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As epilepsias sdo distirbios cerebrais caracterizados por uma predisposi¢do
persistente para a geracdo de crises epilépticas, que sdo interrupgdes transitorias no
funcionamento normal do sistema nervoso. Acredita-se que a maioria das epilepsias
relacionadas com idade de inicio precoce possui etiologia presumivelmente genética. Sendo
assim, elas representam um grupo para o qual o uso de testes genéticos seria
potencialmente benéfico. Os objetivos principais deste trabalho foram: a caracterizagao das
bases moleculares de diferentes formas de epilepsia da infancia e da adolescéncia e a
avaliacdo do potencial dos genes candidatos estudados para a utilizagdo em testes genéticos
para fins clinicos. A estratégia empregada foi a triagem de mutagdes nos seguintes genes:
SCNIA, em pacientes com sindromes de Dravet e de Doose; SCL24] em pacientes com
sindrome de Doose e epilepsias idiopaticas generalizadas (EIGs), especialmente a epilepsia
mioclonica juvenil (EMJ); e EFHCI e GABRAI, em pacientes com EMIJ e outras formas
comuns de EIGs. A triagem de mutagdes foi realizada por sequenciamento automatico pela
técnica de Sanger. As alteragcdes potencialmente deletérias foram investigadas em um grupo
controle composto por 100 individuos sem epilepsia. O potencial deletério das substituicdes
que resultam em troca do residuo de aminoacido na proteina codificada foi estimado
utilizando-se diferentes algoritimos de predi¢do. As mutacdes previamente descritas na
literatura foram compiladas e analisadas quanto a sua provavel localizagdo na proteina e
predicdo de efeito deletério. Analises por Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA) foram realizadas para a deteccao de variacdes no niimero de copias
de SCNIA. A analise de mutacdes no gene SCNIA revelou alteragdes potencialmente
deletérias em 81% dos pacientes com sindrome de Dravet, e em apenas um paciente com
sindrome de Doose. Esses dados, juntamente com os resultados das anélises de compilagao
das mutagdes descritas na literatura, sugerem que o teste genético em SCNIA para fins
clinicos seria altamente recomendavel em individuos com sindrome de Dravet, mas nao
para os com sindrome de Doose tipica. O gene SLC21A4 ndo parece estar envolvido na
etiologia da sindrome de Doose e das EIGs em nossa casuistica. A frequéncia de alteragdes
potencialmente deletérias no gene EFHCI em individuos com EMJ foi relativamente baixa,
sugerindo que esse gene nao seja o principal causador dessa epilepsia, embora possa ser um
fator de predisposi¢ao. Por fim, o gene GABRA I ndo parece conferir predisposi¢do para as

EIGs comuns em nossa casuistica.
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Epilepsy is a brain disorder characterized by a long lasting predisposition to
generate epileptic seizures, which are transient interruptions of normal brain function. Most
epilepsies with early onset presumably have a genetic etiology. Thus, they represent a
group for which the use of genetic testing would be potentially beneficial. The main goals
of this study were to characterize the molecular basis of different forms of epilepsy in
childhood and adolescence and to evaluate the potential clinical use of genetic testing in the
context of these disorders. To achieve these goals we searched for mutations in the
following genes: SCNIA in patients with Dravet and Doose syndromes; SLC2A41 in patients
with Doose syndrome and idiopathic generalized epilepsies (IGEs), particularly juvenile
myoclonic epilepsy (JME); and EFHCI and GABRAI in patients with JME and other
common forms of IGEs. Mutation screening was performed by automated Sanger
sequencing using capillary electrophoresis. Potentially deleterious nucleotide changes
found were subsequently investigated in a control group of 100 individuals without
epilepsy. In addition, the deleterious potential of amino acid changes identified was
estimated using different prediction algorithms. Mutations previously described in the
literature were compiled and analyzed regarding their putative location on the protein and
predicted deleterious effect. Furthermore, Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA) analyzes were performed to detect the presence of copy number
variations in SCNIA. Our results showed potentially deleterious variants in SCN/4 in 81%
of patients with Dravet syndrome, but only in one patient with Doose syndrome. These
data, along with the results of the compilation of mutations reported in the literature suggest
that genetic testing for SCN/A4 is clinically relevant in Dravet syndrome, but not in typical
Doose syndrome. SLC21A does not seem to be involved in the etiology of Doose syndrome
and EIGs in our cohort. The frequency of potentially deleterious changes in EFHCI in
individuals with JME was relatively low, suggesting that this gene is not the main cause of
this form of epilepsy, although it may be a predisposing factor. Lastly, GABRAI does not

seem to confer predisposition to common EIGs in our cohort.
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1.1. EPILEPSIA

Epilepsia ¢ o nome dado ao distarbio cerebral caracterizado por uma predisposi¢ao
persistente para a geracao de crises epilépticas (1). Tais crises sdo interrupgdes transitorias
no funcionamento normal do sistema nervoso em decorréncia de atividade excessiva ou
sincrona dos neurdnios. A epilepsia ndo constitui uma entidade nosoldgica Unica, mas sim
uma variedade de distirbios refletindo disfun¢do cerebral proveniente de diversas causas.
Mais de 65 milhdes de pessoas no mundo sdo acometidas por epilepsia (2), fato que a
caracteriza como uma das condi¢des neuroldgicas mais frequentes e, consequentemente,

um problema de saude publica mundial (1).

Dada a ampla diversidade de manifestacdes clinicas, etiologias e de prognostico das
diferentes formas de epilepsia, suas definicdes e nomenclaturas estdo em constante debate
entre a comunidade médico-cientifica internacional. Atualmente, a classificagdo das
epilepsias e das crises epilépticas segue as diretrizes padronizadas pela Liga Internacional
de Epilepsia (ILAE, do inglés International League Against Epilepsy) em 1981 (3) e 1989
(4). Segundo essa classificacdo, as crises epilépticas podem ser consideradas generalizadas,
quando a descarga epiléptica envolve todo o cortex cerebral, ou focais, quando a ativagao
neuronal inicia-se em uma regido cortical restrita. Com relagdo a etiologia, as epilepsias sdo
classificadas em: “idiopaticas”, aquelas sem presumivel lesdo estrutural do sistema nervoso
e que apresentam maior predisposicdo genética; ‘“‘sintomdticas”, as quais possuem
etiologias conhecidas; e “criptogénicas”, que apresentam presumivel base orgéanica, mas

sem etiologia definida.

Alguns desses conceitos e terminologias foram recentemente revisados (5), embora
ainda ndo adotados oficialmente. De acordo com as novas propostas de defini¢dao das crises
epilépticas, as crises generalizadas sdao consideradas aquelas que se iniciam em algum
ponto dentro de redes distribuidas bilateralmente e rapidamente as envolvem, enquanto as
crises focais sdo as que se originam em redes limitadas a um hemisfério. Também se
recomenda a substituicdo dos termos “idiopatica”, “sintomatica” e “criptogénica” por
“genética”, “estrutural/metabolica” e “desconhecida”, incluindo algumas modificagdes em
suas defini¢des. O conceito de epilepsia genética se aplica aos casos em que a epilepsia é o

resultado direto de um defeito genético conhecido ou presumido, e em que as crises sdo o
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principal sintoma. Nas epilepsias com etiologia estrutural/metabolica, existe
comprovadamente um distarbio estrutural ou metabodlico associado a um aumento
substancial do risco de se desenvolver epilepsia. Por fim, a etiologia desconhecida
compreende os casos em que ndo ha causa determinada até o momento. E importante
ressaltar que, na nova classificagdo proposta, a defini¢do “genética” ndo exclui a existéncia
de fatores extrinsecos contribuindo para a expressdo da doenga, da mesma forma que se
admite a existéncia de componentes genéticos nas epilepsias consideradas
“estruturais/metabodlicas”. No entanto, na ultima condi¢do, destaca-se a existéncia de um

disturbio separado.

Tanto na classificacdo vigente quanto na nova proposta, o termo “sindrome” ¢
empregado para designar um grupo de distrbios epilépticos que sao identificados de forma
confidvel por um aglomerado de caracteristicas eletroclinicas (5). Essas caracteristicas
incluem tipo de crise, etiologia, anatomia, fatores precipitantes, idade de inicio, gravidade,
cronicidade, ciclo circadiano e, as vezes, prognostico (4). O quadro 1 apresenta as

sindromes eletroclinicas organizadas por faixa etaria de inicio, sem refletir a etiologia.

Grande parte das sindromes eletroclinicas envolve inicio precoce. De fato,
aproximadamente 50% dos casos de epilepsia se iniciam durante a infdncia ou adolescéncia
(6). As epilepsias infantis e juvenis requerem atengao especial e pleno entendimento em sua
avaliacdo, pois as consequéncias psicologicas e cognitivas podem ter um impacto
importante sobre o ajuste académico e social da crianca, e os efeitos psicossociais na
infancia podem estender-se a idade adulta (7). Além disso, o diagndstico dessas epilepsias
pode ter grande influéncia ndo sé na vida da crianca afetada, como também na de seus
familiares (8). Visto que a maioria das epilepsias relacionadas com idade de inicio precoce
possui etiologia presumivelmente genética (4), elas representam um grupo para o qual o uso

de testes clinicos seria potencialmente benéfico.
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Quadro 1. Sindromes eletroclinicas organizadas por faixa etaria de inicio (5).

Periodo neonatal

Epilepsia familial neonatal benigna
Encefalopatia mioclonica precoce
Sindrome de Ohtahara

Lactente

Epilepsia do lactente com crises focais migratorias
Sindrome de West

Epilepsia mioclonica do lactente

Epilepsia benigna do lactente

Epilepsia familial benigna do lactente

Sindrome de Dravet

Encefalopatia mioclonica em disturbios ndo progressivos

Infancia

Crises febris plus (pode comecar no lactente)

Sindrome de Panayiotopoulos

Epilepsia mioclonica com crises atonicas (anteriormente astaticas)
Epilepsia benigna com espiculas centrotemporais

Epilepsia do lobo frontal noturna autossémica dominante
Epilepsia occipital da infancia de inicio tardio (tipo Gastaut)
Epilepsia com auséncias mioclonicas

Sindrome de Lennox-Gastaut

Encefalopatia epiléptica com espicula-onda continua durante o sono lento
Sindrome de Landau-Kleffner

Epilepsia auséncia da infancia

Adolescéncia — Fase Adulta

Epilepsia auséncia juvenil

Epilepsia mioclonica juvenil

Epilepsia somente com crises tonico-clonicas generalizadas
Epilepsias mioclonicas progressivas

Epilepsia autossomica dominante com caracteristicas auditivas

Outras epilepsias familiares do lobo temporal

Correlacio menos especifica com a idade

Epilepsia focal familiar com focos variaveis (da infancia a idade adulta)

Epilepsias reflexas
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1.2. GENETICA DAS EPILEPSIAS

Conforme supracitado, algumas epilepsias podem ser geneticamente determinadas,
como ¢ o caso das consideradas “idiopaticas” pela classificagdo vigente, ou das
denominadas “genéticas” na nova proposta de nomenclatura. Quando mutagdes em um
unico gene sdo suficientes para levar ao surgimento de crises epilépticas, a epilepsia ¢
caracterizada como monogénica ou Mendeliana, em referéncia ao padrdo de heranca do
trago epiléptico (9). Em contraste, quando o fendtipo epiléptico € determinado por varios
defeitos genéticos menores, a heranga ¢ considerada complexa (10).

Mesmo nos casos em que a epilepsia ndo ¢ causada diretamente por alteracdes
genéticas, acredita-se que a ocorréncia de crises epilépticas esteja intimamente relacionada
ao limiar de susceptibilidade do individuo a epilepsia, o qual seria resultado da interagao
entre inimeros fatores de predisposicao, incluindo componentes genéticos. Sendo assim,
determinados fatores genéticos, quando associados a distirbios epileptogénicos especificos
e a fatores precipitantes, propiciam alteragdes em determinadas vias moleculares
envolvidas no funcionamento dos circuitos elétricos cerebrais e resultam na manifestagao

de crises epilépticas (9).

Muitos esforgos tém sido realizados para a elucidagdo dessas vias moleculares, a
fim de expandir o conhecimento acerca do processo epileptogénico e fornecer estratégias
terapéuticas mais eficientes aos individuos acometidos. Com os avangos das técnicas de
biologia molecular, tornou-se possivel o0 mapeamento e a descoberta de genes associados as
diferentes formas de epilepsias. Um resumo dos principais métodos utilizados na

identificacdo de genes candidatos em epilepsias encontra-se no quadro 2.
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Quadro 2. Métodos utilizados na identificagdo de genes candidatos em epilepsias (11).

Método Estratégia basica Vantagens e Ap.llcag:'a o
Desvantagens Epilepsia
Clonagem [1] Delimitar o gene da doenca  Excelente para a A maioria dos
posicional a uma regiao cromossomica identificacdo de genes genes
restrita por meio da avaliagdo ~ Mendelianos; baixo poder  previamente
de marcadores genéticos co- para genes de doengas descobertos foi
segregando com a doenga em  complexas identificada
familias, [2] sequenciar genes com essa
na regido de ligacdo para abordagem
identificar mutacoes
Estudo de Avaliar a diferenca na Melhor poder que a
associaciio frequéncia alélica entre os clonagem posicional de genes
individuos afetados e ndo com baixa penetrancia;
afetados suscetivel a estratificagdo da
populagdo, ndo se aplica a
variantes raras
Genes Restrito a variantes em genes Bom se a biologia ¢ Grande namero
candidatos que hipoteticamente afetama  conhecida, mas variantes e  de estudos, mas
doenga genes patogénicos podem  poucos
ser perdidos devido a resultados
restricao a candidatos replicados
SNPs em Polimorfismos de base unica Sem suposi¢oes de genes;  Um estudo
escala (SNPs) avaliados em escala poderoso para alelos negativo
gendmica genOmica, para detectar tanto ~ comuns com risco publicado até o
variantes causais quanto moderado, mas ndo para momento;
variantes em desequilibrio de ~ variantes raras com alto outros em
ligagdo com as variantes risco andamento

Variacgoes de
numero de
copias

Sequenciamento
paralelo em
massa

Genoma
completo
Exoma

completo

causais

Tipagem de SNPs ou
sequenciamento paralelo em

massa para identificar pequenas

delegoes ou duplicagdes com
frequéncia aumentada em
individuos afetados

Sequenciamento de alto
desempenho de nova geragao,
visando detectar variantes
associadas a doengas em
escala gendmica

Cobre a sequéncia gendmica
completa

Restrito a sequéncias
codificantes de proteinas

Maior probabilidade de
significancia funcional;
estratégia de detecgao em
escala genOmica

Aplicavel a variantes raras
com alto risco; grande
numero de variantes
detectadas; métodos para
analise estatistica em
desenvolvimento

Ainda de alto custo
(embora esteja decaindo)

Custo menor e focado nas
regides gendmicas de alta
funcionalidade, mas pode
ignorar variantes
importantes

Varias novas
descobertas,
mas oS riscos
associados
ainda nao foram
determinados

Estudos em
andamento

Estudos em
andamento
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Nas ultimas duas décadas, um numero crescente de mutagdes associadas a
epilepsias tem sido identificado, principalmente em sindromes epilépticas monogénicas
raras, como a sindrome de Dravet (10,12). No entanto, apenas 1 a 2% das epilepsias
consideradas idiopaticas parecem ser monogénicas, sugerindo que a maioria seja
poligénica, como no caso das epilepsias idiopaticas generalizadas mais comuns (10,13).

Os principais genes relatados como associados a epilepsias até o momento sao
representados no quadro 3. A maioria deles codifica subunidades de canais idnicos, e
grande parte dos outros genes identificados codifica proteinas que interagem com esses
canais (10). Essa constatacdo ¢ bastante plausivel, uma vez que os canais i6nicos fornecem
a base para os processos de excitabilidade neuronal e, portanto, alteracdes nessas proteinas
perturbariam o equilibrio na comunica¢do entre os neurdnios e poderiam resultar em
descargas epilépticas (14). Ainda assim, ¢ reconhecida a existéncia de genes envolvidos em
outras vias metabolicas estando associados a epileptogénese, sendo que esses podem

apresentar fungdes importantes ainda pouco exploradas.

Além de contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos
responsaveis pela atividade epiléptica, a identificagdo de mutagdes em genes implicados
nas diferentes formas de epilepsia fornece informacgdes valiosas que podem ser utilizadas

no estabelecimento de testes genéticos especificos para fins clinicos.
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Quadro 3. Principais genes relatados como associados a epilepsias até o momento (15).

Epilepsias de periodo neonatal Gene Proteina
Crises neonatais benignas familiares KCNQ2 Canal de potassio
KCNQ3 Canal de potassio
Crises neonatais-infantis benignas familiares SCN24 Canal de s6dio
Sindrome de Ohtahara STXBP1 Proteina ligante de sintaxina
ARX Proteina homeobox
Espasmos de inicio precoce STKY9/CDKL5 | Quinase dependente de ciclina
Espasmos infantis ligados ao cromossomo X ARX Proteina
Epilepsias com crises febris proeminentes Gene Proteina
Sindrome de Dravet SCNI1A4 Canal de sodio
Epilepsia generalizada com crises febris plus SCNIA Canal de sodio
SCNIB Canal de sodio
GABRG?2 Receptor GABAA
Epilepsia auséncia da infancia com crises febris GABRG?2 Receptor GABA,
Epilepsia e retardo mental restritos ao sexo PCDHI19 Protocaderina
feminino
Epilepsias idiopaticas generalizadas Gene Proteina
Epilepsia auséncias de inicio precoce SLC241 Transportador de glicose
Epilepsia mioclonica juvenil GABRAI Receptor GABA 4
EFHCI Proteina com dominio EF-hand
Epilepsias focais Gene Proteina
Epilepsia do lobo frontal noturna autossémica CHRNA? Receptor nicotinico
dominante CHRNA4 Receptor nicotinico
CHRNB?2 Receptor nicotinico
Epilepsia autossémica dominante com LGII Proteina rica em leucina
caracteristicas auditivas
Epilepsias associadas a outros distirbios Gene Proteina
paroxisticos
Epilepsia generalizada com discinesia KCNMAI Canal de potassio
paroxistica
Epilepsia com discinesia paroxistica induzida SLC2A41 Transportador de glicose
por exercicios
Epilepsia auséncia e ataxia episodica CACNAIA Canal de calcio
Epilepsia focal e ataxia episodica KCNAI Canal de potassio
Enxaqueca hemiplégica familiar e epilepsia ATPIA2 ATPase sodio-potassio
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1.3. TESTES GENETICOS EM EPILEPSIAS

O teste genético consiste no uso de informagdes genéticas tanto para proporcionar
diagnosticos mais claros em pessoas ja acometidas ou com suspeita da doenca (teste
diagnostico), quanto para prever o possivel inicio da doenga em pessoas com risco
aumentado devido a histéria familiar positiva (teste preditivo) (15). A identificacdo de um
grande niimero de genes envolvidos na etiologia de doengas humanas resultou em um
acentuado aumento do uso desses testes na pratica clinica. Mais de 2.000 testes genéticos
estdo atualmente disponiveis para uso clinico’, sendo a maioria destinada a distarbios
genéticos raros que seguem padrdes de heranga mendeliana. No entanto, o significado
clinico dos testes genéticos pode ser desafiador, visto que nem sempre os resultados sao de
interpretagdo trivial e, em alguns casos, o significado da variagdo genética observada ¢

incerto (16).

