
KCNA2 600397 0,91 616056 EED 26 1
KCNA2 600397 0,91 ND ND 1
KCNQ2 602235 1 613720 EED 7 5
KCNTI 608167 0 614959 EED 14 3
SCN24 182390 1 613721 EED 11 1
SCN8A 600702 1 614558 EED 13 6
Canais iénicos regulados por ligantes (N=4)
HCNI 602780 1 615871 EED 24 1
ADNPM com ou sem
GRINI 138249 0,98 614254 movimentos hipercinéticos e 1
crises epilépticas, AD
GRIN2A 138253 1 245570 Epilepsia focal com atraso na 1
fala, com ou sem DI
GRIN2B 138252 1 613970 DIAD 6, com ou sem 1
epilepsia
Proteinas de Transporte transmembrana (N=4)
ATP74 300011 1 309400 Sindrome de Menkes 1
Deficiéncia de Glut-1
SLC2A41 138140 0,99 614847 sk 59 Vi) 1
Sindrome ligada ao X com
SLC946 300231 1 300243 RM, tipo Christianson com 1
epilepsia
SLC3542 314375 0,72 300896 CDG tipo ITm 1

Legenda: AD: AutossOmica dominante, ADNPM: Atraso de desenvolvimento neuropsicomotor; CDG: Desordem
Congénita da Glicosilagdo; EED: Encefalopatia Epiléptica e do Desenvolvimento; DI: deficiéncia intelectual; pLI:
probability of being loss-of-function intolerant (probabilidade de que a célula tolere ou ndo a perda de fun¢do de um gene
especifico); OMIM (#): Online Mendelian Inheritance In Man — nimero do fenétipo); OMIM (*): Online Mendelian
Inheritance In Man — nimero do gene); NA —ndo se aplica; ND — fenétipo ndo descrito pelo OMIM; RM — retardo mental.
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Tabela 13: Numero de pacientes identificados com variantes patogé€nicas ou
provavelmente patogénicas em genes que codificam proteinas localizadas no citoplasma,
separados segundo sua funcgao.

Gene OMIM pLI OMIM Fenétipo 1.\I°
(*) (#) OMIM pacientes
Regulacio de vias celulares (N=9)
ARHGEF9 300429 1 300607 EED 8 1
CASR 601199 0,05 612899 Epilepsia genigzgzgada idiopética, |
CDKLS5 300203 1 300672 EED 2 3
G 606323 1 618008 EED 65 1
DYRKIA 600855 1 614104 Deficiéncia Intelectual AD, 7 1
NEXMIF 300524 1 300912 DI ligado ao X, 98 1
WDR45 300526 0,99 300894 NBIAS 1
Adesao celular e citoesqueleto (N=8)
DNM1 602780 1 616346 EED 31 1
DYNCIHI 600112 1 614563 Deficiéncia Intelectual AD 13 1
KIF5C 604593 1 615282 Dispﬁi?azogﬁgrfﬁigix; com !
PCDH19 300460 1 300088 EED 9 3
TUBB3 602661 0.97 614039 Displasia conicallcomplexa e MFC 1
TUBGI 191135 0.13 615412 Displasia cor’[ical4c0mplexa e MFC 1
Estrutura sinaptica (N=10)
AP3B2 602166 NA 617276 EED 48 1
PRRT2 614386 0,58 605751 Epilepsia infantil benigna, 2 1
STXBP1 612164 1 612164 EED 4 6

Epilepsia generalizada com
convulsdo febril, tipo 9

TRAPPCA4 610971 NA 618741 DN, com epilepsia, espasticidade e |
atrofia cerebral

Erros inatos do metabolismo (N=9)

STXIB 601485 0,99 616172

ALGI3 300776 1 300884 EED 36 1
AMT 238310 NA 605899 Encefalopatia por glicina 1
CPS] 608307 NA 237300 Deﬁciéncia.de Carbamilfosfato |

sintetase I
ECHSI 602292 NA 616277 Deficiéncia de Enoﬂ-CpA hldr?tase |
1 de cadeia curta mitocondrial
PDHAI 300502 1 312179 DBt T I

desidrogenase E1 alfa
Microcefalia progressiva, epilepsia,
atrofia cerebral e cerebelar
RARS? 611524 NA 611523 Hipoplasia pontocerebelar tipo 6 2

VARS? 612802 NA 615917 Deﬁ_c1ér}c1a da fo§forllacﬁo

oxidativa combinada 20
Legenda: EED: Encefalopatia Epiléptica e do desenvolvimento; DN: desordem do neurodesenvolvimento; pLI: probability
of being loss-of-function intolerant (probabilidade de que a célula tolere ou ndo a perda de fungdo de um gene especifico);
OMIM (#): Online Mendelian Inheritance In Man — nmimero do fenétipo); OMIM (*): Online Mendelian Inheritance In
Man — ntmero do gene); NA: Ndo se aplica; NBIAS — Neurodegeneration with Brain Iron Accumulation 5
(neurodegeneragdo com acumulo de ferro 5)

QARSI 603727 NA 615760

1
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Tabela 14: Numero de pacientes identificados com variantes patogé€nicas ou
provavelmente patogénicas em genes que codificam proteinas localizadas
principalmente no nucleo e que estdo envolvidos em modificacdo da estrutura da
cromatina, em fatores de transcri¢do ou no processamento de acidos nucleicos.

Gene OMIM LI OMIM Fenétipo Ne°
*) P # OMIM pacientes

Modificadores da estrutura da cromatina (N=4)
DI, dismorfismos, atraso de linguagem e

BCLIIB 606558 0,99 613092 anormalidades de células T 1
CHD3 602120 1 618205 Sindrome Snijders Blok-Campeau 1
EP300 602700 1 613684 Sindrome de Rubinstein-Taybi 2 1

MEF2C 600662 0.02 613443 ADNPM com hipotonia, estereotipias de 1

mao e prejuizo de linguagem
Fatores de transcri¢iao (N=2)
DN com facies dismorfica e anomalia

SATBI 602075 0,99 619228 1

dentaria
IMIZ] 607159 1 618659 DN com faceis drls.morﬁ.ca e anomalias 1
esqueléticas distais

Processamento de acidos nucleicos (N=4)

AHDCI 615790 1 615829 Sindrome Xia-Gibbs 1
PURA 600473 0,94 616158 EED relacionado PURA 1
SMCIA 300040 1 301044 EED 85 1

SON 182465 1 617140 Sindrome ZTTK 1

Legenda: EED: Encefalopatia Epiléptica ¢ do Desenvolvimento; DN: desordem do neurodesenvolvimento; pLI:
probability of being loss-of-function intolerante (probabilidade de que a célula tolere ou ndo a perda de fun¢do de um gene
especifico); OMIM (#): Online Mendelian Inheritance In Man — nimero do fendtipo); OMIM (*): Online Mendelian
Inheritance In Man — nimero do gene); Sindrome ZTTK — Sindrome Zhu-Tokita-Takennouchi-Kim.

Tabela 15: Numero de pacientes identificados com variantes patogénicas ou
provavelmente patogénicas em genes envolvidos na matriz extracelular.

Fenotipo Ne
Gene ON,EIM pLI OMIM OMIM paciente
(*) *# S
COL4A41 120130 1 175780 Porencefalia familiar )

AD

Legenda: pLI: probability of being loss-of-function intolerant (probabilidade de que a célula tolere ou ndo a perda de funcéo de
um gene especifico); OMIM (#): Online Mendelian Inheritance In Man — nimero do fen6tipo); OMIM (*): Online Mendelian
Inheritance In Man — numero do gene).

Em relagdo aos genes relacionados com a evolugdo de uma sindrome
epiléptica especifica, 16 pacientes atendiam a critérios associados a Sindrome de
West, relacionada a 13 genes: ALG13, AP3B2, ATP7A, CDKL5, COL4A1, DYNCIH]I,
KCNQ2, RARS2, SCN24, SCN8A, SLC3542, STXBPI ¢ VARS2. Ja 14 pacientes

tiveram em algum momento o diagndstico de Sindrome de Lennox-Gastaut associado
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aos seguintes 12 genes: AP3B2, ATP74, CACNA2D2, COL4A1, CYFIP2, PURA,
RARS2, SMC1A, SCN8A, SATBI, TUBB3 e VARS?2. A epilepsia da infincia com crises
focais migratorias (EDMISF) foi descrita em 2 pacientes, com variantes em 2 genes:
0 KCNT1 e TUBB3. Encefalopatia Epiléptica e do Desenvolvimento com ponta-onda
no sono (EEDPOS) foi evidente em 4 pacientes, estando associada aos seguintes
genes: GRIN2B, KCNQ2, NEXMIF e SCNS8A. Epilepsia Mioclonica Atonica (EMA)
foi relacionada ao STXIB, Epilepsia Autolimitada Centrotemporal (EALCT) foi
associada ao PRRT? e Epilepsia Autolimitada Centrotemporal Atipica (EALCTa) foi

descrita no GRIN2A (tabela 16).

Tabela 16: Genes encontrados na amostra associados a sindromes epilépticas
especificas.

Sindromes Epilépticas Genes relacionados

ALGI3, AP3B2, APT7A4, CDKLS5, COL4A1, DYNCIHI, KCNQ?2,
RARS?2 (2), SCN2A4, SCN8A (2), SLC35A42, STXBPI (2), VARS2
AP3B2, APT74, CACNA2D2, COL4Al, CYFIP2, PURA, RARS?2

Sindrome de West

Sindrome
de Lennnox-Gastaut (2), SMC14, SCN8A (2), SATB1, TUBB3, VARS2
. . 1] Sindrome de Ohtahara
Encefalopatia Epiléptica Epilepsia Mioclonica
e do desenvolvimento Precoce CYFIP2, KCNQ2, SLC3542,
Infantil Precoce AMT, CDKL5 STXBPI (3)

Epilepsia infancia
crises focais migratorias
EED
com ponta-onda no sono

KCNTI, TUBB3

GRIN2B, KCNQ2, NEXMIF, SCN84

Epilepsia Mioclénica Atonica STX1B
Epilepsia autolimitada PRRT?
centrotemporal
Epilepsia autollmlrta.da GRIN2A
centrotemporal atipica
Epilepsia Neonatal
Autolimitada kene2

Legenda: nimero dos pacientes entre paréntese.
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Gragas a avancgos tecnologicos e a uma maior disponibilidade para realizacao do

sequenciamento de nova geragdo, o campo da epilepsia genética vem atravessando uma

mudanga de paradigma. Como resultado, temos testemunhado um progresso substancial

na identificacdo de genes, principalmente aqueles relacionados a EED e/ou a atraso do

neurodesenvolvimento’!7®. A era da “canalopatia”, que atribuia altera¢cdes em canais

i0nicos a epilepsia de origem genética, foi substituida pela era do “sequenciamento de

nova geracao”. Essa mudanga gerou um aumento exponencial na identificagdo de genes

relacionados a epilepsia, sendo os genes de canais i0nicos uma minoria do total”>. A cada

ano, muitos genes sao associados a atraso do neurodesenvolvimento e/ou epilepsia, com

diferentes mecanismos fisiopatologicos. Durante a nossa pesquisa, iniciada em 2018, pelo

menos 5 novos genes relacionados a epilepsia foram identificados (Figura 19)!7°.
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Figura 19: Linha do tempo da descoberta dos genes relacionados a epilepsia ¢ a descrigdo de
novos genes relacionados na amostra. Retirado e adaptado da Fonte: Helbig e col. (2016)'7°.
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Embora ndo seja objetivo deste estudo determinar a incidéncia ou prevaléncia
da epilepsia de origem genética no estado do Rio de Janeiro, ¢ interessante observar
que os genes mais frequentemente encontrados na nossa amostra foram: genes com
heranca AD: SCN8A (8%), STXBP1 (8%), KCNQ2 (6,6%), KCNT1(4%); ligada ao
XD: CDKLS5 (4%); PCDH19 (4%); e AR: RARS?2 (2,6%).