Controvérsias em relacdo a utilidade clinica dos testes genéticos para sindromes
epilépticas foram recentemente suscitadas. Apesar de existir uma contribuicdo clara de
testes genéticos para o estabelecimento do diagndstico mais exato e para uma melhor
compreensdo da etiologia da epilepsia (15,17), alguns autores questionam se esses testes
também contribuem para uma melhora no tratamento dos pacientes (17). Com relacdo a
esta questdo, um estudo recente avaliando o impacto dos testes genéticos sobre manejo de
pacientes revelou melhorias no controle de crises € no progresso do desenvolvimento das
criancas, como consequéncia da mudanca de medicagdo apds um resultado de teste

genético positivo (18).

A utilidade do teste clinico pode variar conforme o tipo de epilepsia e de acordo
com o padrao de heranca genético apresentado. Atualmente, um dos genes considerados
mais relevantes clinicamente ¢ o0 SCNIA4, envolvido na etiologia do espectro das epilepsias
generalizadas com crises febris. J4 no caso das epilepsias idiopaticas generalizadas mais
comuns, como a epilepsia mioclonica juvenil, ainda que tenham sido descritas mutagdes em
genes candidatos, o potencial destes para utilizagdo em testes clinicos ainda ndo foi

avaliado.

" Genetests: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/GeneTests/?db=GeneTests
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1.4. ESPECTRO DA EPILEPSIA GENERALIZADA COM CRISES FEBRIS

O termo epilepsia generalizada com crises febris plus (GEFS+, na sigla em inglés
para generalized epilepsy with febrile seizures plus) foi utilizado pela primeira vez por
Scheffer e Berkovic (19) para designar uma sindrome epiléptica caracterizada por crises
febris que persistem além dos seis anos de idade e por crises afebris varidveis. Essas crises
afebris incluem crises tonico-clonicas generalizadas (CTCG), que sdo caracterizadas por
queda subita e rigidez muscular (fase tonica) seguidas por episddios rapidos de contragdes e
relaxamento dos musculos (fase clonica); mioclonias, que sdo curtos abalos musculares; e
crises de auséncia, nas quais ocorre breve interrup¢do da consciéncia. Essa sindrome
abrange um vasto espectro de fenotipos, incluindo desde manifestacdes brandas, como as

crises febris simples, até expressoes clinicas mais graves, como as sindromes de Dravet ¢

de Doose (19,20).

A sindrome de Dravet ¢ uma encefalopatia epiléptica rara, com incidéncia
estimada de aproximadamente uma em cada 40.000 criancas com menos de sete anos (21).
O inicio da sindrome se da no primeiro ano de vida, quando ocorrem crises febris clonicas,
posteriormente acompanhadas por mioclonias, crises de auséncia atipicas e crises focais
complexas (22,23). O desenvolvimento neuroldgico ¢ normal antes do inicio das crises,
mas retardo psicomotor e outros déficits neurologicos sdo observados por volta do segundo
ano de idade. Além disso, a sindrome de Dravet & altamente resistente ao tratamento
medicamentoso (23). O eletrencefalograma (EEG), que consiste no registro da atividade
elétrica cerebral, mostra ondas cerebrais de morfologia alterada, os chamados paroxismos
epileptiformes, do tipo espicula e poliespicula-onda, de modo generalizado, com presenga

de anormalidades focais e fotosensibilidade (4).

Antes da inclusdo da sindrome de Dravet no espectro de GEFS+ (20), o fendtipo
considerado como mais grave era a sindrome de Doose, também conhecida como epilepsia
mioclonico-astatica ou epilepsia mioclonico-atonica, de acordo com as novas propostas de
nomenclatura. A sindrome de Doose possui incidéncia de aproximadamente uma em cada
10.000 criangas, constituindo 1 a 2% das epilepsias de inicio na infancia (24). As crises se
iniciam durante os cinco primeiros anos de idade, com pico entre trés e quatro anos, em

criancas com desenvolvimento prévio normal. Existe uma predominancia das crises
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miocldnico-astaticas (mioclonico-atonicas), caracterizadas por um abalo simétrico breve
com subsequente perda do tonus muscular e queda stbita. Sdo observadas também CTCG e
crises de auséncia atipicas (25,26). Embora ndo seja comum, crises febris simples podem
preceder as crises afebris em alguns casos (25,26). Outra caracteristica dessa sindrome ¢ a
apresentacao de padrdes de EEG generalizados, com complexos de espicula e poliespicula-
onda, bilaterais e sincronos, alem de atividade teta ritmica de frequéncia entre 4 ¢ 7 Hz,
denominada ritmo de Doose (27). A evolugdo clinica e cognitiva ¢ altamente varidvel,

incluindo desde remissao de crises até atrasos graves de desenvolvimento (25,27).

Os estudos das bases genéticas de GEFS+ demonstraram um padrdo de heranca
autossomico dominante em algumas familias e complexo em outras (19,28), e a
identificacdo de mutagdes em diferentes genes revelou a existéncia de heterogeneidade
genética. O primeiro gene identificado para esse tipo de epilepsia foi o SCNIB (29), que
codifica a subunidade 3; de um canal de sodio voltagem-dependente. Posteriormente, um
segundo locus foi mapeado no cromossomo 2 (30,31) e mutagdes no gene da subunidade o,
do canal de so6dio neuronal (SCN1A) foram descritas (32-35). Também foram identificadas
mutagdes em genes que codificam outras subunidades de canal de sodio, SCN24 (36) e
SCN94 (37), além de receptores do neurotransmissor acido y-aminobutirico (GABA)
codificados pelos genes GABRG2 (38-40) e GABRD (41). Dentre esses genes, 0 mais
amplamente descrito ¢ 0 SCNIA, cujas mutagdes foram observadas em aproximadamente 5

a 10% das familias com GEFS+ previamente relatadas (42).

Posteriormente, foi demonstrado que a maioria das mutagdes encontradas em
SCNIA estd associada com o fenotipo da sindrome de Dravet (43), com mutagdes
detectadas em 70 a 80% dos pacientes estudados, sendo a maioria delas de novo (44). Além
disso, raramente mutagdes nos outros genes descritos para GEFS+ sdo identificadas em
pacientes com sindrome de Dravet, mostrando que SCN/A4 ¢ o principal gene envolvido

com esse fendtipo (45).

Nos estudos que demonstraram mutagdes em genes candidatos nas familias com
GEFS+, foram relatados membros afetados com sindrome de Doose, corroborando a

hipdtese de uma possivel etiologia genética também para esse fenotipo (29,32). Entretanto,
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apenas um membro de cada familia investigada apresentava sindrome de Doose, incluindo

algumas caracteristicas atipicas (46,47).

1.4.1. GENE SCNIA

O gene SCNIA possui 26 éxons codificantes (figura 1) e codifica a subunidade a-1
do canal de sodio voltagem-dependente neuronal (Na,1.1) (figura 2). Essa proteina consiste
em quatro dominios (DI-IV) contendo seis segmentos transmembrana cada. A subunidade a
do canal de sodio ¢ a responsavel pela formagdo do poro transmembrana que permite a

entrada de ions sodio para o meio intracelular dos neurdnios (48).
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Figura 1. Representacdo esquematica do gene SCNIA.

Figura 2. Representacdo esquematica da subunidade a-1 do canal de sodio voltagem-
dependente neuronal (Nay1.1).
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Os canais de sodio voltagem-dependentes desempenham um importante papel na
geracdo e propagacdo de potenciais de a¢do, uma vez que estes sdo provocados pela
despolarizagao da membrana celular, em consequéncia do influxo de sédio na célula (49).
Portanto, mutacdes nessa proteina podem causar excitabilidade neuronal anormal (50).

A expressdo do gene SCNIA ocorre predominantemente nos interneuronios
inibitorios GABAérgicos, ou seja, aqueles que secretam o neurotransmissor GABA (51).
Dessa forma, acredita-se que a hiperexcitabilidade neuronal observada nos casos de perda
de funcao do canal de s6dio, como observado na sindrome de Dravet e em alguns dos casos
de GEFS+, seria resultado de uma disfun¢@o nos circuitos inibitérios neuronais (52).

No entanto, também sdo observadas alteragdes que resultam em ganho de fungdo em
individuos com GEFS+. Acredita-se que nesses casos ocorra perda da capacidade de
inativacao do canal idnico, prolongando a despolarizagdao neuronal (53). Sendo assim, as

bases da hiperexcitabilidade neuronal em GEFS+ ainda ndo estdo claramente definidas.

Como as investigacdes do gene SCNIA em pacientes com sindrome de Doose
esporadicos demonstraram baixa frequéncia de mutagdes, sendo que nos poucos casos
positivos ¢ dificil determinar a patogenicidade das alteracdes encontradas (46,47),
questionamentos a respeito da base genética comum entre essa e as outras epilepsias do
espectro de GEFS+ tém sido levantados (46). Sendo assim, ¢ possivel que outros fatores

genéticos estejam envolvidos na etiologia da sindrome de Doose.

Recentemente, outro gene foi implicado na etiologia da sindrome de Doose, o gene
SLC2A1 (54). Mutagdes nesse gene sdo a causa de uma encefalopatia rara conhecida como
sindrome da deficiéncia de GLUTI, caracterizada por deficiéncia mental progressiva,
epilepsia, distirbios motores, e microcefalia adquirida (55). Dadas algumas semelhancgas
fenotipicas entre as sindromes de Doose e da deficiéncia de GLUT], tais como a ocorréncia
de crises de auséncia e mioclonicas no inicio da vida e a resposta favoravel a dieta
cetogénica, um grupo de pesquisadores formulou a hipdtese de que mutacdes no gene
SLC2A41 poderiam causar também a sindrome de Doose. De fato, o estudo demonstrou que
5% dos 84 pacientes com sindrome de Doose estudados apresentaram mutagdes nesse gene

(54).
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1.4.2. GENE SLC2A41

O gene SLC2A41 possui 10 éxons codificantes (figura 3) e codifica a proteina
transportadora de glicose do tipo 1 (GLUT1), que ¢ membro da familia 2 de carreadores de
soluto (figura 4). Essa proteina possui 12 segmentos transmembrana dispostos em um
arranjo de poro que permite a passagem do soluto para o citossol da célula (figura). A
GLUTI!1 ¢ a principal responsavel pelo transporte de glicose através da barreira
hematoencefalica (55). Sendo assim, defeitos nessa proteina podem ocasionar niveis

inadequados de glicose cerebral, resultando em encefalopatia metabdlica grave (56).
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Figura 3. Representacdo esquematica do gene SLC241.

Figura 4. Representacdo esquematica da proteina transportadora de glicose do tipo 1
(GLUT1).
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1.5. EPILEPSIAS IDIOPATICAS GENERALIZADAS COMUNS

Outro grupo de epilepsias que potencialmente se beneficiaria do estabelecimento de
testes genéticos para fins clinicos € o das epilepsias idiopaticas generalizadas (EIGs). As
EIGs, como o nome indica, possuem base presumivelmente genética e apresentam crises
inicialmente generalizadas, sendo os principais tipos: crises tipicas de auséncia, mioclonias
e CTCG. O inicio das manifestacdes clinicas ocorre durante a infancia e a adolescéncia,
variando dependendo da sindrome. O EEG mostra descargas generalizadas de espicula,
poliespicula ou espicula/poliespicula-onda. Essas descargas sdo frequentemente
precipitadas por hiperventilagio, privacao do sono e fotoestimulagio intermitente (57).

A forma de EIG mais comum ¢ a epilepsia mioclonica juvenil (EMJ),
representando 5% a 10% de todas as epilepsias (58). As manifestacdes clinicas se iniciam
entre os nove e 27 anos de vida e sdo caracterizadas por abalos mioclonicos, geralmente
simétricos, ocorrendo de forma isolada ou repetitiva, comprometendo principalmente os
membros superiores e que acontecem frequentemente ao despertar (4). As crises
mioclonicas podem ser seguidas por crises CTCG e por crises de auséncia (59). Em muitos
casos, as crises sdo precipitadas por fatores desencadeantes como privacdo de sono,
exaustao fisica e abuso de dlcool. A resposta a medicagdo correta costuma ser favoravel (4).

Outra EIG comum ¢ a epilepsia auséncia juvenil (EAJ). Sua caracteristica principal
¢ a ocorréncia de crises de auséncia tipicas, as quais se manifestam como perda total da
consciéncia de forma breve e abrupta. As crises se iniciam na puberdade, por volta dos
nove a 13 anos de idade, embora possa ocorrer entre cinco e 20 anos (60). A ocorréncia de
crises ¢ esporadica, com menor frequéncia do que na epilepsia auséncia da infancia
(EAI), cujo inicio € mais precoce. Crises do tipo CTCG e mioclonias ocorrem em cerca de
80% e 16% dos individuos acometidos por EAJ, respectivamente (61). Também ¢ frequente
a ocorréncia de automatismos. O EEG apresenta descargas do tipo espicula-onda maiores
que 3 Hz (57). A resposta ao tratamento em geral ¢ excelente (4).

A epilepsia com CTCG ao despertar, por sua vez, apresenta inicio na segunda
década de vida. O tipo de crise mais frequente ¢ a CTCG, que ocorre exclusiva ou
predominantemente precedendo o despertar, independente do periodo do dia. Podem
ocorrer também crises de auséncia ou mioclonias. O EEG demonstra algum dos padrdes

caracteristicos das EIGs, e ha significante correlacdo com fotosensibilidade (4).
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Estudos de ligacdo revelaram varios loci génicos envolvidos com essas EIG,
especialmente a EMJ (quadro 4). Genes candidatos também foram identificados, dentro e
fora das regides cromossomicas previamente descritas, por meio de estudos de associagdo
e/ou triagem de mutacdes em pacientes com diferentes formas de EIG (quadro 4). No
entanto, nem todos esses genes possuem alteracdes causais identificadas, sendo que apenas
trés genes apresentam mutacdes segregando com membros afetados de familias com EMJ:
GABRAI, CLCN2 e EFHCI (62). Levando em consideragcdo que o artigo descrevendo as
primeiras mutacdes no gene CLCN2 foi recentemente retraido (63), e aspectos do trabalho
ainda permanecem controversos (64), os genes candidatos de maior relevancia para a EMJ

atualmente sdao EFHCI ¢ GABRAI.

1.5.1. GENE EFHCI1

O gene EFHCI possui 11 éxons codificantes (figura 5) e codifica a proteina
EFHCI1, também conhecida como mioclonina 1. Essa proteina possui trés dominios DM10
e um dominio EF Hand na por¢ao C-terminal (65) (figura 6). Os dominios DM 10 possuem
funcdo desconhecida e sdo constituidos por aproximadamente 105 residuos de aminoacidos,
organizados em sete folhas beta e duas alfa hélices, uma apds a primeira folha beta, e outra
ap6s a ultima (66). O dominio EF-hand possui conformacao de hélice-volta-hélice, com
duas alfa hélices perpendiculares denominadas E e F unidas por um sitio liga¢do a calcio

(66).
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Quadro 4. Loci génicos e genes identificados para EMJ e outras EIGs comuns.

Loci génico  Genes Genes com Proteina codificada Fenotipo
identificado  identificados mutacoes
por ligacao por identificadas
associacao
3q26 (67) CLCN2 (68)  Canal de cloreto EAI EAJ,
EMJ,
ECTCG
5q34 (69) GABRA1(69) Receptor do GABA | EMJ
6p12 (70,71) EFHCI1(65) Proteina com dominio ~ EMJ
EF-hand
6p21 (72,73) GABRBI(74) Receptor do GABA EMJ, EIGs
GRIK1 (75) Receptor de glutamato Eij—EMJ’
BRD2 (76) Regulador da
transcri¢cao
8q24 (77) KCNQ3(78) Canal de potéssio EAIL EMJ
15q13-14 (79) CX36 (80) Conexina 36 EMJ
CHRNA7(81) Receptor nicotinico
18q12 (82) ME?2 (83) Enzima malica 2 EMJ, EAJ,
ECTCG
KCNN3(84) Canal de potéssio EMJ
dependente de calcio
GABRD (85)  Receptor de GABA | EMJ
CACNB4 Canal de calcio EAIL EAJ e
(86) EMJ com AE

EALI: epilepsia auséncia da infancia; EAJ: epilepsia auséncia juvenil; EMJ: epilepsias mioclonica juvenil,;
ECTCG: epilepsia com crises tdnico-clonico generalizadas; EIGs: epilepsias idiopaticas generalizadas; AE:
ataxia episodica

Embora as fungdes da proteina EFHCI ainda sejam pouco conhecidas, sabe-se ela
esta associada a microtiibulos e, consequentemente, envolvida na regulagdo da divisdao
celular (87). A proteina EFHC1 também esta ligada ao processo de migra¢ao radial durante
o desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) e a perda de sua fung¢ao poderia levar

a alteracdes na arquitetura cortical e sub-cortical.
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Figura 5. Representagdo esquematica do gene EFHCI.
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Figura 6. Representacdo esquematica da proteina EFHC1/mioclonina.