A incidéncia populacional das epilepsias genéticas permanece desconhecida,
e alguns estudos recentes buscam determinar a incidéncia de epilepsia
monogénica'””!'’®, Symonds e col. (2019), ao investigarem criangas epilépticas
escocesas com inicio das crises antes dos 3 anos de idade, verificaram diagndstico
genético em 24%'7%. A incidéncia anual global estimada de epilepsia ocasionada por
um unico gene foi de 1/2.120 nascidos vivos (47,2/100.000). O PRRT?2 foi o gene
mais comum, com incidéncia de 1/9.970 nascidos vivos, seguido por SCNI14, KCNQ?2
e SLC2A41'8. Este estudo associa a presenga do diagnostico genético ao fato de o
inicio das crises ocorrer antes dos 6 meses de vida e a presencga de crises focais afebris
(apo6s exclusdo de causas metabdlicas e estruturais). O gene mais frequente em
pacientes epilépticos abaixo de 6 meses de vida foi o KCNQ2; ja o gene mais
frequente em crises afebris em menores de 12 meses o PRRT2. Por fim, se analisado
EME febril ou afebril, o gene que se revela o mais prevalente é o SCN1A4'8,

Lindy e col. (2018), ao analisarem 8.500 pacientes com epilepsia e desordens
do neurodesenvolvimento usando painel com 70 genes (NGS) e/ou array,
identificaram uma etiologia genética em 15,4% dos pacientes, com média de idade do
diagnostico molecular de 6 anos, sendo a maioria das variantes descobertas por NGS
(90,9%)!'77. Os genes SCNI14 e KCNQ?2 foram os mais frequentes, com 24,8% e 13,2%
dos casos positivos, respectivamente. Quando analisado o contexto de heranga, o

CDKLS5 foi o gene mais frequente ligado ao X e o TPPI quando AR!”’. Symonds e
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McTague (2020) pesquisaram na literatura coortes de pacientes com epilepsia e
encontraram 24 artigos em que se relatou a utilizagdo do NGS para o diagnoéstico da
epilepsia de origem genética’. No conjunto desses 24 estudos, foi relatada uma
frequéncia de 17% de resultados positivos; além disso, os genes implicados em mais
de 50% dos resultados positivos foram SCN14, KCNQ2, CDKL5, SCN2A, STXBPI e
PCDHI197.

O nosso estudo ¢ descritivo, com uma amostra por conveniéncia no estado do
Rio de Janeiro. Por conta disso, ele apresenta peculiaridades, como a exclusdo de
pacientes que apresentam os fendtipos clinicos conhecidos como Sindrome de Dravet
(SCN14), Sindrome de Rett (MECP2) e Esclerose Tuberosa (7SCI, TSC2). A
justificativa para tal conduta reside na necessidade de enfatizar a importancia do NGS
em pacientes com epilepsia de origem genética sem um fendtipo provavel. Ao mesmo
tempo, porém, a comparagao com outros trabalhos sobre incidéncia e prevaléncia fica
comprometida por questdes metodoldgicas.

O nosso estudo observou uma frequéncia discretamente mais alta para o sexo
masculino (53,3%); esse dado, porém, tem se mostrado nao relevante na literatura,
pelo fato de os estudos oscilarem segundo a amostra estudada’?’3. Quando analisados
os pacientes com padrdo de heranca ligada ao X, notamos uma frequéncia feminina
maior que a masculina, em particular nos pacientes com variantes em XD. Isso pode
ser explicado (i) pelo fato de que as variantes patogénicas ligadas ao X em embrides
masculinos talvez sejam letais ou (ii) pelo fato de que as mutagdes de ponto talvez
ocorram com maior frequéncia na meiose masculina, levando a uma maior ocorréncia
dessas condi¢cdes em pessoas do sexo feminino. Adicionalmente, nos embrides
femininos heterozigotos a inativacdo aleatéria do cromossomo X pode levar a uma

atenuagio dos sintomas®.
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O principal tipo de NGS realizado no nosso trabalho para confirmagao
diagnéstica foi o exoma (74,6%); grande parte dos estudos, contudo, realizam painéis
de epilepsia, com um numero variavel de genes’>!”7'7® Fernandez e col. (2019)
avaliaram a relagdo custo-efetividade entre array, painel e exoma; nessa analise, 0s
dois ultimos mais econdmicos e o exoma foi tido como aquele com melhor
rendimento diagnostico!”. Symonds e McTague (2020) demonstraram resultados
semelhantes, isto €, um rendimento mais elevado em painéis (com um nimero maior
de genes) e exomas’>,

No nosso estudo, a testagem dos pais foi realizada em metade da amostra
(49,3%). Verificou-se que 33 pacientes possuem variantes de novo (dentre os 37
testados). As principais variantes de novo estio relacionadas a heranga AD (26/33, ou
78,8%), seguidas pelas variantes ligadas ao X (7/33, ou 21,2%). O teste de trio pode
ajudar a avaliar a patogenicidade de uma variante e o risco de recorréncia para a
familia. A maioria das variantes causadoras das epilepsias graves sdo de novo, com
um risco de recorréncia de aproximadamente 1%, levando-se em consideragdo a
possibilidade de mosaicismo gonadal. No entanto, ha na literatura a sugestdo de que
esse risco pode ser ainda mais elevado devido ao mosaicismo somatico parental,
mesmo quando os pais ndo sdo afetados*’>. No nosso estudo, no que se refere aos
pacientes com variantes em genes de padrao AR, aqueles em homozigose (4/10) nao
realizaram teste de trio, uma vez que essa analise ndo iria auxiliar na reclassificacao
da variante. Dos 6/10 com variantes em heterozigose composta, a testagem dos pais
foi realizada em 3/6, a fim de possibilitar a reclassificacdo das variantes em 3
pacientes, quando uma delas era uma VUS. Os outros 3/6 pacientes, que nao
realizaram o teste de trio, foram definidos com variantes em heterozigose

presumidamente composta.
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Apesar de as VUSs ndo estarem contempladas nos critérios de inclusdo da
nossa pesquisa, 3 pacientes foram mantidos no estudo pelo fato de as 5 variantes
encontradas serem associadas ao fenotipo observado nos pacientes. Das 5 variantes,
4 estdo relacionadas a genes com padrdes AR e quadro clinico compativel, € somente
1 variante est4 associada a padrao AD no KCNT1.

Lindy e col. (2018) observaram um percentual elevado de variantes herdadas
nos genes PRRT2, MECP2, KCNQ2, SCNIA ¢ PCDHI19'7. Na nossa amostra,
somente 1 paciente apresenta heranga paterna PCDH19 (XD). Dos 10 pacientes com
variantes em genes de padrao AR, 4 apresentam variantes em homozigose; destes 2
tém pais sabidamente consanguineos. A presencga de consanguinidade foi evidenciada
em 2 outras familias; entretanto, a epilepsia ndo foi relacionada a genes de padrao AR,
e sim a variantes em genes de padrdo AD (CYFIP2 e SCN2A).

O padrio de heranga mais frequente na nossa populacdo foi AD, uma
observagdo que estd em conformidade com a literatura'’”!"8, Stédberg e col (2020)
realizaram um estudo de base populacional em Estocolmo envolvendo 116 criangas
com epilepsia iniciada antes de 2 anos de idade, a fim de avaliar a utilidade do NGS
na investigacdo da epilepsia genética'®. Tal etiologia foi descrita em 20% dos casos,
sendo 17% de origem monogénica, com padrao de heranca AD seguido, nessa ordem,
pelos padrdes AR e LX!8°. No nosso estudo, epilepsias de heranga AD se mostraram
as mais frequentes, seguidas das LX (XD =12 e XR =3) e, por ultimo, das AR.

No nosso estudo, o tipo de variante mais frequente foi a missense (57,7%),
seguida pelas variantes frameshift (17,7%), variantes em regides de sitio de splicing
(9,4 %), delecdes in-frame (8,2%) e variantes nonsense (7%). Lindy e col. (2018)
encontraram 1277 variantes tipo missense, frameshift, nonsense e splicing por ordem

de frequéncia, e 137 variantes incluindo CNV e repetigdes de trinucleotideos!””.
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Heyne e col. (2018) estudaram 6.753 individuos com ADNPM e portadores de
alteracdes em variantes de novo; destes, 1.942 apresentavam epilepsia'®!. Neste
estudo as variantes missense se mostraram mais fortemente associadas a presenca de
epilepsia do que variantes truncadas (NS, FS, SP), fato grande parte impulsionado por
genes codificadores de canais i6nicos. Os genes encontrados em maior frequéncia
foram, nessa ordem, KCNQ2, SCN2A4 ¢ SCNIA (relativamente a variantes tanto
missense quanto truncadas). E sabido que as variantes missense causam epilepsia
geralmente por efeito dominante negativo (por exemplo, KCNQ?2) ou ganho de funcao
(por exemplo, SCN8A). Entretanto, estudos sugerem que alteragdes na estrutura
proteica podem desempenhar um papel maior do que a haploinsuficiéncia na
fisiopatologia do paciente com epilepsia € atraso'8!.

Um tdpico importante a ser avaliado ¢ a presenca do atraso global do
desenvolvimento anterior ou concomitante a epilepsia. Nosso trabalho mostra que
96% dos pacientes apresentam ADNPM, além de apontar para regressao do
desenvolvimento em 35% dos casos (podendo esta ultima acontecer de forma
concomitante ou posterior ao inicio do atraso). O estudo Epi4K-E2 corrobora o fato
de que 43% dos 49 individuos diagnosticados com EED apresentavam ADNPM antes
do inicio da crise e que nem sempre existe uma distingdo fenotipica evidente entre
apresentar ou ndo EED!'6. Logo, os mecanismos que resultam em uma encefalopatia
no curso de um paciente com ADNPM genético permanecem indescritiveis e podem
ser multifatoriais, isto €, ndo somente relacionados a presenca de epilepsia. A
expansdo da investigacdo de pacientes com epilepsia de provavel etiologia genética,
utilizando o NGS, proporcionou a associagdo de genes a epilepsia e encefalopatia, ou

seja, foi possivel constatar que o mesmo gene pode gerar transtornos cognitivos

independentes de anormalidades epileptiformes!®?. A heterogeneidade fenotipica é
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relatada por varios autores’!!82

e foi observada em nossa amostra — por exemplo, nas
variantes patogénicas em KCNQ2 e KCNA2.

Na nossa amostra, 5 (6,6%) pacientes apresentam MDC. No entanto, 10 genes
listados no estudo ja foram associados a MDC, dado que poderia ter elevado a
frequéncia de MDC em nossa amostra para 13,3%.

Em rela¢dao a mudanga de conduta, 69,3% dos médicos referiram mudanga no
tratamento; entretanto, quando a amostra foi analisada individualmente, verificou-se
que o tratamento foi modificado, ap6s o resultado do NGS, em 24 pacientes (32%).
O principal grupo com mudanga terapéutica foi o dos pacientes com variantes
patogénicas em genes envolvidos com EIM (8/9).

Algumas variantes génicas permitem uma associagdo genotipo-fenotipo
precisa; na maioria das vezes, porém, o espectro de fendtipos associados a um
determinado gene ¢ inexplicavel e ndo se mostra necessariamente relacionado a uma
variante particular desse gene!”®. Isso ficou evidente na nossa amostra, visto que
grande parte dos pacientes nao apresentaram associagdo genotipo-fenotipo precisa.

Quando analisada a amostra conforme a fun¢do ou topografia neuronal do
gene estabelecida nesta pesquisa (figura 10), o grupo de pacientes mais frequente foi
aquele cujos genes estdo associados a variantes que codificam proteinas localizadas
no citoplasma (36 pacientes em 26 genes, 48% da amostra), seguido pelo grupo de
pacientes relacionado a genes que produzem proteinas transmembranas (27 pacientes
em 15 genes, perfazendo 36% da amostra, incluindo os canais idnicos voltagem-
dependentes). Os grupos de pacientes com variantes em genes que sintetizam
proteinas com funcdo localizada principalmente no ntcleo (10 pacientes em 10 genes,
totalizando 13,3%) e com gene localizado na matriz extracelular (2 pacientes com 1

gene, totalizando com 2,6%) foram os menos frequentes. No entanto, se analisarmos
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a amostra segundo o seu produto proteico final, observamos que o maior numero de
pacientes esta associado a variantes em genes que codificam canais idnicos voltagem-
dependentes (N=19/25,3%), seguido pelo grupo de pacientes com variantes em genes
envolvidos na estrutura sinaptica (N=10/13,3%) (tabela 12 e 13).