Mutacdes no gene EFHCI foram implicadas com a etiologia de EMJ (65, 88-91) e
EAJ (91), sendo consideradas a causa mais frequente de EMJ identificada até o momento
(89). No trabalho que descreveu as primeiras mutacdes nesse gene, foi demonstrada
associacao dessa proteina com canais de célcio voltagem-dependente do tipo R. Acredita-se
que, através do aumento do influxo de ions célcio por estes canais, essa proteina estaria
relacionada com a morte celular programada (apoptose) em neuronios. Sendo assim,
mutagdes na proteina EFHCI1 resultam em um comprometimento significativo da atividade
apoptotica, o que poderia impedir a eliminagdo de neurdnios com homeostase de calcio

alterada durante o desenvolvimento do SNC, levando a EMJ.
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1.5.2. GENE GABRAI

O gene GABRAI possui 9 éxons codificantes (figura 7) e codifica a subunidade al
do receptor do acido y-aminobutirico tipo A (GABA,) (figura 8). O receptor GABA, ¢
uma proteina pentamérica formada por varias combinacdes de subunidades a, 3, 9, €, y € 0,
sendo que a combinagdo mais comum no cérebro ¢ alf2y2. Essa proteina possui
importante fungdo na regulagdo da excitabilidade neuronal, visto que a ligacdo do
neurotransmissor GABA, ao seu receptor promove a abertura de um canal de cloreto
integrante, produzindo um aumento da condutincia da membrana que resulta em inibi¢do

da atividade neuronal (92).
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Figura 7. Representacdo esquematica do gene GABRA .

Figura 8. Representacdo esquematica do receptor do acido y-aminobutirico tipo A
(GABA,).
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A principal mutagdo descrita nesse gene, que resulta na troca de residuo de
aminoacido p.A322D, foi observada segregando em individuos afetados de uma familia
franco-canadense acometida por EMJ (69). Estudos funcionais realizados pelos autores que
descreveram a muta¢ao mostraram uma diminuicao da amplitude de correntes ativadas por
GABA. Sendo assim, a hiperexcitabilidade neuronal decorrente dessa reducdo da resposta
inibitéria mediada por GABA poderia ter uma implicagdo direta na origem de crises

epilépticas.

1.5.3. GENE SLC241

Recentemente, foram identificadas também muta¢des em SLC241, gene envolvido
na sindrome de deficiéncia de GLUTI e candidato para sindrome de Doose, em familias
com diferentes fenotipos de EIGs, especialmente em individuos com crises de auséncia de
inicio precoce (56, 93, 94 e 95). Essa descoberta contribuiu para ampliar ainda mais o
espectro de fendtipos envolvidos com a deficiéncia de GLUTI, além de apontar um novo

gene candidato para a investigacdo das bases genéticas das EIGs.

1.6. CONSIDERACOES GERAIS

A identificagdo de genes envolvidos na etiologia de diversas formas de epilepsia,
em especial as de inicio precoce, ndo sO expande o conhecimento acerca das vias
moleculares envolvidas na epileptogénese, como pode ter grande repercussio no
diagnostico, prognostico e tratamento das crises.

Apesar dos grandes avangos na elucidacdo das bases genéticas do espectro de
GEFS+, com énfase na sindrome de Dravet, ¢ das EIGs mais comuns, como a EMJ,
permanecem ainda controversas varias questdes a respeito do valor progndstico das
mutacoes encontradas nos genes candidatos e da utilidade de testes genéticos para fins
clinicos nessas sindromes. Tais questdes possuem implicagdes importantes, inclusive na

elaboragdo de recomendacdes internacionais para o diagndstico molecular das epilepsias.
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2. OBJETIVOS
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Os objetivos gerais deste projeto foram:

e C(Caracterizar as bases moleculares de diferentes formas de epilepsia de inicio precoce

(infancia e adolescéncia);
e Avaliar o potencial dos genes estudados para a utilizagdo em testes genéticos para fins
clinicos.
Os objetivos especificos foram:
e Investigar a presenga de mutagdes nos genes candidatos:
o SCNI4, em uma amostra de pacientes com sindrome de Dravet e sindrome de
Doose;
o SCL2A1, em uma amostra de pacientes com sindrome de Doose, EMJ, EAJ,
EAI e CTCG ao despertar.
o EFHCI e GABRAI, em uma amostra de pacientes com EMJ, EAJ, EAI e
CTCG ao despertar.

e Analisar a repercussdo molecular das muta¢des encontradas;

e Compilar e analisar a repercussdo molecular de mutagdes descritas na literatura nos

genes candidatos em questao.
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3. CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS
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3.1. ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP (Anexos 1 e 2), além dos comités de ética em pesquisa das
outras universidades participantes do estudo. Todos os pacientes e familiares que
concordaram em participar da pesquisa assinaram um formuldrio de consentimento livre e

esclarecido (Anexo 3).

Para assegurar que toda a manipulagdo de informagdo clinica e molecular fosse
confidencial, questiondarios clinicos e amostras de sangue ¢ de DNA foram identificados por
um cdédigo comum designado no momento de entrada do individuo no estudo. As
informagdes geradas durante este projeto que possam ter implicagdes na confirmagdo
diagnostica de individuos sintomaticos serdo comunicadas aos profissionais responsaveis

pelo acompanhamento dos pacientes.

3.2. CASUISTICA

Foi incluido no estudo um total de 171 pacientes com diagndstico de epilepsia
generalizada, sendo 21 deles diagnosticados com sindrome de Dravet, 16 com sindrome
de Doose, 102 com EMJ, 14 com CTCG ao despertar, 13 com EAJ, dois com EAI e trés

com outras EIGs.

Os pacientes com sindromes de Dravet e de Doose foram recrutados nos
ambulatorios do Departamento de Neurologia da UNICAMP, do servigo de epilepsia do
Hospital das Clinicas da FMUSP e do Hospital Sao Lucas da PUCRS, sob responsabilidade
da Dra. Marilisa Guerreiro e da Dra. Maria Augusta Montenegro, da Dra. Maria Luiza

Manrezza e do Dr. André Palmini, respectivamente.

Dentre os pacientes com EIGs, 52 com EMJ e todos os com outros fenotipos foram
selecionados nos ambulatorios da UNICAMP, sob responsabilidade do Dr. Fernando
Cendes e do Dr. Luiz Betting. Os outros 50 pacientes com EMJ foram recrutados no

Ambulatorio de Neurologia da UFAL, sob responsabilidade do Dr. Daniel Gitai.

Os diagnoésticos foram realizados com base nos critérios de classificacao

internacional propostos pela ILAE (4). Resumos das caracteristicas demogréaficas e clinicas
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desses pacientes estdo disponiveis nos apéndices 1, 2 e 3. Para os pacientes com sindrome
de Dravet identificados de 1 a 4, de 6 a 12 e 14, e para os com sindrome de Doose
identificados de 1 a 10, 12 ¢ 13, informagdes clinicas detalhadas estdo descritas na literatura
(96). Esses pacientes foram inicialmente investigados em meu mestrado, porém algumas

analises apresentadas no presente estudo ainda ndo haviam sido realizadas.

3.3. METODOS
3.3.1. EXTRACAO DO DNA GENOMICO

A extracdo do DNA gendmico foi feita a partir das amostras de sangue periférico
coletadas dos pacientes e familiares, quando disponiveis, utilizando o protocolo manual de

extragdo com fenol cloroférmio descrito a seguir:

Aproximadamente 20mL de sangue venoso foram colhidos de cada individuo
recrutado para o estudo. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 2500 rpm e a
fase intermedidria, contendo os leucocitos, foi transferida para um tubo de propileno com
fundo conico. O proximo passo foi adicionar as solugdes de RSB 1x, até completar o
volume de 11mL, e 60uL de Nonidet®. Apds homogeneizagdo ao agitador durante 10
minutos, a solugdo foi centrifugada a 2500 rpm por mais 10 minutos e o sobrenadante foi
descartado. Em seguida, foram adicionados 3mL de solu¢do SDS 10%, 0,5mL de RSB Ix e
80uL de proteinase K (100mg/mL) e as amostras foram incubadas a 37° por 24h. Apos a
incubagdo, foram acrescentados 3mL de fenol, seguido por homogeneizagdao durante 10
minutos e centrifugagdo por mais 10 minutos a 2500 rpm. Descartou-se e fragdo inferior do
tubo. O processo foi repetido com 1,5mL de fenol e 1,5mL de solucdo de cloroférmio
alcool isoamilico. A fra¢do inferior do tubo foi novamente descartada e, em seguida,
acrescentaram-se 3mL de solugdo de cloroformio alcool isoamilico, seguido de
homogeneizacao e centrifugagdo a 2500 rpm por 10 minutos. O DNA foi precipitado com
6mL de etanol absoluto e armazenado em tubos conicos de 1,5mL com aproximadamente

200uL de TE 1x.
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3.3.2. AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS DE INTERESSE

Para a amplificacdo e sequenciamento dos fragmentos de interesse dos genes
SCNIA, SLC2A41, EFHCI e GABRAI, foram utilizados oligonucleotideos iniciadores
(primers) que flanqueiam os éxons codificantes e as jungdes éxon-intron. Os primers
utilizados neste estudo foram previamente desenhados com o auxilio dos programas Gene
Runner® ¢ Primer 3. Foram utilizados ao total 49 pares de primers, sendo 29 para a
amplificagdo do gene SCNIA, nove para o gene SLC2A41, 11 para o gene EFHCI e nove
para o gene GABRAI. As sequéncias nucleotidicas dos primers estdo apresentadas nas

Tabelas 1,2, 3 e 4.

A triagem de mutagdes nos genes candidatos foi realizada conforme esquematizado
na figura 9. Para os pacientes com EMJ provenientes da UFAL, foi realizada investigagao

apenas do gene EFHCI.

Sindrome de Dravet | Sindrome de Doose EMI e outras EIGs

< SV | |
< SLC241 >
: EFHCI >

GABRAI >

Figura 9. Esquema representando os genes investigados para os diferentes fendtipos de
epilepsias da infancia e adolescéncia estudados.

A amplificacdo foi feita por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR, do
inglés polymerase chain reaction). As reagdes foram realizadas para um volume final de
12,5uL, contendo 3,5 pmoles de cada primer especifico, 7,5nmol de dNTP mix contendo os
quatro nucleotideos em quantidades equimolares, 1 unidade de Taqg DNA polimerase

(Fermentas®), 25 nmoles de MgCl, e 50ng de DNA.
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Tabela 1. Sequéncias dos primers para amplificagdo dos éxons do gene SCNIA.

Exon Sequéncia Direta (5’ — 3°) Sequéncia Reversa (5’ — 3°)

1 ATCCTCTAGCTCATGTTTCATG TAATTTGGCATGTGTTGGTG

2 ATTGTGATTGTGCTGGTTTCTC TGAGGCTAATATGACAAAGATGC
3 AGAAGACTTGCCCACAATGC CATTGTCCTCTTGCTGCGTA

4 CTGATGGAGTGATAAGAAATTGG TCCACTTAGACCTTTGTTGTGC
5 TCGGTAATTCCAGGTAAGAAGTG GAATGTCAAGCAGAGAAGGATG
6 AGCGTTGCAAACATTCTTGG GGATATCCAGCCCCTCAAGT
7 CTGACCTTCCTGTTCTCATTTG AATTAGTTGGCTGTTATCTTCAGTT
8 GGCAGCAGAACGACTTGTAA CAATCCTTGGCATCACTCTG

9 TTGAAAGTTGAAGCCACCAC CCTCATACAACCACCTGCTC
10 AGCCATGCAAATACTTCAGC CAACCATGCATCAGTAAACTCAG
11 CTGTTATGAATGCTGAAATCTCC TGGTGCAGCAATAGTGAGC
12 GTCACCATTTGGTTGTTTGC TGCACTATTCCCAACTCACA
13 GGCTCTATGTGTGTGTCTGATG GAAGGATGGTTGAAAGACTGC
14 TCTACTTCGCGTTTCCACAA TGCTATGCAAGAACCCTGAT
15 GACGGTTAGGGCAGATCAGA GCCATGCTGGTGTATTTCC
16a TGCTGTGGTGTTTCCTTCTC ACTGCTGCCAGTTCCTATACC
16b TGGATAGGATGCACAAAGGAG GAGCATGGTTTCTAGTGAATGG
17 AAGGGTTAGCACAGACAATG CAAGCTGCACTCCAAATG

18
19
20
21
22
23
24
25
26a
26b
26¢

AAGGATATTATGGAAGCAGAGACA  GGATACTAAGACAATGAAACAAAGG

TTTCTCTGCCCTCCTATTCC

GCCCTTGTCTTCCAGAAATG

TGTCTGAACATTTATCCTCTGAA TGGCTATATACAATACTTCAGGTTC

GGAAAGACCAGAGATTACTAGGG

TGTCTTGGTCCAAAATCTGTG
GCACCAGTGACATTTCCAG
GGACACAGTTTTAACCAGTTTG

GCTAATGCACATGAGAAAACTCC

ACGCATGATTTCTTCACTGG
TAAGGGAGACTGTGGGAACC
GGTCTCCTATCAGCCAATCAC

CCATCTGGGCTCATAAACTTG

TTGGTCGTTTATGCTTTATTCG

ATGACAGAGGAAGAGGAAGG

AGATGATGCTCTACAAGTGAAAG
TGATTGCTGGGATGATCTITG
CAGGATGACCGCGATGTA

AAGGTGGCGTCTGTAAGCA
CAGTTTGGCATTGACCTCCT
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Tabela 2. Sequéncias dos primers para amplificacao dos éxons do gene SLC2A41.

Exon Sequéncia Direta (5’ — 3°) Sequéncia Reversa (5’ — 3°)
1 TCAGAGTCGCAGTGGGAG GCTAGATCCGAAGCCCAT
2 CTGGGAGAAAGACTGGTGTG GAGAGGCAGACAGTACAGTGC
3 GGCTCAAGAACATGCAGTG GGCTGGGTCAGAGGTAATAC
4 GGAGGTAGGGGAGACTTATC CTGTGTTCTCTGGACCTGTG
S5e6 GGCAGAGCCTCTAGAACTGG GGGGTCTAAAGGGAAACTTC
7 TCTGCCTGAGTATTTGTCCC GCCTAGTGCCCTTCTGAAC
8 ATCTTCCCCACTGGTCTTTG CAACTTCAGGAGCCAGAAAG
9 CAACAAATCCAGGACCATCC GTTGAGGTCAGCATTCTTGG
10 ATGATAGCATCCCTGGGTAG GGACATCATTGCTGGCTG

Tabela 3. Sequéncias dos primers para amplificacdo dos éxons do gene EFHCI.

Exon

Sequéncia Direta (5’ — 3°)

Sequéncia Reversa (5’ — 3°)

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11

CGGATGTTTAGCGTTACCATG
CCATGCCCAGCCTTAATGTITG
CTGTGTGGTTCTGTTTITCAGG
GCCTGGCCCATACACTTATIT
CAGCTAGTCTTTCCATCGTTG
CCTCAGGTTCTCAAGAATGCC
ATGATGCAAAATCCACAGAGG
ATATCCTATACCTGGCCCCTA
GCTACAGATGTCGACAATAAG
GCTTCCCTGATTTCATCAAG
GGCTCGGGATCATTATGCATA

TCAGGACAGAAGACGTGTTTG
AGCCCTTTGGAAATTCTGTGG
CTCAGACCCCACAACTTTCAA
GCCTATTGTGGTTCCTATGTC
CATTAGGAGTGGGAAAGGATC
AGTTAGATTGAGGGTCTTCTC
CTCTGACAGCTGTTAATCTAC
ATTGTCGACATCTGTAGCCAA
TTCCCACCTGGTGAGAGAAAT
AAATCTGGCCCAGTTGTAGTG
GTTTCGACTTCAGTAGGAGTG

Tabela 4. Sequéncias dos primers para amplificacdo dos éxons do gene GABRAI.

Exon

Sequéncia Direta (5’ — 3°)

Sequéncia Reversa (5’ — 3°)

TATCCCAGTGAGGTCATTTCC
AACATTCCTTTTTACCTTGTG
CCATTTGGGTGTCAGTATGTG
GCGTTAGATATTTGCATTGCA
TCTAATCTATATGGCTCTTGT
GCTGATGAAAGGTACCAACTA
GAGAAAGGATGTGTCTAATTC
GTCATGATACTGTTGATTTCC
GCTTCTCACTGTTTACTAAAC

CTCCTCTTTATTCTTAGCTGG
TAGAGGTAAATTAAGGCTGTG
ACACAGAAAGACACAAAAGTA
ATGATTGCCTACAAGTGGAAG
TTTTCTCACAGATATAGCTAG
CTCCTAGACTTGTGTTACTGA
TTTCTCTTTGCAGTGTCACAG
CCACAGGCCAAAACATCTCAT
CAAATTCTTTAAGACAGAGGC
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As condicdes para a realizagdo das PCRs foram: desnaturagdo inicial a 95°C por 5
minutos, seguida por 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a temperatura de
anelamento especifica dos pares de primers e 1 minuto a 72°C; e, depois dos ciclos,
extensdo final a 72°C por 10 minutos. Para determinar a temperatura de anelamento ideal
dos pares de primers, foram realizados PCRs com gradientes de temperatura. As
temperaturas utilizadas foram: 55°C para amplificacdo dos fragmentos do gene SCNIA,

56°C para os genes SLC241 e GABRAI, e 57°C para EFHCI.

A fim de aumentar a especificidade de amplificagdo foi utilizada a técnica de
touchdown PCR (97), em que a temperatura de anelamento inicial da rea¢do ¢ superior a
temperatura ideal dos primers em 10°C, sendo que ela ¢ gradativamente diminuida nos
ciclos subsequentes até que se atinja a temperatura ideal. Essa estratégia minimiza o
surgimento de fragmentos inespecificos, pois favorece a amplificacdo especifica da regido
alvo. Outra estratégia utilizada para aperfeicoar o processo de amplificagcdo dos fragmentos
de interesse foi a adicdo de albumina a 1% do volume final, que tem como objetivo

diminuir o efeito de inibidores da PCR (98).

3.3.3. DETECCAO DE MUTACOES

A detec¢do de mutagdes foi feita por meio da técnica de sequenciamento automatico
pelo método de Sanger (99). Antes das reagdes de sequenciamento, os produtos
amplificados foram purificados com Exo-SAP (exonuclease I e fosfatase alcalina de
camarao) para remover excesso de primers e de nucleotideos. Adicionou-se 0,5ul de Exo-
SAP a 1,5ul de produto da PCR. As amostras foram incubadas a 37°C por 15 minutos e

depois aquecidas a 80°C por mais 15 minutos.

A reagdo de sequenciamento propriamente dita foi feita para um volume final de
10ul, contendo 4ul de solucdo pré-mix, 0,5ul de primer (10pmol/ul), sendo os mesmos
usados para a PCR, porém dessa vez utilizados separadamente em cada reacdo, e 2ul do

produto tratado com Exo-SAP. As condigdes para a realizagdo do sequenciamento foram:

35 ciclos de 20 segundos a 95°C, 15 segundos a 50°C e 1 minuto a 60°C.
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Apos a reacdo de sequenciamento, as amostras foram purificadas utilizando EDTA e
etanol, conforme o protocolo sugerido pelo fabricante, e submetidas a eletroforese capilar

no sequenciador automatico ABI 3500xL (Life Technologies).

No caso de insercdoes e delegdes, que oferecem dificuldade na visualizagdo do
eletroferograma, foi realizada clonagem em Escherichia coli (DH5a) utilizando o vetor
pGEM®-T Easy (Promega, Madison, WI, USA) conforme as instru¢cdes do fabricante.
Diferentes clones foram entdo sequenciados, a fim de se obter a sequéncia nucleotidica de

cada alelo isolado.

3.3.4. ANALISES DOS DADOS

A andlise dos dados provenientes das reagdes de sequenciamento foi feita utilizando
o programa DNA Baser (Heracle Biosofi®), que permite o alinhamento de multiplos
eletroferogramas e evidencia sequéncias discrepantes. Em seguida, as alteracdes
identificadas foram comparadas com bancos de dados de variantes do Ensembl” ¢ NCBI', a
fim de determinar se sdo polimorfismos comuns na populacdo. Além disso, quando
disponiveis, foram verificados os dados de frequéncia alélica dos mutantes provenientes de
projetos que envolvem o sequenciamento de genomas de um grande niimero de individuos,

tais como Clinseq, NHLBI-ESP, ESP6500 ¢ 1000GENOMES.

A descricdo das alteragdes encontradas foi feita de acordo com nomenclatura
convencional para a descri¢do de variantes humanas (100) e com base nas seguintes
isoformas de cada gene: GenBank AB093548 (SCNIA), NCBI Reference Sequence
NM_006516.2 (SLC2A1), NCBI Reference Sequence NM_018100.3 (EFHCI) e Ensembl
Reference Sequence ENST00000428797 (GABRAI).

: http://ensembl.org
' http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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3.3.5. ANALISES DE PREDICAO DE POTENCIAL DELETERIO

As alteragdes que resultam em troca de aminoécido na proteina codificada foram
submetidas a analises computacionais, a fim de estimar seu efeito na estrutura e fungdo da
proteina, utilizando os programas SIFT’, Polyphen 27, Pmut*, PhD-SNP®, MutPred",
SNAP'" ¢ SNP&GO*. Essas analises levam em consideracdo as diferencas fisico-quimicas
entre o aminodcido original e o alterado, a posicdo da alteragdo e o nivel de conservacao

entre sequéncias homologas (101).

O programa SIFT faz um alinhamento de multiplas sequéncias (MSA - multiple
sequence alignment) e considera a posi¢cdo da variante e o tipo de alteracdo de aminoacido.
Com base em inferéncias sobre similaridade da sequéncia, ele calcula a probabilidade da

variante ser tolerada.

O Polyphen 2 usa uma combinacdo de atributos de sequéncia e estrutura e prediz o
efeito da mutagdo utilizando um classificador Bayesiano ingénuo. As caracteristicas
baseadas em sequéncia incluem valores obtidos pelo programa PSIC (position-specific
independent counts), propriedades de MSA e posigao da alteracdo em relagdo aos dominios
definidos pelo banco de dados de familias de proteinas Pfam. As caracteristicas baseadas

em estrutura sdo acessibilidade ao solvente e fator-B da proteina obtido por cristalografia.

O Pmut ¢ baseado no uso de diferentes tipos de informacdo de sequéncia para
caracterizar mutacdes, e utiliza redes neurais treinadas com um vasto banco de dados de
mutacoes associadas a doengas para processar essa informacao. O programa recupera do
banco de dados uma série de parametros, tais como volume, propensdes de estrutura
secundaria, descritores de hidrofobicidade e potencial da sequéncia. O programa também

obtém descritores de MSAs por PSI-Blast utilizando o banco de dados do SwissProt.

" http://sift.bii.a-star.edu.sg

" http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2

¥ http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut

¥ http://gpcr2.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/PhD-SNP/PhD-SNP.cgi
" http://mutpred.mutdb.org

tf http://rostlab.org/services/snap

¥ http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go
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O PhD-SNP se baseia no principio de maquina de vetores de suporte (SVM -
support vector machine), método que analisa dados e reconhece padrdes. O algoritmo em
questao ¢ treinado com as variantes do banco de dados Swiss-Prot, e ¢ baseado em analises
de sequéncia unica e de perfis de sequéncia. No primeiro tipo de andlise, a classificagdo da
variante como patogénica ou neutra ¢ feita com base na natureza da substitui¢do e
propriedades das sequéncias ao seu redor. No segundo tipo, sdo utilizadas informagdes
obtidas de MSAs, classificando a variante conforme a razdo entre as frequéncias do tipo

selvagem e do mutante.

O MutPred ¢ um método de classificagio baseado em floresta aleatéria (RF -
Random Forest) e utiliza diversos atributos relacionados a estrutura, fun¢ao e evolug¢ao da
proteina. Os atributos evolutivos sdo definidos pelo método do SIFT, PSI-BLAST
(Position-Specific Iterated Basic Local Alignment Search Tool), transicao de frequéncias e
perfis do Pfam. As descrigdes estruturais incluem predicdes de estrutura secunddria,
acessibilidade de solvente, hélice transmembrana, estrutura condensada, estabilidade, fator-
B e desordem. Os atributos de fungao incluem predicdes de residuos de ligagdo ao DNA,
sitios cataliticos, alvos de ligagcdo da calmodulina e sitios de modificagdes pos-traducionais.
O programa retorna como resultado valores de probabilidade das alteragdes serem
deletérias. No presente estudo, substituigdes com valores inferiores a 0,5 foram
consideradas “neutras”, entre 0,5 ¢ 0,75 foram denominadas “possivelmente deletérias™ e

acima ou iguais a 0,75 foram classificadas como “provavelmente deletérias”.

O SNAP ¢ uma ferramenta baseada em rede neural que classifica a variante
utilizando informacgdes evolutivas provenientes de perfis de frequéncia, PSI-BLAST e
PSIC, frequéncias de transi¢do para mutagdes, caracteristicas biofisicas da substituicao,
estrutura secundaria, valores de acessibilidade do solvente, flexibilidade da cadeia,
informacao evolutiva da familia da proteina, informagdes sobre dominios obtidas pelo Pfam

e anotagoes do Swiss-Prot.
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O SNP&GO ¢ um classificador do tipo SVM que se baseia em informagdes acerca
do tipo de mutag¢do e suas sequéncias adjacentes, perfis de sequéncia obtidos de MSAs,
predi¢des do programa Panther e informacdes sobre fungcdo da proteina definidas por

termos de ontologia génica (GO - Gene Ontology).

Foi utilizada também a escala Grantham para medir a diferenga entre os residuos de
aminoacido selvagem e mutante com base em suas composi¢des, polaridades e volumes
moleculares (102). Com base nos valores obtidos nessa escala, as substituicdes foram
classificadas em “conservadas” (<50), “moderadas” (51-100), “radicais” (101-150) e

“muito radicais” (>151) (103).

Para estimar possiveis abolicdes de sitios constitutivos de splicing, que poderiam
levar ao processamento aberrante do mRNA, foram utilizados os algoritmos Human
Splicing Finder , MaxEntScan', SpliceView* e Sroogle®. Esses programas realizam célculos
baseados em matrizes de peso posicional (PWM - position weight matrices) (104). Esse
tipo de analise segue o principio de que um sitio de splicing em potencial pode ser definido
como uma sequéncia de bases nucleotidicas, para cada qual ¢ dado um peso com base em
sua frequéncia e na importancia relativa de sua posi¢do na sequéncia. Assim, a importancia
de um sitio ¢ dada pela soma dos pesos de cada nucleotideo contido em sua sequéncia,
acrescida a uma constante utilizada para normaliza¢do. Esse valor atribuido, quando
superior a um dado limiar, sugere que o sitio em questdo ¢ um potencial doador ou aceptor
de splicing. No caso dos sitios doadores de splicing, os nucleotideos mais conservados sao
os trés ultimos do éxon e os seis primeiros do intron. Por tanto, a matriz utilizada nos

calculos desses algoritmos, em geral, possuem nove nucleotideos.

Para uma dada mutacdo localizada na jun¢do éxon-intron, os programas calculam
um valor consenso com base nos critérios supramencionados, tanto para a sequéncia do tipo
selvagem como para a mutante. O programa Human Splicing Finder, por exemplo, calcula
a diferenca entre esses dois valores e considera que redugdes de ao menos 10%

provavelmente possuem impacto significativo no processo de splicing (105).

: http://www.umd.be/HSF/

' http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html
¥ http://zeus2.itb.cnr.it/~webgene/wwwspliceview_ex.html

s http://sroogle.tau.ac.il/

59



O programa MaxEnt utiliza também o modelo de distribuicdo de maxima entropia
(106), que parte do principio de que a distribuicdo que mais se aproxima da realidade dentre
todas as distribuigdes hipotéticas que satisfazem um conjunto de restrigdes € a que
apresenta maior entropia de Shannon, a qual mede a incerteza associada a uma variavel

aleatdria e pode ser calculada a partir de uma determinada equacao.

3.3.6. INVESTIGACAO EM GRUPO CONTROLE

As alteragdes potencialmente deletérias identificadas nos pacientes estudados foram
investigadas em 100 individuos ndo afetados, a fim de averiguar a possibilidade de serem
polimorfismos encontrados na populagao. Os individuos incluidos no grupo controle nao

possuem historia familiar de epilepsia e sdo provenientes da regido Sudeste.

3.3.7. Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)

Para detectar variagdes no numero de copias em SCNIA, foi utilizada a técnica
MLPA, conforme demonstrado na figura 10. Para cada regido alvo, ¢ utilizado um par de
sondas que possuem sequéncias especificas complementares ao fragmento de interesse,
juntamente com regides ndo complementares ao fragmento: sequéncias alvos para primers

universais (X e Y), e uma outra regido de tamanho variavel denominada sequéncia stuffer.

Apo6s desnaturacao do DNA gendmico, ocorre a hibridizagdo entre os fragmentos
alvos e os pares de sondas. Em seguida, a enzima ligase ¢ adicionada a reagdo, sendo
responsavel pela ligacdo das duas sondas adjacentes e originando um fragmento unico. Esse
fragmento gerado serve de molde para subsequente amplificagdo por PCR utilizando
primers universais. O produto de amplificacdo ¢ submetido a eletroforese capilar, para
posterior. A quantidade de sondas ligadas sera proporcional a variagdo do nimero de copias
do fragmento alvo, e as delecdes ou duplicagdes sao detectadas de acordo com a altura dos

picos no eletroferograma.
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Figura 10. Principio da técnica de multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA).

O kit utilizado para as andlises por MLPA do gene SCNIA4 foi o SALSA P137-2
(MRC-Holland). As reacdes foram realizadas de acordo com as instru¢des do fabricante e
os fragmentos foram separados no aparelho ABI 3500xL. A analise dos dados foi realizada
por meio dos softwares ABI Gene Mapper (Life Technologies) e Coffalyser (MRC-

Holland), um programa baseado em excel que realiza a normaliza¢do dos picos gerados.
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3.3.8. COMPILACAO DE MUTACOES DESCRITAS

As mutagdes previamente descritas na literatura nos genes SCNIA, SLC2A41,
EFHCI e GABRAI para os fendtipos estudados foram compiladas. Para as alteragdes que
resultam em troca do residuo de aminoacido na proteina codificada, foram realizadas
andlises de predi¢ao de efeito deletério de acordo com os algoritmos mencionados.

Essas alteragdes também foram investigadas em bancos de dados do Ensembl’
referentes a projetos que envolvem o sequenciamento em larga escala de diferentes

populagdes, como Clinseq, NHLBI-ESP, ESP6500 ¢ 1000GENOMES.

: http://ensembl.org
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4. RESULTADOS
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4.1. ESPECTRO DA EPILEPSIA GENERALIZADA COM CRISES FEBRIS
4.1.1. GENE SCNIA
4.1.1.1. TRIAGEM DE MUTACOES EM PACIENTES

Os pacientes com sindromes de Dravet e de Doose de nossa casuistica foram
submetidos a triagem de mutagdes no gene SCNIA. Foram identificadas alteragdes
potencialmente deletérias em heterozigose em 17 dos 21 pacientes com sindrome de
Dravet estudados, perfazendo 81% dos individuos com esse fenotipo. Dentre eles, duas
gémeas monozigoticas apresentaram a mesma alteragdo. Sendo assim, o total de alteracdes
potencialmente deletérias identificadas foi de 16 (tabela 5). As frequéncias de cada tipo de

mutagao estdo representadas na figura 11.

Tabela 5. Alteracdes potencialmente deletérias encontradas no gene SCNIA nos pacientes
com sindrome de Dravet estudados.

Tipo de

~ Exon/intron Alteracao nucleotidica Alteracao protéica
mutacao
Troca de ljjxon 6 c.829T>C p.C277R
sentido Exon 7 c.971A>C p.H324P
(missense) Exon 13 ¢.2360T>G p.M787R
Exon 21 c.4093G>T p.G1365C
Exon 26 c.5179G>T p.D1727Y
c.5434T>C p-WI1812R
Sitio de ¥ntron 2 IVS2+1A>G -
recomposicao Intron 4 IVS4+1G>A -
(pbeiog) fntron 8 IVS8+3G>T -
intron 21 IVS21+1G>A -
i o ljjxon 9 c.1242delA p.J415X
matriz de leitura Exon 19 c.3719 _3720insGATA p-11240£sX1244
(frameshift) Exon 26 ¢.5329delG p.V1777X1778
Delegdes Exon 2 ¢.296 313delTCTTCCGGTTCAGT p-199 A104del
in-frame , GCCA -
Exon 26 c.5489 5491delAGT p-Q1830 _F1831delinsL
Sem sentido Exon 26 ¢.5177G>A p.W1726X
(nonsense)
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Mutag¢Oes em sitios de splicing
(25%)

MutagOes missense
(37,5%)

Mutagbes
frameshift
(18,75%)

Mutagdo nonsense
(6,25%)

Delegdes in-frame (12,5%)

Figura 11. Grafico representativo dos tipos de alteragdes potencialmente deletérias
encontradas no gene SCN/A nos pacientes com sindrome de Dravet estudados.

As mutagdes do tipo “sentido trocado”, comumente referidas pelo termo em inglés
missense, sao substituicdes de base Unica que resultam em troca do residuo de aminoacido
na proteina codificada. A figura 12 ilustra as seis mutagdes missense identificadas nos
pacientes com sindrome de Dravet de nossa casuistica. Trés delas (¢.829T>C, ¢.971A>C ¢
¢.5434T>C) foram descritas previamente em minha dissertacio de mestrado, enquanto as

outras trés sdo inéditas (¢.2360T>G, ¢.4093G>T e ¢.5178G>T).

As analises de predicdo de efeito deletério das alteracdes identificadas anteriormente
em nossa casuistica haviam sido realizadas com apenas trés algoritmos preditivos ¢ a escala
de Grantham. Sendo assim, os resultados das andlises utilizando os demais programas estdo

apresentados na tabela 6, juntamente com as predi¢des referentes as alteragdes inéditas.
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Figura 12. Alteracdes potencialmente deletérias missense detectadas por sequenciamento
automatico do gene SCNIA em pacientes com sindrome de Dravet.
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Tabela 6. Predicao do potencial deletério das alteragdes missense encontradas no gene SCN/A4 em pacientes com sindrome de Dravet.

Predicao de potencial deletério

Altera(,:a? Alteracio
nucleotidic .
a proteica  pocala de
PolyPhen 2 SNAP Pmut MutPred PhD-SNP SIFT SNPs& GO
Grantham
c.829T>C p.C277R 180 Provave!n}ente Nao-neutra Patologica Provave!n}ente Deletéria Deletéria  Deletéria
deletéria deletéria
c.971A>C  p.H324P 77 Benigna Nao-neutra Patologica Pozs;l\; ilé:lriznte Deletéria  Deletéria  Deletéria
c.2360T>G p.M787R 91 Poss1vel,m .ente Nao-neutra Patologica Poss1vel,m .ente Deletéria Deletéria  Deletéria
deletéria deletéria
c.4093G>T p.G1365C 159 Provave!n.lente Niao-neutra Patologica Provave!rr}ente Deletéria Deletéria  Deletéria
deletéria deletéria
c.5179G>T p.D1727Y 160 Provave!n}ente Nao-neutra Patologica Poss1vel,m .ente Deletéria Deletéria  Deletéria
deletéria deletéria
¢5434T>C pWISI2R 101  rrovavelmente o o itra Patolégica Lrovavelmente ., éria Deletéria Deletéria
deletéria deletéria




As quatro alteragdes potencialmente deletérias identificadas nas jungdes éxon-intron
estdo ilustradas na figura 13. Essas alteracdes estdo localizadas em sitios doadores de
splicing (ou recomposicao), que € o processo de remog¢ao dos introns no transcrito que dara
origem a0 RNAm maduro. As mutacdes [VS2+1A>G, IVS4+1G>A e IVS8+3G>T foram
detectadas durante o meu mestrado, sendo que as duas primeiras ja haviam sido relatadas

na literatura (107 e 108).