Em relacdo a associacdo entre gendtipo e fenodtipo nos pacientes da nossa
amostra, serdo enfocados os casos mais frequentes e aqueles com fendtipos nao
descritos, visando a abordar dados relevantes da literatura. Apresentamos a analise de
acordo com a classificacdo dos grupos estabelecida nesta pesquisa, isto €, pela funcao
ou topografia neuronal do gene. Iniciamos pelos genes do grupo 1 e seguimos, na
ordem, com os demais grupos. E importante frisar que 50,6% da amostra apresentam
variantes novas, ndo depositadas nos repositérios de variantes (ClinVar), o que
prejudica a informagao sobre a patologia molecular de tais variantes.

No grupo 1, 23/27 (85,1%) pacientes apresentam variantes em genes que
sintetizam canais i0nicos (voltagem-dependentes e regulados por ligantes), sendo o
SCN8A o mais frequente no grupo de pacientes com variantes em canais i0nicos
voltagem-dependentes, conforme observado em 6/19 pacientes (31,5%). Dos 6
pacientes da amostra, todos apresentam variantes missense, sendo 3 ja depositadas no
ClinVar e 4 variantes de novo. A presenca de uma sindrome epiléptica foi descrita em
50% (3/6) dos nossos pacientes, com 2 individuos com critérios para SW, 2 com
critérios para SLG e 1 com EEDPOS. Kim e col. (2019) identificaram a SW como a
sindrome epiléptica inicial mais comum nos pacientes com EED-SCN8A'33. A idade
média do diagndstico de epilepsia da nossa amostra foi de 4 meses de idade,
aproximando-se assim da descri¢do de Gardella e col. (2018)'#, cujo estudo incluiu
22 pacientes. A luz da classificagio de Johannesen e col. (2021)% em cinco fendtipos

clinicos, ¢ possivel afirmar que todos apresentaram o fenotipo de EED-SCN8A, com
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epilepsia farmacorresistente”. Das variantes encontradas no nosso trabalho, a
variante p.(Argl872Trp) resulta em GoF com prejuizo da transicdo do estado aberto
do canal para o estado inativo, previamente descrita em pacientes com EEDIP'®, A
variante p.(Gly1476Ser) gera um aminoécido alterado na alga citoplasmatica entre o
IIT e IV dominios do canal de soédio, porém ndo ha estudo funcional. A variante
p-(Asn984Lys) foi descrita por Blanchard e col. (2015) em um paciente com EEDIP,
e a abertura prematura da canal gera hiperatividade neuronal com GoF!8¢

No que se refere aos 5 pacientes com variantes KCNQ2 descritos na nossa
amostra, 4 variantes foram do tipo missense e 1 foi do tipo splicing. O paciente com
a variante p.(Arg581Gly) evoluiu com ENAL, tornando-se farmacorresistente aos 5
anos (EEDPOS). Tal variante ja foi associada a um fen6tipo de SW'®7 ¢ EEDIP com
EEG com surto-supressdo'®8. O fendtipo do nosso paciente com a variante missense
p.(Ser247Leu) foi de EEDIP (SO), ja descrito por Dedek e col. (2003)'*. A EEDIP
foi associada, por Freibauer e col. (2018)"°, a EDMISF com alteragio da
funcionalidade do canal na regido do poro. A maioria das variantes KCNQ2-ENAL
geram haploinsuficiéncia, ao passo que, em pacientes com EED-KCNQ?2, gera-se
efeito dominante negativo, causado principalmente por variantes do tipo missense®’.
As variantes ¢.691-2 691-1delAG, p.(?) e p.(The234Ala), que estdo ausentes do
ClinVar, associaram-se a fenotipo de epilepsia farmacorresistente. No que tange as 3
variantes missense ja depositadas, a situacdo ¢ a seguinte: p.(Tyr280Cys) sintetiza
aminoacido localizado na regido do filtro de seletividade do canal de K;
p.(Ser247Leu) sintetiza aminoacido localizado na regido do poro, associada a EED;
p.(Arg581Gly) muda a estrutura proteica do canal no dominio C-terminal

citoplasmatico associada a ENAL e DI
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Dos 3 pacientes com variantes tipo missense no KCNT1, somente 1 evoluiu
com o fenotipo de EDMISF [p.(Thr314Ala)]. Todos apresentavam epilepsia
farmacorresistente, do tipo focal, e utilizaram pelo menos 13 MACs para o controle
parcial das crises. As variantes p.(Arg398Gln) e (p.Ala934Thr), ambas patogénicas,
estdo associadas a 2 fenotipos descritos, a EED-14 ¢ a EHS®*. A literatura recente
refere que apenas variantes missense € uma delecdo inframe foram associadas a EED-
KCNTI, indicando GoF e aumento da corrente de K*. Segundo Bonardi e col. (2021),
até o momento, nenhuma variante patogénica com LoF foi descrita (no entanto,
variantes truncadas ji foram vistas em controles saudaveis®¥). No nosso paciente com
EDMIFS, a medicagdo com melhor resposta terapéutica (reducao de 80% das crises)
foi o canabidiol. Essa possibilidade de tratamento ja foi relatada por Borlot e col
(2020)%.

Variantes de novo no KCNAZ2 causam EED associadas a LoF e/ou GoF. Na
nossa amostra a variante p.(Thr374Ala) foi associada a LoF e GoF, foi observada em
uma regido do poro altamente conservada e importante para seletividade do canal e
apresentou o fenotipo descrito por Masnada e col. (2017)3!. Déring e col. (2021)
redefiniram o fenotipo e genotipo das doencas neurologicas relacionadas a KCNA2
identificando, além de EEDIP, epilepsia autolimitada, DI, paraparesia espastica
hereditaria e ataxia episodica®>. Nosso paciente com a variante p.(Arg309Gly),
ausente no ClinVar, ndo apresentou fenotipo descrito pelo OMIM, apresentando, em
vez disso, ADNPM e epilepsia autolimitada®*

Até o momento, ¢ sabido que variantes missense em SCN24 com GoF estao
associadas a epilepsia neonatal ou EEDIP, enquanto variantes missense com LoF ou

variantes que geram proteinas truncadas estdo associadas a TEA e epilepsia de inicio
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tardio’®. A variante encontrada na nossa amostra, a saber, p.(Arg1315Gly), apresentou
o fendtipo clinico de EED-11 (SW), descrita no ClinVar.

Em relagdo aos pacientes com variantes em genes que sintetizam canais de
calcio, a variante p.(Argl352Gln) no CACNAIA nao ¢ descrita na literatura. No
entanto, j& foi observado que variantes missense que levam a substitui¢do da arginina
no segmento S4 estdo associadas a doengas mais graves®’. Ja a variante p.(Leul27Pro)
em homozigose no CACNA2D2, ausente do ClinVar, apresentou fendtipo de EED
(SLG), embora sem atrofia cerebelar, achado ja referido anteriormente®®1°1,

As variantes na nossa amostra em genes que sintetizam canais i0nicos
regulados por ligantes apresentam fenotipos semelhante aos descritos na literatura. A
variante missense p.(Trp611Leu), de novo, no GRINI, tem um fen6tipo de desordem
do desenvolvimento-GRINI°"!°2, entretanto com neuroimagem normal, ndo
evidenciando, a malformagdo cortical (polimicrogiria) descrita por Fry e col.
(2018)!3 em variantes missense no GRIN1. A variante p.(Vall14441le) no GRIN24 é
descrita na literatura (no entanto, sem estudos funcionais) e esta associada a
EALCTa%*!%* A variante do tipo frameshift p.(Cys838Phefs*69) no GRIN2B esta
ausente de repositérios de variantes e apresenta fenotipo compativel, estando
associada a TEA e EEDPOS®. A variante p.(Ile380Phe) no HCNI é descrita na
literatura (porém, ainda sem estudo funcional) com o fenétipo de EED-24 com
EEDIP#-1%,

Dentre as variantes no nosso estudo que sintetizam proteinas de transporte de
membrana, a variante nonsense p.(Alal5 Vall6insSerCysTrpLeuLeu) + p.(Val21%*)
no SLC2A1 estd ausente do ClinVar e apresentou fendtipo compativel com a
Sindrome de Deficiéncia de GLUT1 de forma atipica. A epilepsia se iniciou aos 22

meses, porém o diagndstico s6 pdde ser estabelecido aos 5 anos, apos o NGS. Isso
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provocou importante mudanga terapéutica, gragas a introducdo da dieta cetogénica®.
Klepper e col. (2020) sugerem que tipos especificos de variantes se correlacionam
com a gravidade fenotipica: assim, variantes missense se correlacionariam com
gravidade leve e moderada, variantes splicing, nonsense ou delecdo de um éxon
estariam associadas a clinica moderada ou grave, e microdele¢des completas teriam
associa¢do com manifesta¢des graves'?. O paciente com a variante p.(Leu283del) no
SLCYA46 do tipo delegdo inframe apresentou fenotipo compativel com a Sindrome
Christianson e epilepsia farmacorresistente, sendo suposta uma fungdo residual'®’. A
variante p.(Tyr65 Leu68del) no SLC3542 do tipo delecdo inframe, que foi
identificada pelo genoma e ndo estd descrita no ClinVar, apresentou fenotipo
compativel com CDG tipo IIm*®%°, exibindo manifestag¢des clinica'* multisistémicas
graves, EEDIP (SO evoluindo para SW) e neuroimagem com altera¢des de substancia
branca. Nog e col. (2019) descreveram pacientes com SLC3542-CDG'?, sendo um
deles portador de uma delecdo inframe muito semelhante a nossa [c.193 204del;
p.(Phe65 Thr68del)] e com fendtipo andlogo. A variante patogénica
p.(Leul46Profs*3) no ATP7A4 , que € do tipo frameshift e esta ausente dos repositorios
de variantes, apresentou fendtipo de SW progredindo para SLG, sem caracteristicas

100 Variantes truncadas

fenotipicas iniciais que pudessem sugerir a doenca de Menkes
geram LoF com uma redugdo importante da sua atividade (0% a 15% da fun¢ao
residual) e resultam na doenga de Menkes, enquanto variantes do tipo missense estao
associadas a fenotipos mais leves'®.

Em relacdo aos genes reunidos no grupo 2, os que produzem proteinas
responsaveis pela estrutura sindptica foram os mais frequentes, tendo sido o gene

STXBP1 descrito em 6 pacientes. A Encefalopatia-STXBP! se verifica na maioria das

variantes LoF com reducdo da funcdo sindptica tanto GABAérgica quanto



131

124 As variantes encontradas em

glutamatérgica, resultando em hiperexcitabilidade
nosso estudo foram: 3 do tipo missense, 2 do tipo frameshift e 1 do tipo nonsense.
Entre os pacientes, 4 apresentavam uma sindrome epiléptica especifica (EEDIP e SW)
e todos apresentavam DI e TEA, em conformidade com a literatura'?®. Da nossa
amostra, 4 pacientes [p.(Asp90Tyr); p.(Met330Cysfs*2); p.(Pro242Leufs*6);
p.(Arg190Trp)] participaram de um estudo multicéntrico que analisou 534 individuos
com desordem relacionada ao STXBPI. O estudo descreve cinco hotspots genéticos
com variantes recorrentes, incluindo uma das nossas variantes [p.(Arg190Trp)], sem
associagdo gendtipo-fenotipo!?®. Uma associagdo referida por Xian e col. (2022) foi
que individuos com variantes truncadas e dele¢des em STXBPI sdo quase duas vezes
mais propensos a apresentar SW. Dos nossos 6 pacientes, 2 com SW apresentam
variantes frameshift’®’. As duas outras variantes encontradas no nosso trabalho foram
as p.(Argd06Cys) e p.(Try337*) cursando com EEDIP, sendo as variantes
p.(Arg406Cys/His) as mais frequentes na descrigdo de Xian et col. (2022)2%.

As outras variantes descritas no grupo 2 em genes que sintetizam proteinas
relacionadas a estrutura sindptica apresentam fenotipo compativel, porém com
algumas peculiaridades. A variante p.(Ile229 Asp230delinsAsn) no STX/B, uma
delecao inframe, ¢ ausente do ClinVar e localiza-se numa regido responsavel pela
sintese do motivo SNARE. Apresenta o fenotipo de EED-STX/B (EMA) resultante
da haploinsuficiéncia de STX7B?°!. Variantes missense no STXIB localizadas no
motivo SNARE sdo associadas a um fenotipo mais grave por efeito dominante
negativo'?’. A variante p.(Arg217Profs*8) no PRRT2 do tipo frameshift ja foi
relacionada aos quatro fenotipos clinicos, e 0 nosso paciente possuiu EALCT?*2, com

mecanismo de patologia molecular por LoF!3?. A variante p.(Leul3ldel) em

homozigose no AP3B2 ¢ uma delegdo inframe, ja descrita no ClinVar, ainda sem
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estudo funcional, ¢ relacionada a EED-48. Em relacdo a essa variante, Assoum ¢ col.
(2016) sugerem um efeito de LoF!3? ¢ Nahasbat e col. (2019) descreveram pacientes
com SLG?%. A variante ¢.454+3A>G; p.(?) encontrada em homozigose no TRAPPC4

129 ¢ com a

do tipo splicing é bem descrita na literatura, com fenotipo semelhante
geracdo de um transcrito aberrante e sua consequente degradagio pelo NMD',

No grupo 2 com variantes associadas a genes que sintetizam proteinas
responsaveis pela regulacdo de vias celulares, encontramos 3 pacientes do sexo
feminino com variantes no CDKLS e fen6tipo de Deficiéncia-CDKLS5, sendo 1 do tipo
missense € 2 nonsense. A variante nonsense p.(Arg550*) ¢ descrita como uma das
mais frequentes e apresenta mecanismo patogénico por LoF, consequéncia da
degrada¢io do RNAm pela NMD, ou a produ¢do de uma proteina truncada®®,
Kobayashi e col. (2021) relacionaram essa variante 8 SW, além de propor que tal
sindrome epiléptica é a mais comum em pacientes com EED-CDKL5'%. As outras 2
variantes estdo ausente do ClinVar: a variante nonsense p.(Tyrs188*) esta associada
a EEDIP (EMP) e a variante missense p.(His127Asn) apresenta fendtipo menos grave.
A associagdo gendtipo-fendtipo € limitada na literatura!®!.

Os outros genes foram encontrados na nossa amostra com variantes génicas
associadas a sintese de proteinas relacionadas a regulagdo de vias celulares. A variante
frameshift p.(Tyr267Leufs*29) no ARHGEF9, ausente dos repositorios de variantes,
estd associada ao fenotipo de EED-8!%, O paciente com variante heterozigota
missense p.(Cysl31Phe) de novo no CASR ndo apresenta hipocalcemia ou
hipoparatireoidismo, mas somente ADNPM leve ¢ epilepsia focal'!?, provavelmente
por anormalidades de sinalizagdo do célcio afetando a excitabilidade neuronal'!'!. O

paciente com a variante missense p.(Arg87Cys) no CYFIP2, ja descrita na literatura,

evidencia o fenotipo de EED!%, e variantes localizadas em p.Arg87 estdo associadas
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ao fenotipo mais grave, por provaveis efeitos de GoF na via de sinalizagio WAVE!%,
A variante missense p.(Phe299Ser) de novo no DYRKIA apresenta um fendtipo
classico compativel com a sindrome DYRKI1A ou Retardo Mental AD 7'%, com
mecanismo de haploinsuficiéncia®®. A variante frameshift em hemizigose
p.(Alal230Valfs*42) de novo no NEXMIF foi evidente em um paciente do sexo
masculino, com padrdo de heranca XD, e apresentou fendtipo compativel com
encefalopatia-NEXMIF. A sindrome epiléptica encontrada foi de EEDPOS, diferente
da EMA e da mioclonia palpebral com auséncia, ambas relacionadas a encefalopatia.
O mecanismo patogénico ¢ a LoF, variando de perda total de fungdo em machos
hemizigoticos até a perda parcial da fun¢do em mulheres!?’. A variante do tipo
splicing ¢.830+1G>A; p.(?) no WDR45 ¢é associada a SENDA, uma desordem
neurodegenerativa. Entretanto, o paciente foi avaliado aos 2 anos de idade
demonstrando ADNPM leve e epilepsia farmacossensivel. A neuroimagem do
paciente do estudo ndo demonstra acimulo de ferro no globo palido e na substancia
negra (que sdo achados comuns na literatura'!>!!%), porém apresenta hipersinal nos
nucleos da base e nucleo denteado

Entre os 8 pacientes do grupo 2 com variantes relacionadas aos 6 genes que
sintetizam proteinas responsaveis pela adesdo celular e citoesqueleto, variantes no
gene PCDH19 foram encontradas em 3 pacientes do sexo feminino com fenotipo
compativel com a EED-9'!°, As variantes descritas foram: 1 no sitio de splicing, 1
missense e 1 frameshift. Somente a variante p.(Asp481Gly) ¢ descrita nos repositorios
de variantes (porém, sem estudo funcional), sendo herdada do pai. As outras duas
variantes ¢.2848+1G>T; p.(?) e p.(Ser512*) nao foram confirmadas nos progenitores
e também ndo sdo relatadas no ClinVar. Malformagdes corticais focais, ja

identificadas em pacientes com EED-9, foram evidentes na paciente com a variante
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c.2848+1G>T; p.(?) com displasia cortical focal??62%7. Mecanismos de patologia
molecular estdo provavelmente relacionados a LoF?%, entretanto ndo ha correlagdes
gendtipo-fendtipo estabelecidas.

O paciente com a variante missense heterozigotica p.(Gly38Ser) no DNM1,
presente nos repositorios de variantes, apresenta o fendtipo compativel com EED-
3117 porém ndo ha estudo funcional da variante. A variante missense
p-(Argl962Cys) no DYNCIHI, associada ao fendtipo de Retardo Mental AD-13 e
localizada no dominio motor da proteina 1 da cadeia pesada 1 citoplasmatica da
dineina gera LoF!'?*2%°, Tal variante foi relatada por Poirier e col. (2013) em um
individuo com paquigiria posterior'??, entretanto o nosso paciente ndo apresenta
malformagdo cortical. Variantes no KIF5C estdo correlacionadas com MCDs sutis,
fenotipo encontrado no nosso paciente com a variante p.(Glu237Lys)! 415,
ocasionando uma perda da capacidade de hidrolisar ATP no dominio motor e afetando
a ligagdo dessas proteinas aos microtubulos!'!>.

O paciente com a variante missense p.(Ser259Leu) no TUBG, ja descrita por
Poirier e col. (2013)'?2, apresenta epilepsia farmacorresistente € complexo agiria-
paquigiria (duplo cortex), podendo estar associado a lissencefalia?!®. A associagdo
gendtipo-fendtipo envolve alteragdo na sequéncia primdria e na estrutura terciaria da
proteina'?’. O paciente com a variante missense p.(Arg391Leu) no TUBB3 evoluiu
com epilepsia farmacorresistente (EDMISF e SLG). A RM de cranio ndo exibe
malformagdo cortical, demonstrando altera¢do na substancia branca (leucopatia) e
cistos na regido temporal. Nao ha relato na literatura de associacdo do 7UBB3 a
leucopatia; ha, contudo, relato de sua associagdo com a displasia cortical complexa

tipo 1, uma desordem de migragdo neuronal 2!,
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Ainda no grupo 2, variantes patogénicas em genes mitocondriais ou
localizados em outras organelas relacionadas a doengas metabolicas ou de EIM foram
evidentes em 9 pacientes e se mostraram relacionadas a 8 genes nucleares. Dos 9
pacientes, 4 pacientes apresentavam variantes bialélicas em genes que sintetizam

aminoacil-RNAt sintetases'#’.

Os 2 pacientes com variantes em heterozigose
composta no RARS2 evoluiram com grave ADNPM anterior ao inicio da epilepsia
farmacorresistente (SW/SLG), sem uma neuroimagem tipica de HPC 62!!. O paciente
da nossa amostra com variantes em heterozigose presuntivamente composta no
VARS2 apresentava um fenotipo compativel com o defeito do Complexo I da
fosforilagdo oxidativa (OXPHOS)"!, sendo necessaria a reanalise do NGS. O
paciente com variantes em heterozigose composta no Q4RS! apresentou um fendtipo
mais brando, com crises parcialmente controladas, ja tendo sido descrito fendtipo
semelhante!>®. A variante missense p.(Asn107Ser) de novo no ALG13, ja referida na
literatura, apresenta fenotipo compativel com o da EED-36 (CDG-ALG13)"*°. O
paciente da amostra com variantes em heterozigose presuntivamente composta no
CPS|1 apresentou um fenotipo compativel com deficiéncia classica de CPS1, porém o
diagndstico sé foi estabelecido aos 3 meses de vida. A variantes do tipo splicing em
homozigose ¢.746-1G>T; p.(?) no AMT ocasionaram um fendtipo classico de
hiperglicinemia ndo cetotica com EEDIP (EMP)!®8, Essa variante esta ausente nos
bancos de dados populacionais; entretanto, a variante com uma troca de nucleotideo
diferente, ¢.746-1G>A, ¢ considerada patogénica por afetar o splicing de RNAm. O
paciente com variantes missense em heterozigose presuntivamente composta no
ECHSI [p.(Gly90Arg) e p.(Thr266Ala)] apresenta um fenotipo clinico semelhante a
Sindrome de Leigh. As variantes missense sdo as mais frequentes e o fenotipo clinico

mais grave estaria associado a um defeito secundério na fosforilagdo oxidativa®'?. A
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variante missense p.(His44Arg) de novo no PDHAI, ausente dos repositorios de
variantes, ¢ responsavel pela deficiéncia do complexo PDH. O fenétipo apresentado
¢ atipico com ADNPM, microcefalia, epilepsia, sindrome cerebelar e
extrapiramidal'**. Apods o diagndstico, houve uma estabilizagdo das crises, com inicio
da dieta cetogénica e reposi¢do de vitamina B1. No entanto, ¢ importante citar que o
dano neuroldgico prévio ndo € revertido e que esse tratamento pode nao ser eficaz em
pacientes graves'#!.

O grupo 3 inclui variantes em genes que codificam proteinas localizadas
principalmente no nucleo. No subgrupo das variantes génicas relacionadas a
modificacdes da estrutura da cromatina, encontramos 4 pacientes. A variante
nonsense p.(Arg218*) no MEF2C ocasiona o fendtipo compativel com o transtorno
do neurodesenvolvimento associado-MEF2C'*!. O mecanismo patogénico é a
haploinsuficiéncia, e aproximadamente 80% dos pacientes desenvolvem
epilepsia'®>2!4, A variante frameshift p.(Lys1907GlInfs*194) no CHD3, de novo,
associada ao fendtipo da Sindrome Snijders-Blok-Campeau'’, raramente esta
associada a epilepsia, ocorrendo em 2,8% na primeira coorte e 16,6 % na segunda
coorte!®®. A variante do tipo splicing ¢.3875-2A>C; p.(?) no EP300, ausente dos
repositorios de variantes, ocasiona a Sindrome de Rubinstein-Taybi tipo 2!%, sendo
raramente associada a epilepsia!®. A variante frameshift p.(Glu821Glyfs*28) no
BCL11B, encontrada na nossa amostra ¢ nao relatada nos repositérios de variantes,
apresenta fendtipo compativel com a literatura. Dos 13 pacientes relatados por Lessel
e col. (2018), somente 1 apresentava epilepsia (sintoma ndo descrito no OMIM!36),

No subgrupo das variantes em genes que codificam proteinas localizadas
principalmente no nucleo e estdo relacionados a regulagcdo transcricional,

encontramos 2 pacientes. A paciente com a variante missense p.(Glu407GIn) no
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SATBI participou da coorte de den Hoed e col. (2021) com 42 pacientes'®*. A
epilepsia ¢ farmacorresistente (SLG) e esta associada a baixo peso e estatura, com
imunodeficiéncia e puberdade precoce. Variantes missense localizadas nos dominios
de ligagdo ao DNA, CUT1 e CUT?2 resultam em um fenotipo grave. Como a variante
p.(Glu407Gln) afeta o dominio CUTI, justifica-se assim o fendtipo grave'®t. A
variante frameshift p.(GIn319Thrfs*18) no ZMIZ1 foi compativel com o transtorno
do neurodesenvolvimento com facies dismorficas e anomalias esqueléticas distais
(NEDDFSA)!63,