Foram realizadas anélises de predicdo do efeito dessas variantes nos motivos que
sinalizam para o processo de splicing. Os valores calculados pelos diferentes programas
para os alelos selvagem e mutante das alteragdes IVS4+1G>A, IVS8+3G>T e
IVS21+1G>A encontram-se na tabela 7. Nos trés casos, houve diminui¢do nos valores
referentes aos potenciais sinais de splicing ou at¢ mesmo falha no reconhecimento da
sequéncia mutante como potencial sitio de splicing. J4 a mutagdo restante (IVS2+1A>QG)
ndo pdde ser analisada, pois os algoritmos utilizados ndo possuem a capacidade de

identificar o sitio doador constitutivo do intron 2.

T T C T A T T 5 C T A A
— _)
IVS2+1A>G IVS4+1G>A
G G T Fi! G A G T T T A Fi!
IVS8+3G>T IVS21+1G>A

Figura 13. Alteragdes potencialmente deletérias em regides de sitio de splicing detectadas
por sequenciamento automatico do gene SCN1A4 em pacientes com sindrome de Dravet.
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Tabela 7. Predi¢do do efeito nos motivos que sinalizam para o processo de splicing das alteragdes em juncdes éxon-intron do

gene SCNIA em pacientes com sindrome de Dravet.

Valores de sinais de splicing

Alteracio Human Splicing Finder Sroogle SpliceView Max-EntScan
nucleotidica
VS VM Variacao VS VM  Variacio VS VM Variacio VS VM  Variacio
IVS4+1G>A 82,15 5531  -32,67% 73,48 NC NC 79 NC NC 9,73 1,55 -84,07%

IVS8+3G>T 91,76 87,89 -4,21% 81,12 76,00 -6,31% 85 77 -9,41% 7,54 3,13 -58,49%

IVS21+1G>A 82,62 55,79  -32,48% 75,80 NC NC 80 NC NC 8,3 0,11 -98.67

VS: valor calculado para o alelo selvagem; VM: valor calculado para o alelo mutante; NC: nao calculado



Também foram observadas em nossa casuistica de sindrome de Dravet duas
delecdes e uma insercdo que resultam em mudanca na matriz de leitura e, portanto, sao
classificadas como mutagdes frameshift (figuras 14, 15 e 16). A inser¢ao
¢.3719 3720insGATA foi identificada durante o mestrado, porém ainda ndo havia sido
confirmada por clonagem e sequenciamento dos alelos separadamente. Ja as delegdes
c.1242delA e ¢.5329delG sao inéditas. As trés alteracdes resultam na geracao de codon de

terminacao de cadeia prematuro.

(A) E H /T, f\ /\
p et s >
iz i T B 9 T &
(B) /\/XA
A Z Z

T & T &

(C)

Figura 14. Eletroferogramas ilustrando a delecdo c.1242delA no gene SCNIA detectada
por sequenciamento automatico. A) ambos os alelos sequenciados utilizando o primer
de sentido reverso; B) alelo selvagem; C) alelo mutante, contendo a delecdo do
nucleotideo destacado em B).
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(A)
T T R T & T % T T 3
-_A T & G % T = T 2 T & T
(C)

Figura 15. Eletroferogramas ilustrando a inser¢do ¢.3719 3720insGATA no gene SCNIA4
detectada por sequenciamento automatico. A) ambos os alelos sequenciados utilizando o
primer de sentido direto; B) alelo selvagem; C) alelo mutante, contendo a inser¢ao dos
quatro nucleotideos destacados.

[ T T K K [ K K K

(A)
€] T T [ T [} [} T €]

(B)
€] T T T €] G T G &

(C)

Figura 16. Eletroferogramas ilustrando a dele¢ao ¢.5329delG no gene SCNIA detectada
por sequenciamento automatico. A) ambos os alelos sequenciados utilizando o primer de
sentido direto; B) alelo selvagem; C) alelo mutante, contendo a dele¢do do nucleotideo
destacado em B).
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As outras duas dele¢des identificadas ndo promovem mudanga na matriz de leitura,
ou seja, sdo in-frame (figuras 17 e 18). A alteragcdo ¢.296 313delTCTTCCGGTTCAGTGCCA
resulta na delecdo de seis residuos de aminoacido (isoleucina, fenilalanina, arginina,
fenilalanina, serina e alanina) nas posicdoes 99 a 104 da proteina (p.199 Al104del). A
delecdo ¢.5489 5491delAGT, por sua vez, promove a substituicdo de dois residuos de
aminodcido, glutamina e fenilalanina, por uma leucina (p.Q1830_F1831delinsL). Ambas as

delecdes in-frame sao inéditas.

(A)

(B)

"WML

Figura 17. Eletroferogramas ilustrando a dele¢ao ¢.296 313delTCTTCCGGTTCAGTGCCA no
gene SCNIA detectada por sequenciamento automatico. A) ambos os alelos sequenciados
utilizando o primer de sentido direto; B) alelo selvagem; C) alelo mutante, contendo a
delecao dos 18 nucleotideos destacados em B).

Interessantemente, a delecdo ¢.296 313delTCTTCCGGTTCAGTGCCA foi
identificada também por MLPA (figura 19), e estd presente em gémeas monozigdticas.
Além dessa delecdo, as pacientes apresentam uma alteragdo missense em heterozigose no
éxon 26 (c.5864T>C). Essa alteracdo promove a substituicdo de uma isoleucina por uma
treonina na posi¢do 1955 (p.I1955T). Segundo os resultados das andlises de predigdo,
apresentados na tabela 8, ela é considerada benigna pela maioria dos programas utilizados.
Além disso, essa alteragdo estd presente também na mae nao afetada e em um individuo

controle. A frequéncia do alelo mutante em estudos populacionais encontra-se na tabela 9.
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(A)

(B)

(C)

Figura 18. Eletroferogramas ilustrando a dele¢do c.5489 5491delAGT no gene SCNIA
detectada por sequenciamento automatico. A) alelos simultaneamente sequenciados
utilizando o primer de sentido direto; B) alelo selvagem; C) alelo mutante, contendo a
dele¢do dos trés nucleotideos destacados em B).

Tabela 8. Resultados das analises de predicao do potencial deletério da alteragao p.11955T
no gene SCNIA.

Escalade o pren  SNAP Pmut MutPred PhD-SNP SIFT SNPs&GO
Grantham
89 Benigna  Nao-neutra Deletéria Neutra Neutra Tolerada  Neutra

Tabela 9. Frequéncias alélicas da alteragdo c.5864T>C em estudos populacionais.

. Populacao Cromossomos Frequéncia
Projeto c c c c 21
investigada investigados alélica
NHLBI-ESP Norte-americana 4548 1,1%
Afroamericana 4406 2,7%
ESP6500 Euroamericana 8600 0%
Geral 2184 0,6%
Africana em geral 492 2,4%
1000GENOMES Luhyas (A}frica) 194 4,5%
Iorubas (Africa) 176 1,5
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A ultima alteracdo identificada em pacientes com sindrome de Dravet ¢ uma
muta¢do do tipo “sem sentido”, conhecida como nonsense, em que a substituicio de um
nucleotideo resulta na troca do codon referente a um aminoacido por um coédon de parada,

promovendo o término prematuro da sintese da cadeia polipeptidica (figura 20).

c.5177G>A

Figura 20. Alteracdo nonsense detectada por sequenciamento automatico do gene SCN1A4
em pacientes com sindrome de Dravet.

Para averiguar se as alteragdes potencialmente deletérias identificadas em pacientes
com sindrome de Dravet estdo presentes em individuos sem epilepsia, um grupo de 100
individuos controles foi investigado. Nenhum dos alelos mutantes foi encontrado nesse
grupo e nem nos pais dos pacientes, exceto pela alteracdo missense identificada nas gémeas

monozigoticas (¢.5864T>C).

Além das alteragdes potencialmente deletérias supracitadas, foi observada a
alteracdo missense ¢.3199G>A, jéa relatada como polimorfismo de base tnica (SNP, do
inglés single nucleotide polymorphism) em bancos de dados (variante rs2298771) e que
possui frequéncia alélica de 21% na populagdo geral estudada pelo projeto
1000GENOMES. Essa alteracdo promove a troca de um alanina por uma treonina na
posicao 1067 (p.A1067T) e ¢ considerada benigna pelos algoritmos de predi¢dao de efeito
deletério (tabela 10).

Tabela 10. Resultados das andlises de predicao do potencial deletério da alteragao
p-A1067T no gene SCNIA.

Escalade b\ ppon  SNAP  PMut  MutPred PhD-SNP  SIFT  SNPs&GO
Grantham
58 Benigna  Neutra  Neutra Neutra Neutra Tolerada  Neutra
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Também foram encontradas quatro mutagdes silenciosas, ou seja, que ndo resultam
em troca de residuo de aminoédcido na proteina codificada: ¢.345T>C (rs61741123),

c.670T>C, c.1212A>G (rs7580482) e ¢.2292 T>C (rs6432860).

Com relagdo as analises de variagdes no numero de copias em SCNIA pela técnica
de MLPA, ndo foram detectadas alteragdes além da delecdo de 18 pares de bases nas

gémeas monozigo6ticas com sindrome de Dravet.

Na investigagao de mutagdes em SCNIA nos individuos com sindrome de Doose,
apenas um dos 16 pacientes estudados apresentou alteracdo potencialmente deletéria
(6,25%). Trata-se de uma mutacdo do tipo missense em heterozigose (c.68C>T) que
promove a troca de uma alanina por uma valina na posi¢do 23 da proteina (p.A23V). Os
resultados das analises de predicao de potencial deletério dessa alteragdo estdo apresentados
na tabela 11. O alelo mutante ndo foi identificado em nosso grupo controle de 100

individuos, e sua frequéncia alélica em estudos populacionais encontra-se na tabela 12.

Tabela 11. Resultados das anélises de predi¢cao do potencial deletério da alteragdo p.A23V.

Escalade o0 pren  SNAP  Pmut  MutPred PhD-SNP  SIFT SNPs&GO
Grantham
64 Provave!n.lente Neutra Patolégica Neutra  Deletéria Tolerada Deletéria
deletéria

Tabela 12. Frequéncias alélicas da altera¢do c.68C>T em estudos populacionais.

Proi Populacao Cromossomos Frequéncia
rojeto c c c c -
investigada investigados alélica
NHLBI-ESP Norte-americana 4548 0,04%
Afroamericana 4406 0,2%
ESP6500 Euroamericana 8600 0%

Geral 2184 0,04%
1000GENOMES  Africana em geral 492 0,2%
Afroamericana 122 0,8%

O polimorfismo ¢.3199G>A e as alteragdes silenciosas encontrados em pacientes

com sindrome de Dravet também foram observados nos pacientes com sindrome de Doose.

As analises utilizando a técnica de MLPA nao revelaram alteragdes de niimero de
copias em SCNIA nos pacientes com sindrome de Doose.
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4.1.1.2. COMPILACAO DE MUTACOES DESCRITAS NA LITERATURA

A compilagdo de mutagdes descritas na literatura em SCNIA revelou um total de
1043 alteracdes nucleotidicas em pacientes com diferentes fendtipos, incluindo, além dos
relacionados ao espectro de GEFS+, encefalopatias epilépticas em geral, epilepsia intratavel
da infancia com CTCG, epilepsias criptogénicas focal e generalizada, epilepsia do lobo
frontal noturna autossdmica dominante, sindrome de Panayiotopoulos, enxaqueca
hemiplégica familiar, autismo, epilepsia auséncia juvenil com crises febris, epilepsia
mioclonica juvenil e sindrome de Lennox-Gastaut.

Considerando apenas o fendtipo de sindrome de Dravet, ou seja, excluindo as
mutagdes especificas de outros fenotipos e de individuos ndo classificados, o nimero de
mutacoes ¢ de 774 (74% do total de mutagdes descritas). As frequéncias dos tipos de
mutagdes descritas na literatura em SCNIA para todos os fenotipos e apenas para a
sindrome de Dravet encontram-se nas figuras 21 e 22, respectivamente.

Dentre as alteragdes missense, tipo mais frequente observado, as que resultam em
trocas de residuos de aminoacido repetidas foram analisadas apenas uma vez cada. Os
resultados das analises de predi¢cao de efeito deletério estao apresentadas no apéndice 4.

As substitui¢des derivadas das mutacdes missense foram distribuidas conforme sua
provavel localiza¢do nos diferentes segmentos da proteina Na,1.1. Para evitar um possivel
viés nessas analises, foram excluidas as quatro alteragdes consideradas polimorfismos por
alguns autores e outras 13 que foram preditas como benignas por mais da metade dos
programas utilizados. Sendo assim, foram avaliadas 332 trocas de residuos de aminoacidos,
incluindo as identificadas no presente estudo. A distribui¢do das substitui¢cdes de residuos
de aminoacidos ao longo da proteina esta representada na figura 23.

Como cada regido protéica possui uma quantidade diferente de aminoacidos, uma
segunda andlise foi realizada levando-se em consideracdo o tamanho de cada segmento. A
distribui¢do da frequéncia de mutacdes por residuo de aminodcido ao longo da proteina
encontra-se na figura 24.

Uma terceira andlise foi realizada agrupando os segmentos em comum de cada
dominio (S1, S2, S3, S4, S5 e S6), as regides entre esses segmentos (S1-S2, S2-S3, S3-S4,
S4-S5 e S5-S6), as regides entre os dominios (D-D) e as por¢des terminais (C- e T-
terminal). A figura 25 mostra o grafico representativo dessa distribui¢ao.
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Mutag¢Oes em sitios de splicing
(11,5%)

MutagBes missense

(50%) .
Mutagdes

frameshift
(24%)

Delegdes
in-frame (2,5%)

MutagOes nonsense (12%)

Figura 21. Grafico representativo dos tipos de mutagdes no gene SCN/A relatadas na
literatura.

Mutacdes em sitios de splicing
(12%)

MutagOes missense
(44,6%)

Mutacgbes

347 frameshift
(27,1%)

Delegbes

. in-frame (2,6%)
MutagOes nonsense (13,7%)

Figura 22. Grafico representativo dos tipos de mutagdes no gene SCN/A relatadas na
literatura em pacientes com sindrome de Dravet.
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Figura 25. Distribuigdo da frequéncia de mutagdes por residuo de aminoacido ao longo da
proteina Nay 1.1, agrupadas por segmentos, para as substituicdes descritas em pacientes com
sindrome de Dravet.

Para o fenotipo da sindrome de Doose, a compilagdo de mutacdes em SCNIA
relatadas na literatura revelou sete alteragdes potencialmente deletérias, todas em apenas
um individuo cada. Essas variantes e suas respectivas alteragdes protéicas encontram-se na
tabela 13. Os resultados das analises de predi¢ao de efeito deletério das alteragdes missense
descritas estdo representados na tabela 14. A unica alteragdo identificada em estudos

populacionais foi a ¢.3521C>G, cuja frequéncia alélica encontra-se na tabela 15.

Tabela 13. Alteragdes em SCNI/A em pacientes com sindrome de Doose descritas na
literatura.

Tipo de mutacgao Exon Altera’g: 20 Altera;l.g: 40 Referéncias
nucleotidica protéica
Troca de sentido 6 ¢.940T>C p-W314R 109
(missense) 9 ¢.1177C>T p.R393C 110
17 c.3521C>G p.T1174S 111
23 c.4439G>T p-G1480V 110
c.5060T>C p-F1687S 42
26 c.5213A>G p-D1742G 112
Mudanga na
matriz de leitura 9 ¢.1299 1300insC p-E435GfsX15 113
(frameshift)
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Tabela 14. Predi¢ao do potencial deletério das alteragdes missense descritas na literatura no gene SCN/A4 em pacientes com sindrome

de Doose.
. . Predicio de potencial deletério
Alteracdo Alteracao
nucleotidica protéica Fgcala de
PolyPhen 2 SNAP Pmut MutPred PhD-SNP SIFT SNPs&GO
Grantham
c.940T>C p.W314R 101 Provave!n.lente Patologica Nao-neutra Poss1vel’m .ente Deletéria Tolerada  Deletéria
deletéria deletéria
c.1177C>T  p.R393C 180 Provave!n}ente Patologica Nao-neutra Poss1vel’m .ente Deletéria Deletéria  Deletéria
deletéria deletéria
c.3521C>G  p.T1174S 58 Benigna Neutra Neutra Neutra Neutra Tolerada Neutra
c.4439G>T p.Gl4goy 109 provavelmente . . ioica Nao-neutra LrovAvElmente . 2 Deletéria  Deletéria
deletéria deletéria
c.5060T>C p.F1687S 155 Provave!n}ente Patolégica Nao-neutra Poss1vel,m .ente Deletéria Deletéria  Deletéria
deletéria deletéria
c.5213A>G p.D1742G 94 Provave!n.lente Patologica Nao-neutra Poss1vel,m .ente Deletéria Deletéria  Deletéria
deletéria deletéria

Tabela 15. Frequéncias alélicas da alteracdo ¢.3521C>G em estudos populacionais.

. Populacio Cromossomos Frequéncia
Projeto . . c : -
investigada investigados alélica
Clinseq Européia 1323 0,4%
NHLBI-ESP Norte-americana 4550 0,1%
S0 Afroamericana 4406 0,04%
Euroamericana 8600 0,2%




4.1.2. GENE SLC2A41
4.1.2.1. TRIAGEM DE MUTACOES EM PACIENTES

A triagem de mutacdes no gene SLC2A41 realizada nos pacientes com sindrome de
Doose nao revelou alteragdes potencialmente deletérias. Foram identificadas apenas seis
substitui¢des de base unica que ndo promovem troca de residuo de aminoécido na proteina
codificada (tabela 16). Dentre elas, uma ¢ inédita (c.1149T>C) e as outras cinco estdao

presentes em bancos de dados de SNPs.