No subgrupo das variantes em genes que codificam proteinas localizadas
principalmente no nucleo e estio relacionados ao processamento de dcidos nucleicos,
descrevemos 4 pacientes na nossa amostra. A variante nonsense p.(Glu195*) de novo
em heterozigose no SMCIA apresenta o fenotipo de EED-85, com ou sem Defeitos
Cerebrais da Linha Média, e ndo o fendtipo da Sindrome de Cornelia de Lange. O
mecanismo fisiopatoldgico postulado ¢ o de LoF, e é possivel que o produto proteico
acarrete um efeito dominante negativo'’. A variante frameshift p.(Glu124Glyfs*5)
no SON ¢ responsavel pela Sindrome ZTTK (Sindrome Zhu-Tokita-Takennouchi-
Kim)!'%, com fendtipo compativel e neuroimagem evidenciando malformagédo
cerebral (paquigiria e polimicrogiria, além de heterotopia). O SON ¢ intolerante a LoF
e postula-se que variantes missense sejam toleradas!®>!%6 A variante frameshift
p.(Glu270Glyfs*19) no AHDCI, de novo, apresenta fendtipo compativel com a
Sindrome de Xia-Gibbs, ja descrita por Faergeman e col. (2021)'"724, Variantes do
tipo frameshift geram um mecanismo molecular patogénico por haploinsuficiéncia ou
efeito dominante negativo’’>. A paciente com a variante frameshift
p.(Leuld48Trpfs*77) no PURA participou do estudo do espectro genotipico e

fenotipico dos pacientes com EED relacionada ao PURA?'S. Ao analisarem 142
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pacientes, Johannesen e col. (2022) evidenciaram as principais caracteristicas de
hipotonia neonatal, dificuldades de alimentagdo e desconforto respiratorio. Epilepsia
foi frequente (60%), com multiplos tipos de crises. O diagnéstico de SLG foi
estabelecido em 5 pacientes, incluindo o nosso paciente (Figura 20). Variantes
missense foram evidentes em 24,6% dos pacientes, enquanto os 65,5% restantes
apresentavam variantes truncadas. Verificou-se variabilidade fenotipica, de modo que

a mesma variante foi observada em pacientes com e sem epilepsia®!®.

(Met157Arg

, (Gly165%
p(Ag169Pr0) p(Na189Pro)

| | o (AEI171G) pProttLeu)
|

(il ‘.IliuJ

Tp.(Phe233del
einsprer| PAVaI226Glyfs¥67)

1
‘ PAGIN298Alafs*
€641_645dUpAGCC p{Leu295Alafs*)

p-(Phe271del)

PAHis269Leufs®)

Figura 20: Variantes inéditas no PURA na coorte de pacientes de Johannesen e col. (2022). Variantes
missense sao localizadas acima; variantes relacionadas ao truncamento de proteinas sdo descritas abaixo;
pacientes com epilepsia em vermelho; sem epilepsia em azul; variantes recorrentes em negrito; em amarelo,
os dominios de repeticdo (PURA); e seta azul, nosso paciente participante da coorte. Retirado e adaptado do
Johannesen e col. (2022)2!°.

O quarto grupo de pacientes estd associado a variantes génicas que codificam
proteinas localizadas na matriz extracelular. Esse grupo inclui 2 pacientes com
variantes no COL4A1, p.(Gly888Arg) e p.(Ile1071_Gly1076del). Nao ha associacao
gendtipo-fendtipo; entretanto, a maioria das variantes patogénicas estdo localizados
em residuos de glicina, que desempenham um papel importante para estabilizacdo do
dominio helicoidal triplo do colageno!”?. Enquanto a primeira variante ja foi descrita

nos repositorios de variantes®!’

, a segunda estd ausente. Artigos relatam uma
frequéncia elevada de MDCs como polimicrogiria, esquizencefalia ou displasia

cortical focal'’*?!8, O paciente com a variante p.(Ile1071_Gly1076del) apresentou

areas com polimicrogiria e esquizencefalia, sem, contudo, uma imagem tipica de
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porencefalia. Os defeitos oculares foram as manifestagdes extra-SNC mais
frequentes, e ambos os pacientes da nossa amostra apresentaram catarata congénita'’>,

Em relagdo as sindromes epilépticas frequentes na nossa amostra, a mais
frequente foi a SW, seguida pela SLG. Embora esse dado seja evidente em alguns
estudos com epilepsia de origem genética'®!, no estudo de Symond e col. (2019), a
SW foi sucedida pela SD'’%. Dos 13 genes associados a SW encontrados na nossa
amostra, 5 sdo descritos na literatura. Dos 12 genes do nosso estudo que estdo
relacionados a SLG, somente o SCN8A ¢ relatado na literatura. Os nossos pacientes
com EEDIP, KCNQ2 e STXBPI foram relacionados a SO e cerca de 50% deles
evoluiram com SW, informagio ja relatada por Kosseifi e col. (2019)!'°2. Na EDMISF,

o0 gene mais frequentemente relatado nos estudos é o KCNTI¥, que foi encontrado na

nossa amostra (tabela 17).
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Tabela 17: Correlagdo entre os genes relacionados a sindromes epilépticas encontrados
neste estudo e os genes mais frequentemente descritos na literatura.

Sindromes Epilépticas

Genes encontrados neste estudo

Genes descritos na literatura

Sindrome de
West

Sindrome de
Lennox-Gastaut

Encefalopatia Epiléptica
e desenvolvimento
Infantil Precoce

Epilepsia da Infiancia
Crises focais migratérias

EED
com ponta-onda no sono

Epilepsia Mioclonica
Atonica

Epilepsia autolimitada
centrotemporal

Epilepsia autolimitada
centrotemporal atipica

Epilepsia Neonatal
Autolimitada

ALG13, AP3B2, APT7A, CDKLS,
COL4A41, DYNCIHI, KCNQ2, RARS2(2),
SCN2A, SCN8A (2), SLC3542,
STXBPI1(2), VARS?2

AP3B2, APT74, CACNA2D2, COL4A1,
CYFIP2, PURA, RARS? (2),
SMCIA4, SCN8A (2), SATBI,

TUBB3, VARS2

Sindrome
EMP de Ohtahara
AMT, CDKL5 CYFIP2, KCNQ2

SLC3542, STXBPI(3)

KCNTI1, TUBB3

GRIN2B, KCNQ?2,
NEXMIF, SCN8A

STX1B

PRRT2

GRIN2A4

KCNQ2

ALGI13, ARX* CDKL5* DNMI, FOXGI,
GNAOI, GRABAI, GRING2A, GRIN2B,
KCNA2, KNCT1, KCNQ2, HCN1, PCDH1I9,
PIGA, SCN14, SCNIB, SCN24, SCNS8A4,
SLC241, MEF2C, STXBP1* TSCI, TSC2

ALGI13, CACNAIA, CDKL5*,
CHD2, DNM1, GABRB3,
HNPRNU, SCN24*, SCN84, STXBP1*

EMP Sindrome de Ohtahara

PIGA, ARX*, CACNA2D2, GNAOI,
SLC25422%* KCNQ2* KNCTI, PIGA
SETBP1 SCN24%* SCN$84,

SLC25A422, STXBPI*
ATPIA3, CDKLS5, CHD2,
KCNTI* KCNQ2, SLC25422,
SCN1A4, SCN24* SCNS4,
HCNI, PIGA, SMCI14, QARS

GRIN24, CNKSR2

SCNI4, SCL241,
SCL6AI, GRABAI, SLC25422

GRIN24

GRIN24

KCNQ2, KCNQ3

Legenda: Genes em negrito: genes encontrados em estudo semelhante a literatura; genes com * = principais genes
encontrado na literatura. EMP = epilepsia mioclonica precoce.
Fonte: McTague, 20167"; Wei, 201774; Shidley, 2018; Symonds, 202073; Bayat, 2021'7>.

As limitagdes do nosso estudo estdo relacionadas ao tipo de amostra e aos

critérios de exclusao da pesquisa, gragas aos quais pacientes com fendtipos tipicos de

Sindrome de Dravet, Sindrome de Rett, esclerose tuberosa e neurofibromatose foram

excluidos. Sendo assim, casos atipicos das sindromes relatadas nao foram incluidos

e, consequentemente, nao foram descritos. O desenho do estudo seleciona casos ja

confirmados pelo NGS e ndo a partir de uma coorte prospectiva.

O custo do NGS vem diminuindo, tornando essa abordagem mais pratica para

o diagnodstico molecular. Nos primeiros trabalhos que utilizaram exoma para
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investigacdo de casos monogénicos, as taxas de diagndstico eram elevadas. Elas, no
entanto, ndo eram representativas da pratica clinica, na qual se verifica uma taxa de
aproximadamente 20-40%?2"°. Estudos sobre custo-beneficio do array, exoma, painel
genético e teste de gene Ginico mostraram que o exoma em trio apresenta uma taxa de
diagnostico mais elevada, sendo o mais indicado no inicio da odisseia diagnostica??°.
Entretanto, no nosso pais o custo do exame e sua pouca disponibilidade ainda sdo
fatores que limitam a investigacao dos pacientes com EED.

Na nossa amostra, somente 2 (2,6%) pacientes tiveram 0s seus exames
inteiramente financiados pelo Estado, o que evidencia a dificuldade de acesso. O
tempo de espera para a realizacdo do NGS foi referido em 92% da amostra. Embora
o tempo médio tenha sido de 8 meses e a maioria tenha aguardado pelo menos 3 meses
para realizar o exame (27,5%), alguns pacientes (14,5%) esperaram até 2 anos. Outro
dado importante diz respeito a realizagdo de outros exames anteriores a solicitagao do
NGS durante a investigacdo, fato que retardou o diagnostico. Na nossa amostra,
muitos realizaram cariotipo (80%) e/ou pesquisa de microarranjos (50%) antes da
realizacdo do NGS. A aferi¢do da duragdo de toda a investigagdo diagnoéstica nao foi,
contudo, contemplada na amostra.

O conhecimento e a interpretacdo dos resultados dos testes genéticos
moleculares, importantes no diagnostico das EED, tem evoluido de maneira
substancial. Os resultados podem mudar com o passar do tempo e com a aquisi¢do de
novos conhecimentos médicos. No caso de um exame negativo, a reanalise ¢
recomendada apds o periodo de 1 a 2 anos da sua realiza¢do, uma iniciativa capaz de
propiciar a reinterpretacdo de variantes ou associa¢do de novos genes antes nao
implicados na etiologia®?!. SoRelle € col. (2020) avaliaram a varia¢do interlaboratorial

relativas as interpretagdes de resultados de testes genéticos e as suas implicagdes
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terapéuticas. Os autores identificaram uma discrepancia de 3,2% entre os
laboratorios???. Na nossa amostra, 74,6% realizaram o exoma, dos quais 7,14%
necessitaram da releitura do exoma e 5,3% foram submetidos a um novo
sequenciamento para a identificagdo da variante. Rochtus e col. (2019) observaram
que o exoma deve ser considerado precocemente em criangas com epilepsia de
provavel origem genética e ressaltaram a relevancia da reandlise dos NGS em
pacientes epilépticos sem etiologia, como evidencia a taxa de diagnostico de 25% na
reanalise futura®?!.

Um exame com resultado negativo ndo implica que o paciente ndo tenha uma
etiologia genética para sua epilepsia e nem mesmo significa um diagnostico
especifico com base no fendtipo. Resultados negativos podem surgir de limitagdes
inerentes ao teste, de erro humano e das limitagdes de nosso entendimento??3.

O nosso estudo buscou reforgar o NGS (painel, exoma e/ou genoma) como
instrumento de investigacdo em pacientes com epilepsia de origem genética, para os
quais a clinica e a associa¢do a outros exames bioquimicos e genéticos nao foram
suficientes para concluir o diagnostico. A ACMG recomenda que o exoma ou genoma
sejam considerados como um teste de primeira ou segunda escolha para pacientes
com uma ou mais anomalias congénitas antes de 1 ano de idade, além de pacientes

com atraso do desenvolvimento ou DI com inicio antes de 18 anos de idade??*.