Tabela 16. Alteragdes nucleotidicas encontradas no gene SCL2A4I nos pacientes com
sindrome de Doose estudados.

Exon Altera,g:é'to Identiﬁ'caq:ﬁo da Numero de pacientes
nucleotidica variante com alteracio
2 c.45C>T rs1385129 7
4 c.399C>T rs11537641 4
5 c.588G>A rs2229682 4
7 c.966C>T 1s2229680 3
8 c.1065A>G rs2228490 1
9 c.1149T>C - 1

4.1.2.2. COMPILACAO DE MUTACOES DESCRITAS NA LITERATURA

Um total de trés mutacdes no gene SLC2A41 foi identificado at¢ o momento em
pacientes com sindrome de Doose em dois estudos recentes (tabela 17). Todas sdo do tipo
missense, € os resultados da predicdo de potencial deletério dessas substituigdes encontram-

se na tabela 18.

Tabela 17. Alteragdes em SLC2A1 em pacientes com sindrome de Doose descritas na
literatura.

. Alteracao Alteracao Numero de pacientes A
Exon ;o = ~ Referéncias
nucleotidica protéica com alteracio
7 c.971C>T p.S324L 2 54, 56
8 c.997C>T p-R333W 2 54
9 c.1199G>A p-R400H 1 54
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Tabela 18. Predicao do potencial deletério das alteragdes missense descritas na literatura no gene SLC2A1 em pacientes com sindrome

de Doose.

Alteracdo  Alteracao
nucleotidica protéica

Escala de

Predicao de potencial deletério

PolyPhen 2 SNAP Pmut MutPred PhD-SNP SIFT SNPs&GO
Grantham

c.971C>T  p.S324L 145 Provave!n}ente Nao-neutra Neutra Provave!n}ente Deletéria Deletéria  Deletéria
deletéria deletéria

c.997C>T  p.R333W 101 Provave!n.lente Nio-neutra Patologica Provave!n.lente Deletéria Deletéria  Deletéria
deletéria deletéria

c.1199G>A  p.R400H 29 Provave!n.lente Nio-neutra Patolégica Provave!n'lente Deletéria Deletéria  Deletéria
deletéria deletéria




4.2. EPILEPSIAS IDIOPATICAS GENERALIZADAS COMUNS

4.2.1. GENE SCL2A41
4.2.1.1. TRIAGEM DE MUTACOES EM PACIENTES

Além da andlise de mutagdes no gene SCL2AI realizada nos pacientes com
sindrome de Doose de nossa casuistica, os pacientes com EMJ e outras EIGs também
foram submetidos a triagem de mutacdes nesse gene. Entretanto, ndo foram identificadas
alteracdes potencialmente deletérias, apenas sete alteracdes silenciosas em heterozigose,

todas previamente relatadas em bancos de dados de SNPs (tabela 19).

Tabela 19. Alteragdes nucleotidicas encontradas no gene SCL2A4 1 nos pacientes com EIGs

estudados.
- . Alteracao Identificacdo da  Numero de pacientes
Exon/Intron . 3. . ~
nucleotidica variante com alteracio
, c.27G>A 134025424 1
Exon 2
c.45C>T rs1385129 34
Exon 4 ¢.399C>T rs11537641 18
Exon 5 c.588G>A 152229682 21
Exon 7 ¢.966C>T rs2229680 6
£ 2 c.1011C>T rs2229681 2
xon c.1065A>G 152228490 2

4.2.1.2.COMPILACAO DE MUTACOES DESCRITAS NA LITERATURA

Foram descritas até o momento 22 alteracdes no gene SLC2A41 em pacientes com
EIGs, representadas na tabela 21. Uma delas, c.971C>T, também foi identificada em
pacientes com sindrome de Doose (tabela 15). As andlises de predi¢cdo de efeito deletério
dessas alteragdes encontram-se na tabela 22. Apenas a alteragdo ¢.179C>T ja foi detectada

em estudos populacionais, e sua frequéncia alélica esta apresentada na tabela 20.

Tabela 20. Frequéncias alélicas da alteragcdo c¢.179C>T em estudos populacionais.

. Populacao Cromossomos Frequéncia
Projeto ] . - - -
investigada investigados alélica
NHLBI-ESP Norte-americana 4550 0,02%
ESP6500 Afroamericana 4406 0,02%

85



Tabela 21. Alteragdes em SLC2A41 em pacientes com EMJ e outras EIGs comuns descritas
na literatura.

Exon/ Alteracao Alteracao

Tipo de mutacio fntron nucleotidica i Fenotipos Referéncias
Trocadesentido c.179C>T p.T60M EAJ, EM] 114
Xon
(missense) ¢.230T>C p.M77T CTCG 114
c.277C>T p.RO3W EAIP 115
c.[283T>A;
. 284C>T] p.S951 DPE-E 93
xon EAIP, GLUT1-
c.376C>T p.R126C CMA 116, 117
c.457C>T p.R153C EAIP 115
c.476T>G p.L159R EAIP 115
c.627G>C p.E209D EAIP 115
c.643C>T p.L215F EAIP 115
Exon5S  650c>A  pR21SS EAJ 114
EAIP, EAJ,
¢.668G>C p.R223P EAIA, CF 56,116
EAI EAJ,
, .694C>T p.R232C  EAVEMIJ, EAIP e 95
Exon 6 EAIA
c.728 A>T p.E243V EAJ 114
, EAIP, EAI EAJ,
Exon 7 c.971C>T p.S324L EALEM] 56,116
Exon8  ¢.1006C>G  p.L336V EAIP 118
Exon9  c.1232A>G  p.N411S EAIEM]J 114
Exon10  ¢.1372C>T  p.R458W EAI 114
Sitio de ' p.227-
recomposi¢ao Intron 5  ¢.680-11G>A  228insPP EAIP 116
(splicing) Vv
Mudanga na Delecao
matriz de leitura  éxons 3 - - EAIP 115
(frameshift) c4d
Delecdes fxong ©1022.1033d  p.Q282 S S 94
in-frame el 285del
. c1134-1136del
Exon 9 CTT p.F379del EAIP 115
SR Exon9  c.1189C>T  p.Q397X EAIP 118

(nonsense)

EAJ: epilepsia auséncia juvenil; EMJ: epilepsia mioclonica juvenil; CTCG: crises tonico-clonico
generalizadas; EAIP: epilepsia ausé€ncia de inicio precoce; EAIA: epilepsia auséncia de inicio na
fase adulta; DPE-E: discinesia paroxistica induzida por exercicio com epilepsia; GLUT1-CMA:
sindrome de deficiéncia de GLUT1 com crises mioclonicas e de auséncia; EAI: epilepsia auséncia
da infancia.
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Tabela 22. Predi¢cao do potencial deletério das alteragdes no gene SLC2A41 em pacientes com EIGs descritas na literatura.

Predicao de potencial deletério

Alteracdo  Alteraciao
nucleotidica protéica  FEscala de PolyPhen 2 SNAP MutPred PhD-SNP  SIFT  SNPs&GO
Grantham
c.179C>T p-T60M 81 Possivelmente deletéria Neutra Neutra Neutra Tolerada  Deletéria
c.230T>C p-M77T 81 Possivelmente deletéria Nio-neutra Possivelmente deletéria  Neutra Tolerada  Deletéria
c.277C>T p.RO3W 101 Provavelmente deletéria Nao-neutra Provavelmente deletéria Deletéria Deletéria Deletéria
c.[283T>A; L . - - -
284C>T] p-S951 142 Provavelmente deletéria Neutra  Possivelmente deletéria Deletéria Tolerada Deletéria
c.376C>T p-R126C 180 Provavelmente deletéria Nao-neutra Provavelmente deletéria Deletéria Deletéria Deletéria
c.457C>T p-R153C 180 Provavelmente deletéria Nio-neutra Provavelmente deletéria Deletéria Deletéria Deletéria
c.476T>G p.-L159R 102 Provavelmente deletéria Nao-neutra Provavelmente deletéria Deletéria Deletéria Deletéria
c.627G>C p.E209D 45 Possivelmente deletéria Nao-neutra Provavelmente deletéria  Neutra Deletéria  Deletéria
c.643C>T p.L215F 22 Benigna Neutra  Provavelmente deletéria  Neutra Tolerada  Deletéria
c.652C>A p-R218S 110 Possivelmente deletéria Neutra Neutra Neutra Tolerada  Deletéria
c.668G>C p.R223P 103 Benigna Nao-neutra Provavelmente deletéria Deletéria Tolerada Deletéria
c.694C>T p-R232C 180 Provavelmente deletéria Neutra  Possivelmente deletéria Deletéria Deletéria Deletéria
c.728A>T  p.E243V 121 Possivelmente deletéria Neutra  Possivelmente deletéria  Neutra Deletéria Deletéria
c.971C>T p-S324L 145 Provavelmente deletéria Nao-neutra Provavelmente deletéria Deletéria Deletéria Deletéria
c.1006C>G  p.L336V 32 Provavelmente deletéria Neutra Provavelmente deletéria Deletéria Deletéria Deletéria
c.1232A>G  p.N411S 46 Provavelmente deletéria Neutra Provavelmente deletéria Deletéria Tolerada  Deletéria
c.1372C>T  p.R458W 101 Provavelmente deletéria Nao-neutra Provavelmente deletéria Deletéria Deletéria Deletéria




4.2.2. GENE EFHCI
4.2.2.1. TRIAGEM DE MUTACOES EM PACIENTES

A triagem de mutagdes no gene EFHCI em pacientes com EMJ ¢ outras EIGs
revelou um total de 11 alteragdes do tipo missense em heterozigose, sendo sete
potencialmente deletérias (tabela 23 e figura 26) e quatro previamente relatadas como
polimorfismos (tabela 24). As sete alteracdes ndo consideradas SNPs foram identificadas
em dez individuos com EMJ, perfazendo aproximadamente 10% dos pacientes com esse
fenotipo. Os resultados das andlises de predicdo de potencial patogénico das alteragdes

identificadas encontram-se nas tabelas 25 e 26.

Tabela 23. Alteracdes potencialmente deletérias encontradas no gene EFHCI e suas
frequéncias nos pacientes com EMJ estudados e em 100 individuos controles.

- Alteracao Alteracao Pacientes com Frequeéncia alélica  Frequéncia

5.0 nucleotidica protéica alteracao em rel? ?50 40 alélica em
fenotipo controles
3 c.475C>G * R159G 1 0,5% (EMJ) 0,5%
c.662G>A R221H 1 0,5% (EMJ) 0,5%
* c.685T>C F229L 3 1,5% (EMJ) 0,5%
c.887G>A* R296H 2 1% (EMJ) 0%
. c.896A>G * K299R 1 0,5% (EMJ) 0%
c.1765G>A* E589K 1 0,5% (EMJ) 0%
1 c.1820A>G * N607S 1 0,5% (EMJ) 0%

*alteragoes inéditas em pacientes com EMJ; EMI: epilepsia mioclénica juvenil

As variantes c¢.475C>G, c.662G>A, c.685T>C, c.887G>A, c.1765G>A e
c.1820A>G ja foram identificadas em projetos que envolvem o sequenciamento de
genomas de um grande numero de pessoas, € suas frequéncias alélicas encontram-se na

tabela 27.

88



G s C G ] G G & Z l T T G
= ] | e =
c.475C>G c.685T>C
T T C T iy & iy G C T 5 T
\ &AM
c.662G>A c.887G>A
[ [ A A S T & B G A i i
/\/M
c.896 A>G c.1765G>A
T T A [ G T
c.1820A>G

Figura 26. Alteracdes potencialmente deletérias detectada por sequenciamento automatico
no gene EFHCI em pacientes com EMJ.
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Tabela 24. Polimorfismos codificantes encontrados no gene EFHCI e suas frequéncias nos pacientes com EMJ e
outras EIGs estudados e em 100 individuos controles.

Exon Alteracio Alteracio Identificacdo da Numero de pacientes  Frequéncia em Frequéncia em
nucleotidica protéica variante com alteracao relacio ao fenotipo controles
15 15% (EMJ)
c.475C>T R159W rs3804506 1 7% (CTCGd) 15%
2 15% (EAJ)
c.545G>A R182H rs3804505 5% (EM1J) 8%
8 c.1343T>C M448T rs1266787 8 8% (EMJ) 8%
14 14% (EMJ) o
11 c.1855A>C 1619L rs17851770 1 7% (CTCGd) 9%

EMJ: epilepsia miocldnica juvenil; CTCGd: crises tonico-clonicas generalizadas ao despertar; EAJ: epilepsia auséncia juvenil.

Tabela 25. Predi¢ao do potencial deletério das alteragdes ndo consideradas SNPs no gene EFHC1 em pacientes com EIGs.

Predicao de potencial deletério

Alteracao Alteracao
nucleotidica protéica  Escalade —p p SNAP Pmut MutPred  PhD-SNP  SIFT  SNPs&GO
Grantham
c475C>G  p.R159G 125 Benigna Nao-neutra Patologica Neutra Neutra Tolerada Neutra
¢.662G>A p.R221H 29 Benigna ~ Ndo-neutra Patolégica P“’J;Zfé‘lf;:“te Deletéria  Tolerada  Neutra
c.685T>C  p.F229L 22 Poss1vel,m .ente Nao-neutra Benigna Poss1vel,m .ente Neutra Tolerada Neutra
deletéria deletéria
c.887G>A  p.R296H 29 Benigna Nao-neutra Patologica Pozs;lve ilélz_lieante Deletéria  Deletéria Neutra
c.896A>G p.K299R 26 Possnvel,m .ente Neutra Benigna Poss1vel’m .ente Neutra Tolerada Neutra
deletéria deletéria
c.1765G>A p.E589K 56 Benigna Neutra Patolégica Pozsel;'e(ilén:iinte Neutra Tolerada Neutra
c.1820A>G p.N607S 46 Benigna Neutra Patologica HCRVEILITS Neutra Tolerada Neutra

deletéria
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Tabela 26. Predicao do potencial deletério dos polimorfismos codificantes encontrados no gene EFHC1 em pacientes com EIGs.

Alteracdo  Alteracao
nucleotidica protéica  Escala de

Predicio de potencial deletério

PolyPhen 2 SNAP Pmut MutPred  PhD-SNP SIFT SNPs&GO
Grantham
c475C>T  p.RISOW 101 Pm(;’;:z:ilznte Nao-neutra Patolégica Neutra Neutra Tolerada Neutra
c.545G>A  p.R182H 29 Benigna Neutra Patologica Neutra Neutra Tolerada Neutra
c.1343T>C  p.M448T 81 Benigna Nao-neutra Patolégica Neutra Neutra Tolerada Neutra
c.1855A>C  p.I619L 5 Benigna Neutra Benigna Neutra Neutra Tolerada Neutra
Tabela 27. Frequéncias alélicas das alteragdes encontradas em EFHCI em estudos populacionais.
Projeto Populacio Cromossomos Frequéncia alélica
investigada investigados ¢ 475C>G  ¢.662G>A  ¢.685T>C ¢.887G>A ¢.1765G>A  ¢.1820A>G
Clinseq Européia 1323 0% - 0,3% 0,1% 0,1% -
NHLBI-ESP Norte-americana 4550 0% 0,8% 0,4% 0,4% - 0,2%
ESPES00 Afroamericana 4406 0% 2,4% 0,04% 1,2% - 0,5%
Euroamericana 8600 0% 0% 0,5% 0% - 0%
Geral 2184 0% 0,4% 0,1% 0,3% - 0,3%
Africana em geral 492 0% 1,4% 0% 1,4% - 1,2%
Luhyas (Africa) 194 0% 0% 0% 2,1% - 2,1%
1000GENOMES Iorubas (Africa) 176 4,2%* 3,4% 0% 1,1% - 0,6%
Européia em geral 758 0% 0% 0,3% 0% - 0%
Toscana (Italia) 196 0% 0% 1% 0% - 0%
Porto Rico 110 0% 1,8% 0% 0% - 0%

* projeto piloto com 118 cromossomos investigados



4.2.2.2. COMPILACAO DE MUTACOES DESCRITAS NA LITERATURA

Foi realizada também uma compilagdo das mutagdes em EFHCI em pacientes com
EMIJ e outras EIGs relatadas na literatura. Dentre elas, 16 foram descritas como tendo uma
possivel implicagdo patogénica (tabela 28), sendo que dados dos projetos de
sequenciamento populacional em larga escala estdo disponiveis para algumas delas (tabelas
27 e 29). Outras seis alteragdes foram descritas e sdo consideradas polimorfismos comuns
na populacao (tabela 30). Os resultados das analises de predicdo de potencial deletério

dessas alteracdes estdo apresentados nas tabelas 31 e 32.

Tabela 28. Alteragdes em EFHCI em pacientes com EIGs descritas na literatura.

Alteracao Alteracdo  Numero de pacientes

Exon nucleotidica protéica com alteraciao BTG
3 6532? CA}:AT 5’ UTR 1 (EM)) 89
2 c.229C>A P77T 5 (EMJ) 65, 90
c.352C>T R118C 3 (EMJ) 119
c.458G>A R153Q 1 (EMJ) 119
’ c.520A>G 1174V 1 (EA)) 91
c.544C>T R182C 1 (EMJ) 119
c.628G>A D210N 3 (EMJ) 65, 90
4 c.662G>A R221H 6 (EM)) 65, 90, 120
c.685T>C F229L 10 (EMJ), 5 (EIG) 65, 88, 90, 91
c.755C>A T252K 2 (EMJ) 89, 90
5 c.757G>T D253Y 3 (EMJ) 65, 90
c.776G>A C259Y 1 (EA)) 91
6 c.1057C>T R353W 2 (EMJ), 1 (IGE) 88
7 c.1180G>T A394S 1 (EIG) 91
9 c.1523C>G T508R 1 (EMJ) 89
- 2014T>C 3’ UTR 1(EMJ) 91
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Tabela 29. Frequéncias alélicas das alteragdes encontradas em EFHCI em estudos populacionais.