8 Conclusao

Por muito tempo, o diagnostico de epilepsia de origem genética era realizado,
na pratica clinica, quase exclusivamente de forma presuntiva, de maneira que o
diagnostico de certeza ficava quase inteiramente restrito ao ambito da pesquisa. A

prolongada elucidagao etioldgica era consequéncia da pesquisa gene a gene. Com o
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recente advento do sequenciamento de nova geracdo (NGS) e a possibilidade da
analise de trechos do DNA simultaneamente proporcionou que varios genes
pudessem ser avaliados concomitantemente. A maior disponibilidade do NGS e o
custo mais acessivel propiciaram uma revolu¢do na conduta da investigacdo
diagnostica das epilepsias de origem genética, principalmente para encefalopatias
epilépticas e do desenvolvimento.

A confirmagdo de uma epilepsia geneticamente determinada permite
caracterizar melhor sua historia natural e o entendimento da sua fisiopatologia. Em
relacdo ao tratamento da epilepsia, a descoberta de uma alteracio molecular
especifica pode proporcionar um tratamento direcionado em alguns casos, além de
propiciar o aconselhamento genético e estudos para novas medicacdes especificas.

Disponibilizar o sequenciamento de nova geracdo a pacientes com suspeita
de epilepsia de origem genética, principalmente nos casos de EED, permitird o
diagnoéstico de um maior nimero de pacientes e a identificacao de casos atipicos. O
NGS deve ser ofertado de forma universal, estendendo-se tanto a pacientes do
Sistema Unico de Saude e quanto aos que possuem plano de saude. A confirmagio
diagnostica pode proporcionar uma mudancga terapéutica nos casos aplicaveis, bem
como a reducdo da quantidade de exames desnecessarios ao diagndstico,
aconselhamento genético do paciente e seus familiares, justificativa para evolugdo e
gravidade do quadro clinico.

Apesar do aumento significativo na identificagdo de genes relacionados a
epilepsia, ainda estamos em uma fase de construgdo de conhecimento com a
descoberta de novos genes e diferentes mecanismos fisiopatologicos. Portanto, mais

estudos devem ser realizados para ampliar a ciéncia.
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MS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Caracterizagdo fenotipica das epilepsias geneticamente determinadas diagnosticadas
pelo sequenciamento de nova geragao.

Pesquisador: Fernanda Veiga de Goes

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
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Apéndice I — Termo de consentimento livre e esclarecido

i £
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(De acordo com as normas da Resolugdo do Conselho Nacional de Salde n® 466 de 12/12/2012)

Titulo do Projeto: Caracterizagao fenotipica das epilepsias geneticamente
determinadas diagnosticadas pelo sequenciamento de nova geragao.

Investigador responsavel: Fernanda Veiga de Goes
Co-investigadores: Dafne Dain Gandelman Horovitz

Participante: Prontudrio:

1- Apresentagiao

Vocé / seu(sua) fiho(a) estd sendo convidado para participar da pesquisa *Caracterizagdo
fenotipica das epilepsias geneticamente deferminadas diagnosticadas pelo sequenciamento de nova
geragdo”, pois vocé / seu(sua) filho(a) apresenta um tipo de epilepsia de causa genética. Os genes sdo
estruturas das células que determinam a maior parte das caracteristicas das pessoas, como cor dos
olhos, tipo de cabelo, etc. Nessas epilepsias ha uma alteragdo em determinados genes causando defeitos
nas células do cérebro e a epilepsia. Descobrimos essas alteragbes genélicas através de exames
especiais, como o “sequenciamento de nova geragdo”, que estudam os genes verificando se eles estao
alterados.

A maioria dessas epilepsias genéticas é grave e esta relacionada a outros problemas cerebrais
que comprometem o desenvolvimento normal da crianga desde bem pequena. Essas epilepsias genéticas
sao0 condigdes muito raras e pouco conhecidas. Os poucos estudos a respeito sdo de outros paises, com
criangas muito diferentes das brasileiras. Ou seja, ndo sabemos nada sobre essas epilepsias na nossa
populagdo. O objetivo desse trabalho é descrever as alteragbes genéticas encontradas nessas epilepsias
em criangas atendidas por médicos Neurologistas, Neurologistas Infantil ou Geneticistas, que ajudardo o
conhecimento sobre essas doengas no Brasil @ o desenvolvimento de fratamentos mais adequados,
ajudando as pessoas que sofrem desse grave problema. O resultado desse estudo devera ser divulgado
em artigos cientificos (nacionais e internacionais) ou divulgados em congressos, simposios, reunides
cientificas, conferéncias, mesas redondas (nacionais e internacionais), salas de aula e etc.

A participagao sua e de seu filho(a) consistira de fornecer mais informagdes clinicas a respeito da
saOde do seu filho(a) através de perguntas que iremos fazer e informagdes e exames que iremos analisar

TCLE versdo 3_abril2019 Rubrica Paciente / Responsdvel Rubrica Pesquisador
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do prontudrio. Os pacientes deste estudo ndo serdo submetidos a nenhum novo exame, além daqueles ja
tenham sido realizados.

A participagdo deve ser inteiramente voluntaria.
2. Riscos e Beneficios

Os possiveis desconfortos envolvidos no estudo podem ser relacionados ao afo da entrevista e o
questionamento sobre a histéria clinica, avaliagdes clinicas neurologicas e avaliagdo dos exames ja
realizados. Faremos perguntas e vocés tem a liberdade de ndo responder caso ndo se sintam a vontade.
Da mesma forma, caso se sintam desconfortaveis durante o exame fisico, poderemos interromper
conforme seu desejo.

Um risco deste tipo de pesquisa é a quebra de confidencialidade e anonimato. Vocé e seu filho(a)
tem direito a confidencialidade e anonimato. Nenhuma informagao que identifique vocés sera divulgada.
Para evitar esse risco, iremos manter os documentos em lugar seguro, somente os pesquisadores irdo
manusear esses documentos e os prontudrios. E os pesquisadores sdo obrigados por lei a guardar total
segredo a respeito de todas informagdes. Os dados colhidos serdo transcritos para planilhas sem
identificag@o dos participantes, onde cada um deles recebe um cddigo sem relagdo com sua identidade.

Os beneficios com a sua participagdo / de seu(sua) filho{a) sdo relacionados ao avango do
conhecimento cientifico e médico sobre as epilepsias de causa genética na populagio brasileira. O
estudo pormenorizado do caso do seu filho(a) pode melhorar nosso entendimento sobre o problema
espacifico dele melhorando o tratamento que estamos oferecendo neste momento.

2. Garantias e Direitos

Além do direito a confidencialidade e anonimato, vocé tem direito a se negar a participar do estudo
ou deixa-lo a qualquer momento, e as informagdes colhidas sobre seu filho(a) ndo serdo mais usadas.
Vocé tem a garantia de que sua negativa ndo ira prejudicar a assisténcia ao seu filho por nossa equipe.
Vocé tem direito a acesso aos resultados e conclusdes desse trabalho, bem como aos resultados
apurados com a participagao do seu filho. Vocé tem direito ao ressarcimento a despesas relativas a sua
participagdo nessa pesquisa. Porém, ndo havera nenhuma forma de remuneragdo por sua participagao /
de seu(sua) filho{a). Vocé tem direito a indenizagdo por danos comprovadamente causados por essa
pesquisa.

TCLE versdo 3_abril2019 Rubrica Paciente / Responsavel Rubrica Pesquisador
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As suas davidas serdo respondidas a qualquer momento. Para isto vocé pode entrar em contato
com os médicos responsaveis pelo estudo, pessoalmente (Instituto Nacional de Salde de Mulher, da
Crianga e do Adolescente Fernandes Figueira — Av. Rui Barbosa 716 — Flamengo — Rio de Janeiro), por
correio eletronico (e-mail: fevegoes@iff.fiocruz.com.br ou fernanda.veiga@terra.com.br) ou pelo telefone
(XX) (21) 2554-1805. Vocé revisou plenamente os contelddos deste consentimento e os teve descritos

para vocé.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto Fernandes Figueira se encontra a disposigdo
para eventuais esclarecimentos éticos e oufras providencias que se fagam necessarias. CEP IFF: Avenida
Rui Barbosa 716 — Flamengo - Rio de Janeiro — RJ. Telefone: 21 2554-1730 / fax 2552-8491; e-mail:

iff @iff fiocruz.br

Este Termo foi redigido em duas vias originais de igual teor, sendo uma para o participante /
responsavel e outra para o pesquisador. Ambos devem assinar e rubricar as duas vias.

Eu, ou na
qualidade de responsavel legal por s
como (grau de parentesco) autorizo voluntariamente minha participacao /

de meu(minha) filho(a) nesta pesquisa e concordo com os termos. Declaro que li e entendi todo o
conteldo deste documento, bem como os objetivos e condigdes de participagio.

Assinatura

Data

2 - Testemunha

Nome

Assinatura Data

3 - Investigador que obteve o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nome

Assinatura Data

TCLE versdo 3_abril2019 Rubrica Paciente / Responsavel Rubrica Pesquisador
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Titulo do projeto: Caracterizagio fenotipica das epilepsias geneticamente
determinadas diagnosticadas pelo sequenciamento de nova geragio.

Instituigdo: Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Crianga ¢ do Adolescente
Femandes Figueira.

Pesquisador responsavel: Fernanda Veiga de Goes

Assentimento informado para

Ola!

Vocé sabe que toma remédios para um problema chamado epilepsia.

A epilepsia muda o jeito do seu cérebro funcionar.

O que € cérebro? E uma parte de vocé, que fica dentro da cabega ¢ comanda o seu
corpo. E por causa da epilepsia que seu corpo faz movimentos ¢ coisas estranhas, contra
a sua vontade. Os remédios ajudam o seu cérebro a funcionar direitinho!

A gente consegue ver o seu cérebro funcionando com aquele exame que liga um monte
de fios na sua cabega. E podemos ver se os remédios estao fazendo efeito.

Aqui no IFF nés somos cientistas! E estamos fazendo uma pesquisa cientifica! Nos
médicos queremos conhecer melhor a epilepsia, para ajudar vocé ¢ outras criangas que
também tem esse problema. A gente quer saber o que esta fazendo seu cérebro
funcionar diferente.

Por 1sso, precisamos que vocé ajude a gente! Vamos 147 Sua mie ou o seu pai ja
deixaram vocé participar ¢ eles vao ficar o tempo todo perto de vocé.

Rubrica do pesquisador Rubrica do voluntario




Tudo que vocé vai fazer ¢ responder algumas perguntas. Iguais aquelas que os médicos
fazem quando vocé esta na consulta. Ndo vamos tirar sangue, nem precisar fazer o
exame dos fios na cabega. A gente s6 vai conversar, mesmo!

Depois da nossa conversa, a gente vai olhar os exames que vocé ja fez. Tudo isso pra
entender um monte de coisas que os médicos ainda ndo conhecem sobre a epilepsia.
Nio ¢ legal?

Veja s6: ninguém vai ficar sabendo que vocé participou (s6 se vocé contar!), ¢ tudo que
vocé falar pra gente fica em segredo! Se vocé ja tiver 12 anos, nem scus pais vio ficar
sabendo dos segredos que vocé falar pra gente (a ndo ser que vocé conte!). Essa € a
regra que chamamos de “anonimato” ¢ “confidencialidade”.

Se vocé ndo estiver gostando de participar, vocé pode parar a qualquer hora, ok? Mas a
gente pede que vocé se esforce, pois essa pesquisa ¢ muito importante.

Quande terminarmos a pesquisa, iremos falar com mais
cientistas sobre o que encontramos. Iremos também escrever
artigos para revistas contando o que descobrimeos sobre a
epilepsia. Mas fica tranguilo: seu nome ndc vali aparecer
nem contaremos seus segredos! Lembre-se do “ancnimate” e da
“confidencialidade”

Se vocé concorda em ajudar a gente, escreve seu nome na linha abaixo.

Um abragdo!