Projeto Populacio Cromossomos Frequéncia alélica
investigada investigados ¢ 279C>A  ¢458G>A  ¢.544C>T ¢.1057C>T  ¢.1523C>G
Clinseq Européia 1323 - 0,1% 0,1% = =
NHLBI-ESP Norte-americana 4550 0,9% 0,04% - - -
ESP6500 Afroamericana 4406 2,4% 0% 0,02% 0,04% -
Euroamericana 8600 0% 0,3% 0% 0% -
Geral 2184 0,4%
Africana em geral 492 1,4%
. ’ - - - 0%
1000GENOMES Iorubas (Africa) 176 3,4% °
Porto Rico 110 1,8%

Tabela 30. Polimorfismos codificantes em EFHCI em pacientes com EMJ e outras EIGs comuns descritas na literatura.

Exon Altera’(;z’l.o Altera;l.(;ﬁo IdentiﬁFacﬁo da Referéncia
nucleotidica protéica variante

c.457C>T p.R159W rs3804506 65, 88,90, 91, 120, 121
: c.545G>A p.-R182H rs3804505 65, 88,90, 91, 120, 121
4 c.661T>C p.R221C - 71
5 c.884G>A p-R294H rs1570624 91, 120
6 c.1062G>A p.E357K - 120
8 c.1343T>C p-M448T rs1266787 88,90, 91, 120, 121
11 c.1855A>C p.I619L rs17851770 65, 88, 90, 120, 121
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Tabela 31. Predi¢cao do potencial deletério das alteragdes ndo consideradas SNPs no gene EFHC1 em pacientes com EIGs descritas na

deletéria

literatura.
3 Predica ncial deletéri
Alteraga? Alteraciio edicao de potencial deletério
nucleotidic rotéica  Escala d
a s SCa'a €€ polyPhen 2 SNAP Pmut MutPred  PhD-SNP  SIFT  SNPs&GO
Grantham
c.229C>A p.P77T 38 Benigna Nao-neutra Neutra Possnvel’m .ente Neutra Tolerada Neutra
deletéria
c.352C>T  p.R118C 180 Provave!n}ente Nao-neutra Patologica Provave!n}ente Deletéria Deletéria  Deletéria
deletéria deletéria
c.458>A  p.R153Q 43 Possnvel’m .ente Nao-neutra Patologica Provave!n}ente Neutra Tolerada  Deletéria
deletéria deletéria
c.520A>G  p.I174V 29 Benigna Neutra Neutra Provave!n}ente Neutra Tolerada Neutra
deletéria
c.544C>T p.R182C 180 Pro(;/:ll:teé:ilznte Nao-neutra Patologica Neutra Deletéria  Deletéria Neutra
c.628G>A  p.D210N 23 Provave!n}ente Nao-neutra Neutra Provave!n}ente Deletéria  Deletéria Neutra
deletéria deletéria
c.755C>A  p.T252K 78 Benigna Neutra Patolégica Prog;z::é:;;nte Deletéria  Tolerada Neutra
c.757G>T  p.D253Y 160 Posswel’m .ente Neutra Patologica Provave!n}ente Deletéria Deletéria  Deletéria
deletéria deletéria
c.776G>A  p.C259Y 194 Benigna Nao-neutra Patologica Pro(;f;z::é:;;nte Deletéria  Tolerada Neutra
c.1057C>T p.R353W 101 Posswel’m .ente Nao-neutra Patologica Provave!n}ente Neutra Deletéria Neutra
deletéria deletéria
c.1180G>T p.A394S 99 Benigna Nao-neutra Neutra Provave!lgente Neutra Tolerada Neutra
deletéria
c.1523C>G  p.T508R 71 Benigna Nao-neutra Patologica Provavelmente Deletéria Deletéria  Deletéria




Tabela 32. Predi¢do do potencial deletério dos polimorfismos codificantes no gene EFHCI em pacientes com epilepsias idiopaticas
generalizadas descritas na literatura.

Predicao de potencial deletério

S6

Alteracio Alteracao
nucleotidica protéica Escala de
PolyPhen 2 SNAP Pmut MutPred PhD-SNP SIFT SNPs&GO
Grantham
c475C>T p.RISOW 101 Proc;';:z?ilznte Nao-neutra Patologica Neutra Neutra Tolerada Neutra
c.545G>A  p.R182H 29 Benigna Neutra Patolégica Neutra Neutra Tolerada Neutra
c.661T>C p.R22IC 180 Proc:’:l::;?;nte Nao-neutra Patolégica Neutra Deletéria  Deletéria Neutra
c.884G>A  p.R294H 29 Pro;;z:ér:ilznte Niao-neutra  Patolégica Neutra Deletéria  Deletéria  Deletéria
c.1062G>A  p.E357K 56 Benigna Neutra Patologica Neutra Neutra Tolerada Neutra
c.1343T>C p.M448T 81 Benigna Nao-neutra  Patolégica Neutra Neutra Tolerada Neutra
c.1855A>C p.1619L 5 Benigna Neutra Benigna Neutra Neutra Tolerada Neutra




4.2.3. GENE GABRAI
4.2.3.1. TRIAGEM DE MUTACOES EM PACIENTES

Os pacientes com EMJ ¢ outras EIGs de nossa casuistica foram submetidos a
analise de mutacdes no gene GABRAI. Nao foram identificadas alteracdes potencialmente
deletérias, apenas quatro alteragdes de base unica em heterozigose, todas presentes em

bancos de dados de SNP (tabela 33).

Tabela 33. Alteragdes nucleotidicas encontradas no gene GABRA 1 em pacientes com EIGs.

- . Alteracao Identificacio da  Numero de pacientes
Exon/Intron ;1 . ~
nucleotidica variante com alteracio
fntron 1 IVS1+9A>T 1s41275339 7
, c.96A>G 1s76224028 1
Exon 2
c.156T>C 1s35166395 44
Exon 9 c.1323G>A rs138259457 1

Dentre as alteragdes encontradas, a primeira (IVS1+9A>T) esta localizada proxima
a jungdo éxon-intron. As outras trés sao silenciosas, ou seja, nao modificam o aminoacido
codificado. As trés alteragdes silenciosas foram identificadas em um mesmo individuo com
EMJ, sendo que uma delas, c.156T>C, foi encontrada também em outros pacientes,

inclusive em homozigose.

4.2.3.2. COMPILACAO DE MUTACOES DESCRITAS NA LITERATURA

Duas mutagdes deletérias no gene GABRAI foram descritas em pacientes com EIGs
até o momento, sendo uma em uma familia de individuos afetados com EMJ, e a outra em

um paciente com EAI (tabela 34).

Tabela 34. Alteragdes em GABRA I em pacientes com EIGs comuns descritas na literatura.

Exon Alteracio nucleotidica  Alteracio protéica  Fenétipo do paciente Referéncia
8 c.965C>A p-A322D EMJ 69
8 ¢.975delC p.S326£s328X EAI 122
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5.1. EPILEPSIAS GENERALIZADAS COM CRISES FEBRIS
5.1.1. GENE SCNIA

A triagem de mutacdes no gene SCNI/A mostrou-se altamente eficaz para pacientes
com sindrome de Dravet, revelando 16 alteragdes potencialmente deletérias em 81% dos
pacientes estudados. O tipo mais frequente de mutacao encontrado em nossa casuistica foi o
missense (37,5%), que promove substitui¢ao de residuo de aminoacido na cadeia protéica.

A provavel localizagao dessas alteragdes na proteina Na, 1.1 estd ilustrada na figura 27.

G1365C
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Figura 27. Provavel localizacdo das alteragdes encontradas na proteina Nayl.l1 nos
pacientes com sindrome de Dravet estudados.
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Observa-se predominancia de substitui¢des nas regides responsaveis pela formagao
do poro, que compreende os residuos de aminodcido localizados entre os segmentos cinco e
seis de cada dominio. Essa regido ¢ de extrema importdncia para o funcionamento
adequado da proteina, e alteracdes no poro do canal podem impossibilitar o influxo de ions

sodio nas células.

Além disso, as seis substituigdes foram consideradas deletérias por todos os
algoritmos de predicdo de potencial patogénico utilizados, exceto pela alteracao p.H324P,
considerada benigna apenas pelo programa Polyphen 2. Uma possivel justificativa para a
disparidade desse resultado em particular com relagdo aos outros ¢ que o Polyphen 2
alinhou poucas sequéncias com a referéncia para a posi¢do dessa alteracdo, sendo que
muitos dos registros indicando um residuo de aminodcido distinto eram inativos ou
repetitivos. Como o proprio programa sugere, o numero de sequéncias alinhadas pode ser
usado para avaliar a confiabilidade dos célculos realizados. Neste caso, a confiabilidade do

resultado apresentado € questionavel.
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Outra ferramenta utilizada para avaliar o potencial deletério das substituigdes na
proteina foi a escala de Grantham, que mede a diferenga entre dois residuos de aminoéacido
com base em suas composi¢des, polaridades e volumes moleculares. Os valores
encontrados foram todos superiores a 50, indicando que nao sdo alteracdes conservadoras.
As alteracdes p.H324P e p.M787R foram consideradas moderadas, p.W1812R radical, e
p.C277R, p.G1365C, p.D1727Y e p.W1812R muito radicais.

Sendo assim, os dados apresentados sugerem que as alteracdes missense
identificadas em nossa casuistica comprometem funcionamento normal da proteina Na,1.1

e possivelmente estdo relacionadas com o fendtipo da sindrome de Dravet.

Quatro alteracdes potencialmente deletérias foram identificadas em juncdes éxon-
intron, envolvendo os primeiros nucleotideos dos introns 2, 4, 8 e 21. Esses nucleotideos
sdo altamente conservados, pois estdo localizados em uma das regides essenciais para o
processo de splicing. O processamento correto do pré-RNAm que dard origem ao RNAm
maduro depende da identificagdo dos motivos que sinalizam o final de um éxon e inicio do
intron, regido denominada de sitio doador de splicing, € o final do intron e inicio do éxon
seguinte, conhecido como sitio aceptor de splicing. As sequéncias nucleotidicas dos sitios
doadores e aceptores candnicos, ou seja, predominantes na maioria dos eucariotos, estdo

representadas na figura 28 (123)

Sitio doador Sitio aceptor
Exan de splicing de splicing Excn
o] A 0 ThETAL CCCCOCOLoSCn, O G
AAG[GTZAGT . SNTCEAT — FTTTTTIITT 11 TA% A

10s a = 10000 nuclectidecs = 20 nucleotidens

Figura 28. Nucleotideos conservados nos sitios de splicing canonicos (adaptado de 123).

As analises das alteracdes IVS4+1G>A, IVS8+3G>T e IVS21+1G>A revelaram
redugdes nos valores de sinais de splicing do alelo mutante em relagdo ao selvagem, sendo
que IVS4+1G>A e IVS21+1G>A apresentaram reducdes mais drasticas, € ndo foram
reconhecidas como potenciais sitios de splicing pelos programas Sroogle e Splice View

(tabela 7). A alteracdo IVS8+3G>T, por sua vez, apresentou uma diminui¢do menos
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significativa. Tal resultado provavelmente decorre do fato dessa mutacdo estar localizada
no terceiro nucleotideo do intron, que ¢ menos conservado que o primeiro, onde estdo
localizadas as outras alteracdes. Ainda assim, o terceiro nucleotideo do intron costuma ser
uma adenina ou guanina, mas ndo uma timina, como observado na mutagdo em questao

(figura 28).

A alteracdo IVS2+1A>G, no entanto, ndo pode ser analisada pelos programas de
predi¢do, uma vez que ela envolve uma sequéncia nao canonica do sitio doador de splicing,
ou seja, que nao faz parte da via de processamento do mRNA mais comum encontrada em
eucariotos. Nesse caso, a sequéncia de sinalizacdo para o splicing utilizada contém os
nucleotideos AT e AC como sitios doadores e receptores, respectivamente. Esse motivo ja
foi descrito e ¢ extremamente raro em mamiferos (124 e 125). Portanto, ¢ dificil inferir o

real efeito da mutacao IVS2+1A>G no processo de splicing.

As alteracdes em sitios de splicing identificadas em nossa casuistica possivelmente
alteram a sequéncia normal de sinaliza¢do e resultam em processamento aberrante, podendo
afetar a estrutura e a fung¢do da proteina. No entanto, para elucidar essa questdo sdo
necessarios estudos funcionais ou envolvendo RNAm, que ¢ de dificil obtencdo, uma vez

que o gene SCN1A4 ¢ expresso apenas no SNC.

Dentre as insergoes e delecdes identificadas, trés promovem alteracdo na matriz de
leitura (frameshift). Todas resultam em mudanca dos residuos de aminoacido na sequéncia
da proteina a partir do ponto da alteragdo e promovem o término prematuro da cadeia, em

decorréncia do surgimento de um cddon de parada precoce.

Caso os transcritos aberrantes provenientes das sequéncias mutadas sejam
traduzidos, eles resultariam em perda de aproximadamente 3/4 da proteina para a delecao
c.1242delA, quase metade da proteina para a inser¢do ¢.3719 3720insGATA, e perda da
por¢ao C-terminal, fundamental para a ancoragem da proteina & membrana e para a

regulacdo, no caso da dele¢do ¢.5329delG (Figura 29).
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Figura 29. Possiveis perdas na subunidade o-I do canal de sodio resultantes das alteragdes
c.1242delA (a), ¢.3719 3720insGATA (b) e ¢.5329delG (c) em SCNIA.

A delecdo ¢.5329delG foi identificada em um individuo que j& havia sido analisado
durante o mestrado. No entanto, o aparelho utilizado para o sequenciamento das amostras
na época, o MegaBace, ndo permitiu a detec¢do dessa mutagdo, que esta localizada no final
da sequéncia do fragmento amplificado.

As outras duas delecdes identificadas promovem a elimina¢do de residuos de
aminodcidos na cadeia polipeptidica sem alteragio na matriz de leitura, podendo

comprometer a estrutura e funcionalidade da proteina.

No caso da alteragdo ¢.5489 5491delAGT, ocorre a substituicdo de um trecho
contendo dois residuos de aminoacido, uma glicina e uma fenilalanina, por uma leucina na

por¢do C-terminal da proteina (figura 30).
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GLICINA e FENILALANINA LEUCINA
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Figura 30. Substituicdo de um trecho contendo dois residuos de aminodcido (glicina e
fenilalanina) por uma leucina na subunidade a-I do canal de s6dio promovida pela delecao
c.5489 5491delAGT em SCNIA.

Ja a delecao ¢.296 313delTCTTCCGGTTCAGTGCCA promove a eliminagdo de
seis residuos de aminodcido: isoleucina, fenilalanina, arginina, fenilalanina, serina e

alanina, na regido N-terminal da proteina (figura 31).
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Figura 31. Residuos de aminoacidos deletados na subunidade a-I do canal de s6dio como
resultado da delecao ¢.296 313delITCTTCCGGTTCAGTGCCA em SCNIA.

Ambas as delecdes estdo localizadas em regides importantes e conservadas da
proteina, as por¢des N- e C- terminais e, por tanto, podem ter implicacdes deletérias.

Curiosamente, a delecao ¢.296 313delITCTTCCGGTTCAGTGCCA foi identificada
também por MLPA, apesar da técnica visar a detec¢do de alteragdes de numero de copias
maiores que 1Kb. A provavel explicacdo ¢ que a alteracdo envolve a sequéncia alvo das
sondas utilizadas para o éxon 2. Sendo assim, essas sondas sdo impedidas de anelar
adequadamente ao DNA e, consequentemente, ndo sao amplificadas. Em decorréncia disso,

observa-se o pico reduzido desse par de sondas no grafico da figura 19.
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As gémeas monozigbticas portadoras dessa delegdo apresentaram também outra
alteracdo (c.5864T>C), herdada da mae ndo afetada e presente em 1% dos individuos
controles investigados. Essa variante ja foi identificada em projetos que envolvem o
sequenciamento de genomas de um grande niumero de pessoas (tabela 9). Embora o alelo
mutante apresente frequéncia menor que 1% na populacdo em geral, ele possui frequéncia
superior a 2% em populagdes africanas. Além disso, essa alteragdo ¢ considerada benigna
pela maioria dos algoritmos de predicdo de potencial patogénico. Sendo assim, as
evidéncias indicam que essa variante ndo ¢ deletéria, mesmo tendo sido identificada em
individuos com sindrome de Dravet; e que a provavel causa da sindrome nas duas pacientes
¢ a delecdo de 18 pares de base.

A alteracdo restante identificada nos pacientes com sindrome de Dravet de nossa
casuistica ¢ uma mutacdo nonsense (c.5177G>A). Essa substituicdo gera um codon de
terminagdo precoce e corresponde a regido de formag@o do poro da proteina. A traducao do
transcrito oriundo da sequéncia mutada promoveria a perda da por¢do C-terminal (figura

32).

Figura 32. Possivel perda na subunidade a-I do canal de sddio resultantes da alteracdo
c.5177G>A em SCNI1A.

Nenhuma das alteragdes potencialmente deletérias foi encontrada nos pais dos
portadores e nem no grupo de individuos controles analisado, mostrando serem mutagdes
de novo e reforgando a hipdtese de serem variantes raras associadas ao fendtipo grave da
sindrome de Dravet.

Segundo a compila¢do de mutagdes descritas na literatura em SCN/A em pacientes

com sindrome de Dravet, mutagdes que alteram residuos de aminoacido sdo as mais
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frequentes nesse fenotipo (44,6%), como também observado em nossa casuistica. Esse tipo
de mutacdo inicialmente era considerado associado aos fenotipos mais brandos do espectro
de GEFS+, enquanto mutagdes que resultam em proteinas truncadas representariam o tipo
predominante nos fendtipos mais graves. Porém, os resultados de nossas andlises
demonstram que esssa correlacdo estd equivocada, e mutagdes do tipo “sentido trocado”
também estdo envolvidas na etiologia da sindrome de Dravet.