Assinatura da crianga/adolescente:

Assinatura dos pais/responsaveis:

Ass. Pesquisador:

Dia/'més/ano:

Rubrica do pesquisador Rubrica do voluntario
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Apéndice III - Ficha de coleta de dados

FICHA DE COLETA DE DADOS DOS PACIENTES COM EPILEPSIA GENETICAMENTE DETERMINADA

Numero da ficha:
Paciente:
DN:___/ [/ Naturalidade:
Idade: _____anos_____meses Diadacoletadedados: __ / [
Municdipio: Estado:
Meédico:
TCLE:( )sim ( )n3o. Plano de saude suplementar: ( )sim ( )n3o
Diagnostico da epilepsia de origem genética:
GENE:
Variante encontrada:
Classificag3o da variante segundo a ACMG:
a) Patogénica €) VUS (variante de significado incerto)
b) Provavelmente patogénica
Tipo de exame realizado:
a) Exoma b) Painel genético ¢) Genoma
Teste de Trio:{ )sim { )ndo
Data da solicitac3o do exame: / / ; Data da realizac3o: / /
Intervalo de tempo entre a solicitac3o e a realizagdo do exame: ___ meses

Financiamento do exame: a) particular b) SUS ¢ plano de saude suplementar

Epilepsia
idade do inicio das crises epilépticas: anos meses

idade do diagnostico da epilepsia: anos meses

Padrdo de crises segundo a Classificagdo de ILAE 2017:

1. Iniciofocal( )sim ( )n3o

11Perceptivaz( )sm ( )n3o 12disperceptivas( )sm ( )n3o
13lniciomotor( )zm ( )n3o 14 Iniconsomotor( )=m ( )n3o
15 Focal evoluindo para tonico-donics bilateral (| sm () n3o

2. Iniciogeneralizado( )sm ( )n3o
21 Motoras( )sim ( )ndo
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211tonicodonicas () sim [ ) rdo

212donicaz ( )=m ( )n3o

213tonicaz( )=m ( )n3o 214 miodonicaz| )sim | )n3e
2.15 miodonica-tonico-denicaz | )zim | )n3o 216 miodonice-atonica ) sm [ ) 3o

21 7atenicaz( )=m ([ )nso

218 espamoepileptico( )=m () n3o

22Nomotoraz| )sim | )n3o

221tipicaz| )sm | )n3o

222atipicas( )sim [ )n3o

223 miodanicas | )zim [ )n3o

2.2 4 miodonicas palpebraiz [ )sm [ ) ndo

2  Iniciodesconhecido( )sim ( )ndo

3imotoras( )sim [ )n3o

32n3omotora( )sim ( )n3o

311tonicodonicas [ )=m [ ) 3o

3.1.2 espasmos epilepticos [ ) sim [

=

3 Naodassificada )sim ( )n3o

Inicio desconhecido ]

Fowal pars M ko iakn Msenl

- 7

Tipo de epilepsia: ( ) focal ( ) generalizada ( ) combinada ( ) desconhecida

Sindrome epiléptica determinada: ( ) sim

( )ndo( )ignorado
idade do diagnostico da sindrome epiléptica: ____anos ____meses / Qual:
idade do diagnostico da sindrome epiléptica: ____anos ____meses / Qual:
idade do diagnostico da sindrome epiléptica: ____anos ____meses / Qual:
Diagnostico de encefalopatia epiléptica: ( ) sim

)ndo( )ignorado

idade do diagnostico de encefalopatia epiléptica: ____anos ____meses
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Tipo de sindrome epiléptica:
A Epilepsia miodonica precoce B. Sindrome de Ohtahara (EEIE)
C. Epilepsia com crises focais migratorias D. Epilepsia neonatais autolimitadas
E. Sindrome de West F. Sindrome Lennox -Gastaut
G. Sindrome Landau Kiefiner H_ Sindrome Dooze [miocknica-atonica)
1. Ausénca da infanca 1. Epilepsia Ausénca juveni
K. Ausénda miodonica L  Sindrome de Dravet
M. Epiepsia centro temporal autolimitada N. Epilepsia centro temporal autoimitada stpica
0. Epiepsia occipital (Panaytopoiuz) P. Epilepsia ocopital (Gaztaut]
Q. Epilepsia miodonica juvenil R. Epilepsia com crises TCG
S ESES/CSWS T. Epilepsiarefiea

Eletroencefalogramas realizados: ( )sim ( )n3o

Resultados: Padrao focal ( )sim ( )n3o/ generalizado( )sim ( )n3o/muitifocal ( )sim ( ) ndo; Auséncia
deritmodebase( )sim ( )n3o/lentificagiodoritmodebase( )sim ( )n3o

Data:___/___ /___ laudo condlusivo:
Data:____/___/___laudo condusivo:
Data:____/ _ / __laudo condusivo:
Data: / / laudo condlusivo:

Tomografia de cranio: ( )sim ( )ndo
Data: I/ laudo:

Ressonancias de cranio: ( )sim ( )n3o

Malformacao do desenvolvimento cortical ( )sim ( )n3o / EHI{ )sim ( )n3o

Alteraco de substancia branca —leucopatia( )sim ( )ndo

Hidrocefalia( )sim ( )n3o/Alteracdovascular( )sim ( )n3o/Alt cerebelares( )sim ( )n3o
Data: / / laudo:

/ laudo:

/ laudo:

Rnmdemedula( )sim ( )n3o( )ignorado
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Outros exames: Caso alterado anotar (SIM) / NA (N3o realizado) / Nao (normal)

Triagemde EIM: ( )sim ( )n3o/aménia( )sim ( )n3o/lactato( )sim ( )ndo
Cromatografia de aminoacidos sangue ( ) sim () n3o / Pesquisa de acidos orginicos urina ( ) sim () ndo;
perfil de acilcamitina sangue ( )sim ( )ndo/ Pesquisa de oligo e glicosaminoglicanos ( ) sim ) n3o;
isofocalizacio da transferrina ( )sim () n3o0/ Dosagem enzimitica: { )sim( )ndo

BERA( )sim( )n3o / Fundodeolho( )sim{ )n3o/USGdeabdome( )sim( )n3o

Avaliag3o cardiolégica ( ) sim( )n3o / Acidose metabdlica( )sim( )nio

ENMG( )sim( )ndo/ Polissonografia( )sim{ )n3o

Exame alterado: data: ___ /__ [/
Exame alterado: data: ___ /__ [/
Outros exames: data: ___ /[
Exames genéticos realizados

a) CaricipobandaG:( )sim ( )nd3o ( )ignorado
a. Resultado:( )normal { ) anormal
b) CGH-arrayouSNP-array:( )sim ( )n3o( )ignorado
a. Resultado:( )normal{ ) anormal
¢) Exoma:( )sim ( )ndo
a. Resultado:( )normal { ) anormal
d) Painel genético:( )sim ( )n3o
a Resultado:{ )normal ( ) anormal

Antiepilépticos (DAE) ja utilizados:
1. Fencbarbital| )zim | )n3o
4. Carbamazepina | ) sim | ) 3o
7. Topramsto| )zim [ )n3o
1
4
7

Lamotrigina( }sm  ( )n3o
Lacozamida( )sim ( )n3o
Pregsbalina{ )sim ( )n3o
diazepam( )sm ( )ndo
Rufinamida( )sim ( )n3o

. Sulthizme{ )sim ( )n3o

Fenitoina( )sim [ )n3o

Oxcarbazepina [ ) sim ( ) n3o
Levetiracetan{ )sim [ )n3o
Gabspentina ( )sm ( )n3o

. Vigabatrina( )sm ( )n3o
. Cobazm( )sm ( )ndo Clonazepam( )sm ( )ndo
. Netrazepan( )sim ( )ndo Pirdoxina( )sim ( )ndo
10. Felbamato ( )=m ( )n3o | 11 Cansbidiol )sm [ )n3o
Quantidade de DAE utilizadas:

o vl M e w| o~

Bl e o wl el o w
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Medicagoes anticrises utilizadas
Resposta clinica (considerada com redug3o de > 50% das crises e por mais de 6 meses)
1 2.
11 Respostaclinica| |sim ([ |ndo 21 Respostadinica( )sm [ )ndo
12 efeitocolsteral( )sim [ |ndo 22 Efeitocolsteral [ |sim [ |ndc
121 Quak 221 Quak
3 a.
31 Respostadinica )sim ( )ndo 41 Respostadinica| )sm [ )ndo
32. Efeitocolsteral( |sim [ |ndo 42 Efeitocolsteral[ )sim [ )ndc
Quat: Quat
3 5.
34 Respostadinica| )sim | )nso 6.1 Respostadinica( )sm | )mio
3.2. Efeitocolsteral( )sim [ |ndo 6.2. Efeitocolsteral[ |sim [ |ndo
Quat: Quat
7 s,
74 Respostadinica )sim ( )ndo 8.1 Respostadinica| )sm ( )ndo
7.2. Efeitocolsteral( |sim [ |ndo 8.2 Efeitocolsteral[ |sim [ |ndo
Quat: Quat
Medicagbes atuais / dose:
1)
2)
3)
4)
5)

1) Imunoterapia:( )sim ( )n3o ( )ignorado
Respostaciinica( )sm|( |nSo( ]ignoraco/Efeitocolsteral( |sim( |n3o( )ignorado
Qual corticoterapia: ACTH: | | sim [ | ndo/ Corticoterapiaorat: | |sim ( )nso
Pulsoterapia: | ]zsim [ |nfo/iG:( |sim ( )nio

2) Tratamento dietético para epilepsia:( )sim ( )ndo ( )ignorado
Respostaciinica( )sm( |ndo| ignorado / Efeito comteral [ |sim( |ndo| )ignorado
Qual tratamento cietetico:
Dieta cetogenica cidssica: | )sim | )ndo
Dicts de baixo indice ghcemico: | )sim | )ndo
Dicts de Atkins modificada: [ |sim [ | ndo

3) Estimuladordonervovago:( )sim ( )n3o ( )ignorado
Respostaclinica )sm [ | ndo/Parcisl (<30%)( )sim( )ndo
Pioraclinica( )sm [ ]ndc

Efeito cotateral | | sim (| | ndo/quat




177

4) canabidiol:( )sim ( )n3o( )ignorado
Respostaclinica( )sim{ )n3o/Pioradinica{ )sim ( )n3o
Efeito colateral { )sim{ )n3o/qual:

Caracteristicas fenotipicas:

* Atraso global do desenvolvimento: { )sim ( )n3o Regressdo:( )sim ( )ndo

e Achados neurologicos: TEA( )sim { )n3o /DI:( )sim { )n3o

hipotonia ( ) sim () n3o; hipertonia [ )sim( ) n30; movimentos anormais{ )sim( )n3o; nistagmo( )
sim( )n3o;staxia( )sim( )n3o;sindrome piramidal { )zim( ) n3o; sindrome extrapiramidal { ) zim
{ )n30; Microcefalia: ( )sim ( ) n30; macrocefalia:( )sim ( )n3o

¢ Achados extra-neurologicos:
e Dismorfismos:{ )sim ( )ndo

Quais:

HGP:

Internagdes previas:
Cirurgias:
H Familiar: Epilepsia( )sim ( )n3o /Consanguinidade( )sim ( )n3o

O diagnostico genético mudou a terapéutica: ( )sim () ndo
Se zim, assinale o motivo:
a) Adeguagio das mediagoes antiepilepticas | )sim | ) n3o
b) Aconselhamento genético )sim [ )n3o

c) Interrupgio de realizagbes de diagnasticos & essarios{ )sim ( )n3o

L3

d) Justificativa para gravidade clinica( )sim [ )n3o

R da historia epile
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Abstract:

Background:

technology, and CYFIFP2 is one of the many genos

Case Presensation:

marked alectroancophalographic improvement

Conclusion:
Cannabidiol might be a therapeutic opticn for CYFIP >-relited epdepsy

Tie kmowledge about the molecular basis of cpilepsies ha: masased cnormously with the advent of next-gencration sequencing
recently recognized and amsociated with epilepsy. Pathogemic varianmts in CYFI/P2 cause
Deowslopmental and Epaleptic Encepbalopathry §5 (DEE6S), which is charactrized by hypotozta, profound developmantal delxy, and epdepsy.

Harein, we roport a 3-ysar-old male with an early omset epileptic encophalopathy (Obtahara syndroms) evolving to Leanox-Gastaut syndrome
refractory to several antiseizare medications. Whole axome sequencing (WES) disclosed 2 pathogexic
CYFIP2, which occarred a3 a de now event. After the introduction of canmabidiol, the patisat ramaimed seizure-free for 16 months and had 2

(NGS)

i vasiant p.(Arg87Cys) i

\ J
Roceived: Amgmt19.2021 |  Rovised Nowember2. 2021 |  Accepted Jammary11,202 |
1. INTRODUCTION condition named and epileptic encephalopathy

For many decades, the etiology of infantile-onset severs
epilepsies remainad obscure, and most of them were attmibuted
to acquired injuries [1]. In the last two decades, advancements
in molecular genetics allowed the identification of close to a
bundred genes associated with what is now collectively known
as developmental and epileptic encephalopathies [2, 3].

CYFIP? (Cytoplasmic FMRP-interacting protein 2, OMIM
* 606323) is one of the many genes that were recognized to be
associated with infantile-onset severe epilepsy, leading toa

* Addrem comespondence 1o this suthor o the Department of Podistrics, Child
Neurology Service, Fermandes Figeces Isstitte, Owwaldo Cruz Foundatios
(Fioorex), Rio de Jesciro, Brazil, Tel: <5521 25541805,

F-muail: ferundavgoceBgrael com

65 (DEES5, OMIM # 618008). CYFIP? gene encodes a
component of the WASP-family verprolin-homologous protein
(WAVE) regulatory complex (WRC) that, in combination with
other proteins, have a cmcal role i important
neurodevelopmental processes, such as axon guidance and
regulation of synapse morphology involved i actin dynamics,
plasticity [4. 5].

CTFIP2 gene had a de novo 5g33.3 to g35.1 deletion, 16Mb-
long, and showed developmental delay, muld intellectual
disability, minor facial abnormalities, seizures, and behavior
problems [6 - 8].

DOL: 1021TVI874206X-v1 62203290, 2022, 16, el874205X2203290
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In 2018, Nakashima er al. discoverad four patients with de
novo missense pathogenic mutations in CYFIP2 and early-

onset epileptic encephalopathy. sgnificant developmental

disclosad diffuse cerebral atrophy, especially of the frontal
lobes [5]. These four patients had a de novo substitation at
codon 87, replacing argmine for cysteine, proline, or leucine.
The authors suggested that variants in this position may disrupt
hydrogen bonding, leading to structural instability of WAVE
regulatory complex with a gain-of-function, modified sigmaling
pathway, and correlated with severe neurological disorders [5).

Zweier et al. (2019) reported 12 patients camrying a total of
eight distinct de novo vaniants m CYFIP? with a shared
phenotype of intellectual disability, seizures, and hypotonia [9].
Morphological features shared among patients included high
forehead, narrow, mildly up-slanting eyelid fissures, apparent
bypertelorism, bulbous nasal tip, full cheeks, everted lip
vermillion, and retrognathia [9]. Most of the patients showed
generalized or truncal hypotomia, hmb spasticity, wisual
Impaimment and/or strabismus. RmnMRIMedmspeaﬁ:
structural  apomalies rmanging from awophy and
hypomyelination. Epilepsy was untreatable in 6 of 12 patients,
and many types of seizures were reported. including absences,
myoclonic, generalized tomic orlomc-dmx mﬂ epilepuc

as burst-suppression and hypsarthythmia [9].

Begemann ef al. (2021) added 19 more patients with de
novo CYFIP2 variants, eight of whom had epilepsy, six were
refractory, and two were seizure-free with anfiseizure
medications (ASM) [10]. 'Iheelactmmcthogzmﬁndmgs
were mixad with four experiencing
bypsarrhythmia [10]. Theletindnls:dumﬁzdmwely
disease-associated missense variants harbored 11 novels and
putative loss-of-function (LoF) vanants of unknown
significance. Missense variants of CYFIP2 are spatally
clusterad in the tertiary structure and are predicted to weaken
the interaction with WASF] or NCKAP], leading to increased
WASF] activation [9, 10].

Some developmental and epileptic encephalopathies could
be associated with pattermn electro-clinical characteristics
syndromes, such as Ohtahara syndrome, West syndrome. or
Lennox-Gastaut syndrome (LGS) [3]. LGS is an electroclinical
syndrome that includes multiple seizure types, mtellectual
disability and‘or behavior disorders, and electroencephalogram
with interictal diffuse 1.5 to 2.5 Hz slow spike-and-wave
during sleep. Optimal treatment for LGS remains uncertain,
and studies have shown no drug to be highly efficacious [11].
For patients with newly diagnosed LGS, sodium valproate is
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the first-lme treatment, but if it is ineffective, lamotrigine,
rufinamide topiramate, cannabidiol, and felbamate may also be
useful as adjunctive treatment; clobazam might be useful for
drop artacks. Nonpharmacological therapies, inchiding the
ketogenic diet, vagus perve stinmiation, and callosotomy,
should be comsidered in children and young adults with
phammaco-resistant epilepsies LGS syndrome [12, 13].

Camnabidiol (CBD) 5 a non-psychoactive compound
derived from the manjuana plant, which has been approved for
the treatment of Dravet syndrome and Lennox-Gastaut
syndrome and is thought to have broad antissizure properties
that might be beneficial for other types of intractable epilepsy
or developmental and epileptic encephalopathy [14]

We describe a patient with a de novo pathogenic variant of
CYFIP2 who had an early-omset epileptic encephalopathy
(Ohtahara syndrome) that progressed to Lennox-Gastaut
syndrome and became seizures free after using cammabidiol

2. CASE REPORT

This 3-year-old male was bom after an uneventful
pregnancy and at full term, and he was discharged from the
matemity ward in good health three days later. Parents were
first-cousins. Epileptic spasms with a generalized onset were
found at 20 days of birth, and an electroencephalogram showed
a burst suppression pattern with high amplitude epileptiform
discharges followed by diffuse flattening of the recording,
which is characteristic of Ohtahara's syndrome Many anti-
seizure medications, such as phenobarbital 5 mg)kg'dz)
clobazam 1.0 mgkg/day, valproate 50 mgkgiday, and
levetiracetam 40 mgkgz/day, had no therapeutic respomse
Add:mllyaunlmthpymbm(loo.fd:y)mdpyndml
phosphate (20 mgkg/day for one week) was not effective.
After the introduction of vigabamin (increased until 180
mgkz/day), there was a clinically significant reduction of
epileptic spasms that was not accompanied by development or
EEG mmprovement

He was referred to an epilepsy center for investization and
clinical management at 11 months of age. Physical
examination revealed minor facial abnormalities (Fig. 1),
normal head dircumference (10th percentile), global hypotonia
developed a sleep disturbamce that was managed with
melatonin.

At the age of 14 months, his epileptic spasms stopped, and
he began to experience several generalized tonic seizures, as
well as some episodes of dacreased awareness in both cephalic
and ocular forms. A wideo-electroencephalogram revealed
bitemporal slow spike waves (2-2.5 Hz), as well as
sleep, all of which are compatible with LGS (Fig. 2).
Topiramate (5 mg'kg/day) and then lamotrigine (6 mz/kg/day)
were added to the treatment regimen, along with the gradual
withdrawal of other ASM. There was a dacrease i the number
of atypical absences but no change in the number of tonic
seizures.
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Fig. (1). Morpbelogical facial Sammres: retrognathia; divergent strabisems: ypartalorism. high forsbeed, narrow and wpalanted eyelid Sssures.
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Fig. (2). Before cazmabidiol was given, the EEG showed bitempaoral slow spike-waves (2-2,5 Hz) and somwe polyspikes, diffewe pauses after

discharges, and sloctrockimical atypical sheance, mdicating LGS.

Hundreds of tonic seizures without a trigger occured
daily, requiring re-hospitalization at 20 months of age, which
was treated with intravenous phenytoin, phenobarbital, and
midazolam with partial seizure conmtrol. After three days,
canmabidiol (CBD) (at a dose of 10 mg/kz/day) was related to
progressive improvement and seizure-free status. When the
EEG was performed three months after canmabidiol was
mtroduced, it was normal when the subjects were awake, but it
showed a bifrontal focal abnormality with generlization when
they were sleeping. The metabolic workup was normal. Brain
MRI at 4 months exhibited enlargement of the frontotemparal
CSF space. An MRI a year later revealed diffuse cortical
atrophy, eqaeamymﬂn&mmonlmmasmnas

e e e e
"'im:
s

»

cerebellar white matter hyperintensity (Fig 3) WES identified
a de nmovo pathogenic varant in CYFIP? [GRCh37Chr
5:15,6721,843C>T; ¢.250C=T ENST00000521420; p.(Arz87
Cys)]. Arginine at codon 87 is highly conserved among
vertebrates, and its substitution for serine, proline, leucine, and
cysteine is known to be pathogenic. Specifically, p (Arg87Cys)
have been reported and submitted to the variants repository
many times, and it is a well-established pathogenic vanant
(https://www.ncbi nim nsh gow/clinvar/vaniation/430807/).

He remained seizure-free with a severe developmental
deficit after 16 months of cannabidiol usage. Currently, he is
receiving vigabamin (150 mg-‘kg"dly). topiramate (9
mg/kgday). and canmabidiol (10 mgkz/day).
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Fig. (3). EEG 3 months after the cnset of CBD therapy, showing bifroatal focal abnormality with generalization, without discharges when swake.
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3. DISCUSSION

Different genes are associated with the etiology of
mtellectual disability (ID) and epilepsy genes converge into
common networks and play key roles in neurogenesis, neuronal
migration, and synaptic functions [2. 3]. De novo vanants in
CYFIP? are a cawse of Developmental and Epileptic
Encephalopathy 65 (DEES65), which is characterized by severe
development delay, hypotonia; acquired microcephaly; facial
morphological features; brain MRI abnormalities (cerebral and
cerebellar atrophy., dysmorphic corpus  callosum,
hypomyelination or/and enlarged wventricles); epihpsywuh

hypsarrhythmia [35, 9, 10]. Variants in CYFIP2 affecting the
arginine at position 87 cause profound ID, early-omset
refractory epilepsy, and hypotonia, leading to a severe
phenotype [9]. Other CYFIP2 vanants with suspected loss-of-
function (LoF) variants show a milder phenotype, indicating
that the complete loss of one allele product does not result in
the severe npeurodevelopmental phenotype seen with
pathogenic de novo missense CYFIP2 varants [10].

In this patient, early-onset epilepsy with EEGs showed a
burst suppression pattern, which was a characteristic of
Ohtahara syndrome and pharmaco-resistant to therapy. Some
ASM were used without measurable response. and others, such
as vigabatrin and topiramate, were able to promote seizures
partial control However, the patient became seizure-free only
after CBD was added-on. Zweier ef al. described some seimare-
free patients, but none met LGS critena [9]. Zweier or al.
reported two seizure-free patients, but none who met clinical-
electroencephalographic criteria for LGS [9]. One stopped
having seizures after taking levetiracetam and then switched to
cammabidiol, while the other respondad to lacosamide [5]. The
majority of patients with a CYFIP2 vanant required a
combination of several ASM, 1 ing topiramate,
levetiracetam, and valproate [3, 9. 10]

In this case, CBD was the most effective therapy for
epilepsy. After its introduction, thers was a significant clinical
and electrographic improvement, which has been maintained
for the last 16 months without side effects. Devinsky er al.
(2018) published the first double-blind, placebo-controlled
clinical trial using purified CBD for patients with LGS for drop
seizures [15]. Adding 10 or 20 mgkg/day of CBD to a
conventional ASM led to greater reductions m the frequency of
drop seizures than the lower doses used in this study.
Nevertheless, no patient remained seizure-free throughout the
whole stdy period (28 days) [15]. Cammabinoids’
anticonvulsant properties, which act through various receptors
and channels, can belp control seizures and epilepsy. THC and
CBD have been shown to diminish the duration, severity, and
mcidence of epileptic seizures and remote adverse effects [16].
This patient has a CYFIP2 gene mutation, which causes
pharmacoresistant epilepsy. His clinics and EEG are consistent
with LGS, a kind of epilepsy that has recently been shown to
respond to canmabinol therapy.
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de Conzmtal

CONCLUSION

Mutations in the CTYFIP2 gens cause a phenotype of the
development and epileptic encephalopathy spectrum, which
inchades intellectual disability, minor facial abnormalities, and

epilepsy. We present a patient with a CYFIP2 p.(Arg87Cys)
pathogenic variant who had epilepsy that was resistant to
multiple medications and was eventually controlled with

bidiol

Our report suggests that camnabidiol is an option for
epilepsy treatment in patients with developmental and epileptic
encephalopathy 65 (DEE65, OMIM # 618008) and Lennox-
Gastaut Syndrome.
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