Dentre as mutagdes missense descritas, quatro relatadas em pacientes com sindrome
de Dravet foram posteriormente consideradas polimorfismos por outros autores. De fato,
essas alteragdes foram classificadas como benignas pela maioria dos algoritmos de predi¢ao
utilizados. Outras alteragdes foram preditas como benignas por mais da metade dos
programas, e também foram retiradas das andlises posteriores. Algumas mutagdes missense
distintas correspondem a mesma substitui¢do na proteina, portanto as redundancias foram
removidas. Assim, foi analisado um total de 332 substitui¢des, incluindo as identificadas no
presente estudo.

Com relagdo a distribuicdo dessas substituicdes ao longo da proteina, considerando
apenas o numero de mutagdes por segmento protéico, observa-se um nitido predominio de
alteracdes nas regides de formacdo do poro, entre os segmentos S5 e S6, e nas por¢des N- e
C- terminais, além do segmento responsavel pela detec¢do de voltagem (S4) em alguns

dominios como o I e o IV (figura 23).

No entanto, ao levar em consideragdo a quantidade de residuos de aminoacido
presente em cada regido, a diferenga observada na frequéncia de mutagdes nas regidoes mais
conservadas da proteina ¢ atenuada. Ainda assim, a regido S5-S6 do segundo dominio se

destaca como apresentando maior quantidade de mutagdes.

Porém, essa abordagem evidencia a frequéncia de alteracdes em segmentos
pequenos, como ¢ o caso das regides DIV/S4-S5 (15 residuos de aminoacido), DIII/S1-S2
(13 residuos), DI/S3 (19 residuos), DIV/S2-S3 (6 residuos) e DI/S4-S5 (16 residuos). Ja
segmentos maiores como DI/S4-S5 (126 residuos) e as regides N- e C- terminais (123 e 223
residuos, respectivamente) apresentam uma consideravel reducdo na frequéncia de

mutagoes.
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Quando as frequéncias de mutagdes por residuo de aminoacido sdo agrupadas por
segmentos em comum de cada dominio, a andlise da distribuicdo ao longo da proteina
novamente revela maior frequéncia nas regides de formacao do poro (S5, S5-S6, S6) e no

sensor de voltagem (S4).

Curiosamente, também ¢ observada uma alta frequéncia de mutagdes em S4-S5, que
pode refletir a questdo do tamanho dos segmentos mencionada anteriormente, ou ainda

indicar uma regido protéica conservada e importante funcionalmente.

Por outro lado, as regides N- e C- terminais, que sdo motivos reconhecidamente
importantes para a sinalizacdo e regulagdo protéica, apresentaram frequéncia de mutagdes
por residuo de aminoécido relativamente baixa. Como a estrutura da proteina Na,l.1
humana ainda ndo ¢ completamente conhecida, assume-se que a por¢do N-terminal
corresponde ao inicio da sequéncia at¢ o segmento DI/SI, e a regido C-terminal
compreende a por¢do a partir de DII/S6 até o final. Sendo assim, ndo sdo conhecidos os
reais dominios funcionais dessas regides, dado que poderia restringir as analises de

frequéncia de mutacao por dominio e gerar resultados mais precisos.

As andlises de predicdo de potencial deletério utilizando multiplos algoritmos
mostraram um consenso para a maioria das mutacdes (apéndice 4). As alteracdes
consideradas como benignas por muitos algoritmos podem se tratar na realidade de
polimorfismos ou alteragdes nao deletérias equivocadamente associadas com a etiologia de
sindrome de Dravet. No entanto, essa hipdtese s6 pode ser verificada com estudos

funcionais.

Em geral, a alta frequéncia de alteragdes potencialmente deletérias em SCNIA
observada nos pacientes com sindrome de Dravet, tanto em nossa casuistica quanto na
literatura, indica que o teste genético para fins clinicos ¢ altamente recomendavel em
individuos com esse fenotipo.

Com relagdo a analise do gene SCNI/A em pacientes com sindrome de Doose,
apenas uma alteragdo potencialmente deletéria foi identificada em nossa casuistica
(c.68C>T). A substituicdo de residuo de aminoacido decorrente dessa alteracdo esta
localizada na por¢do N-terminal da proteina, que, como ja mencionado, ¢ funcionalmente

importante. A figura 33 mostra a provéavel localizag@o dessa substitui¢ao na proteina.
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Figura 33. Provavel localizagdo da alteragdo p.A23V encontrada na subunidade a-I do
canal de s6dio em um dos pacientes com sindrome de Doose estudados

Diferentemente do observado nas andlises de predi¢do de efeito deletério para as
mutacoes identificadas em sindrome de Dravet, ndo houve um consenso nos resultados
obtidos para a substituigdo em questdo (tabela 11). Aproximadamente metade dos
programas considera a alteracdo deletéria, enquanto a outra metade a classifica como

benigna. O valor obtido na escala de Grantham a qualifica como moderada.

Levando-se em consideracdo que a sindrome de Doose ¢ um fen6tipo menos grave
que a sindrome de Dravet, € plausivel que a alteracdo identificada na primeira sindrome nado

seja tdo drastica quanto as mutacdes observadas na segunda.

Essa alteragdo foi investigada em nosso grupo de individuos controle e o alelo
mutante nao foi encontrado. Nos estudos envolvendo o sequenciamento de genomas em
diferentes populagdes, essa variante apresentou frequéncia alélica inferior a 1% (tabela 12).

Sendo assim, ¢ considerada uma variante rara na populagao.

E importante ressaltar, porém, que a caracterizagao clinica do individuo portador da
alteracdo ainda ndo esta bem definida, o que dificulta o diagnostico acurado. Esse paciente
apresentou crises febris, mioclonicas e CTCG, porém a idade de inicio das crises (4 anos e

meio) nao € condizente com um diagndstico de sindrome de Dravet.

Quanto a literatura referente ao envolvimento do gene SCNIA na etiologia da
sindrome de Doose, apos os estudos iniciais de mutagcdes nesse gene em familias com
GEFS+, poucos trabalhos foram bem sucedidos. Trés dos estudos posteriormente

realizados, investigando quatro, 22 e trés pacientes esporadicos com sindrome de Doose,
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falharam em identificar mutagdes causativas (42, 46 ¢ 126). Nesse ultimo estudo, uma
mutacdo foi identificada apenas em um paciente proveniente de uma familia com GEFS+,
sendo que a mutacao foi herdada da mae afetada com crises febris plus.

Em outro estudo com uma grande familia de GEFS+ segregando uma mutagao em
SCNIA4, um dos individuos portadores da alteracdo apresentava crises mioclonicas, astaticas
e febris, porém o diagnoéstico de sindrome de Doose nao foi explicitado (112).

Dentre os estudos com pacientes esporadicos que tiveram sucesso em identificar
alteracdes potencialmente deletérias em SCN/A4, um deles revelou mutagdao apenas em um
paciente com caso de diagnostico intermedidrio entre sindrome de Doose e epilepsia
idiopatica generalizada grave da infancia (EIGGI), dos 20 individuos com crises
mioclonico-astaticas dominantes estudados (113). Outro estudo revelou duas mutagdes de
novo em dois dos 10 pacientes com sindrome de Doose investigados (110), ambos
apresentando crises febris, sendo que uma delas ja foi identificada em pacientes com
sindrome de Dravet.

Por fim, dois estudos recentes relataram uma mutagcdo em um paciente cada (109 e
111), ambas de heranca materna, sendo que a segunda também foi encontrada em um
individuo controle e em outros fendtipos, como enxaqueca hemiplégica familiar, EMJ, um
caso nao tipico de sindrome de Dravet e epilepsia mioclonica intratdvel com autismo (32,
127,128, 129).

As analises de predicao de efeito deletério das mutagdes missense apresentaram, em
geral, consenso nos resultados obtidos. Cinco das seis alteragdes foram consideradas
deletérias, porém uma foi considerada benigna. A alteragdo benigna foi a Ultima
mencionada, também encontrada em um individuo controle e em outras epilepsias.
Consequentemente, essa alteracdo pode ser uma variante normal, ou conferir um risco

discretamente aumentado para os fenotipos envolvidos.

Considerando que apenas uma baixa porcentagem dos pacientes com sindrome de
Doose investigados até o momento apresentou mutagdes em SCNIA, e que parte os
resultados positivos é referente a pacientes com fendtipos nao tipicos, inclusive no presente
estudo, o teste genético em SCN1A ndo parece ser indicado para pacientes com sindrome de

Doose.
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Embora as sindromes de Dravet e de Doose facam parte de um mesmo espectro
clinico, a etiologia desses fendtipos nido parece apresentar as mesmas bases genéticas.
Acredita-se que a presenga de mutagdes no gene SCN/A4 em pacientes com sindrome de
Dravet possa estar relacionada a sensibilidade a febre, caracteristica clinica também
observadas em individuos com GEFS+, que apresentam mutagdes em SCN/A4, mas nio
proeminente na sindrome de Doose (46). De fato, todos os individuos de nossa casuistica de
sindrome de Dravet apresentaram crises em vigéncia de episodio febril de baixa
intensidade, enquanto poucos pacientes com sindrome de Doose sdo sensiveis a febre,

incluindo o paciente em que foi identificada a alteragdo potencialmente deletéria.

5.1.2. GENE SLC2A41

Mutagdes no gene SLC2A1 tém sido amplamente descritas em pacientes com
sindrome da deficiéncia de GLUT1 (130 e 131). No entanto, somente nos ultimos trés anos
esse gene passou a ser investigado em pacientes com o fendtipo da sindrome de Doose,
devido a sua similaridade com a sindrome da deficiéncia de GLUT1 quanto ao tipo de
crises epilépticas e a resposta a dieta cetogénica (54).

Levando-se em consideracdo que o teste genético em SCNI/A ndo se mostrou
eficiente para a maior parte dos pacientes com sindrome de Doose de nossa casuistica, o
gene SLC2A1 surgiu como potencial candidato para novas investigagdes.

Entretanto, a triagem de mutagdes nesse gene nao forneceu indicios de que ele esteja
relacionado com essa sindrome nos pacientes estudados, uma vez que ndao foram
identificadas altera¢des potencialmente deletérias.

Como a descoberta de mutagdes em SLC2A41 relacionadas com a sindrome de Doose
¢ recente, a literatura acerca desse assunto ndo € vasta. Sendo assim, apenas dois estudos
relataram mutacdes em pacientes com sindrome de Doose até o momento (tabela 17). O
primeiro deles identificou a mutacdo ¢.971C>T em dois pacientes com esse fenotipo em
uma familia apresentando diferentes formas de EIGs (56). No segundo estudo, foram
investigados 84 individuos com sindrome de Doose, incluindo um dos pacientes do estudo
anterior. Além da mutacdo previamente descrita, foram encontradas duas alteragdes

(c.997C>T e c.1199G>A) em um total de quatro pacientes (4,76%).
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As trés mutagdes descritas na literatura foram consideradas deletérias por todos os
algoritmos de predicdo de potencial patogénico utilizados, embora a escala de Grantham
considere a substituicdo p.R400H conservada. Esses resultados sugerem uma possivel
implicacdo deletéria dessas mutagdes na fungdo da proteina. Para uma das substituigdes,
p.S324L, estudos funcionais revelaram que o transporte de glicose ¢ reduzido em
comparag¢do com o tipo selvagem (116). Esse dado comprova a eficiéncia dos algoritmos de
predi¢do para alteragdes na proteina em questao para o fenotipo da sindrome de Doose.

Apesar de um estudo apontar mutacdes em SLC24] em quase 5% dos pacientes
com sindrome de Doose investigados, nossos dados nao indicam envolvimento desse gene
na etiologia da sindrome em nossa casuistica. Essas evidéncias sugerem que a sindrome
apresenta heterogeneidade genética. Sendo assim, permanecem desconhecidas as possiveis
bases genéticas envolvidas na fisiopatologia da maioria dos pacientes investigados no

presente estudo.

5.2. EPILEPSIAS IDIOPATICAS GENERALIZADAS COMUNS
5.2.1. GENE SLC2A41

Além de estarem associadas com as sindromes da deficiéncia de GLUTI1 e de
Doose, mutacdes no gene SLC24I também foram identificadas em pacientes com
diferentes formas de EIGs. Por tanto, esse gene foi investigado também em nossa casuistica
de pacientes com esses fenotipos provenientes dos ambulatérios da UNICAMP.

No entanto, foram encontradas apenas altera¢des de base linica que ndo promovem
troca de residuo de aminoéacido na proteina, assim como observado para os pacientes com
sindrome de Doose de nossa casuistica. Sendo assim, esse gene ndo parece contribuir
significativamente para a etiologia das EIGs em nossa populagao.

Em compara¢do com a sindrome de Doose, a descoberta de mutagdes em SLC241
em pacientes com EIGs também ¢ recente, porém a literatura disponivel sobre o assunto ¢
mais ampla, como se pode observar na tabela 21.

Os dois primeiros estudos que demonstraram correlagdo entre esse gene e fenotipos

das EIGs relataram grandes familias com ocorréncia de discinesia paroxistica induzida por

109



exercicio (DPE) segregando mutacdes em que alguns individuos que apresentavam crises
de auséncia, mioclonicas, CTCG e febris (93 e 94).

Posteriormente, foram identificadas quatro mutagdes funcionalmente testadas em 34
pacientes com epilepsia auséncia de inicio precoce (EAIP) (116). Foram estudadas também
duas familias com EAIP segregando mutagdes em SLC2A1, sendo que 12 dos 15 pacientes
com mutagdes apresentavam epilepsia, incluindo tanto fenétipos das EIGs quanto sindrome
de Doose (56).

Um recente estudo envolvendo 95 individuos com EIGs familiares revelou uma
mutacdo em SLC24] em uma familia na qual oito individuos portadores da mutacdo
apresentam os seguintes fendtipos: EAL, EAJ, EMJ, EAIP e epilepsia auséncia de inicio na
fase adulta (EAIA) (95). Apesar de outros quatro membros ndo afetados serem portadores
da alterag¢dao, a mesma nao foi identificada em 846 controles.

Recentemente também, um mesmo grupo de pesquisadores apresentou dois
trabalhos nos quais identificou seis mutacdes funcionalmente validadas em sete de 504
individuos com EIGs, e outras sete alteracdes em um individuo cada dentre 55 pacientes
com EAIP investigados (114 e 115).

Com relagdo a distribuicdo das substituicdes dos residuos de aminoacido na proteina
codificada decorrentes das alteracdes descritas na literatura, apresentada na figura 34,
observa-se um predominio de mutacdes nas regides entre as por¢des transmembrana, em
especial nas regides voltadas ao citoplasma. Destaca-se o segmento entre as hélices 6 e 7,
que pode representar um dominio funcional potencialmente relacionado ao controle do

transporte de glicose.
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Figura 34. Provavel localizagdo das alteragdes descritas na literatura na proteina GLUT1
em pacientes com EIG estudados.

As andlises de predi¢do de potencial deletério foram mais consistentes do que as
realizadas para as alteragdes no gene EFHC1 em pacientes com EMJ, porém nao obtiveram
completo consenso. Mesmo algumas alteragdes que comprovadamente provocam
significativa redugdo no transporte de glicose em estudos funcionais, como as alteragdes
p.E243V e p.N411S, foram consideradas benignas por um algoritmo distinto cada. Esse
dado pode ser reflexo novamente do fendtipo menos grave das EIGs, que possivelmente
requerem alteragdes menos drédsticas nas proteinas envolvidas nos mecanismos
fisiopatologicos dessas epilepsias.

Nos estudos funcionais descritos, foram observadas tanto variantes com alto
impacto deletério quanto alteragdes mais brandas, que apresentaram padrdes de heranca
variaveis. No entanto, ndo se observou uma correlagdo entre gravidade da epilepsia ou do
prognostico das crises e gravidade do efeito funcional nos ensaios in vitro.

Entretanto, mesmo com resultados positivos, alguns estudos ndo identificaram
mutacoes em pacientes com EIGs, como ¢ o caso do presente trabalho. Recentes estudos
envolvendo casuisticas de 20 e 84 pacientes com EAIP (132 e 133, respectivamente) e
outro estudo envolvendo 124 pacientes com EAI e EAJ (118) também ndo revelaram
alteracdes potencialmente deletérias em SLC2A41. Esses dados demonstram que esse gene
parece oferecer predisposi¢do as EIGs em apenas algumas populagdes, refletindo a

heterogeneidade genética dessas epilepsias.
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Em geral, tem sido relatado na literatura um predominio de mutag¢des em fenotipos
relacionados a crises de auséncia de inicio precoce. No entanto, poucos pacientes de nossa
casuistica, tanto de sindrome de Doose quanto das EIGS, apresentam essa caracteristica, o

que pode justificar a auséncia de mutacoes identificadas em SLC2A41.

5.2.2. GENE EFHCI

Foram identificadas sete alteragdes potencialmente deletérias no gene EFHCI em
10% dos pacientes com EMJ de nossa casuistica, tanto em pacientes com historia familiar
de epilepsia como em esporadicos. Os individuos portadores dessas mutagdes nao
apresentaram caracteristicas clinicas distintas evidentes em relagdo aos demais, porém
analises mais cautelosas poderao elucidar possiveis diferengas fenotipicas.

Dentre essas alteragdes identificadas, cinco sdo inéditas em individuos com EIGs e
as outras duas ja foram descritas na literatura (65, 88, 91 e 120). A figura 35 ilustra a
provavel localizagdo das substituicdes de residuo de aminodcido na proteina

EFHC1/mioclonina decorrentes dessas alteragdes.

R221H F229L
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R159G R296H K299R E589K N607S

Figura 35. Provavel localizacao das alteragcdes encontradas na proteina EFHC1/mioclonina
nos pacientes com EMJ e outras EIGs.

As substitui¢des encontram-se distribuidas ao longo da proteina: nos dois primeiros
dominios DM10, na regido entre eles e no motivo EF-hand. Nao parece haver uma regido
preferencial para a ocorréncia de mutagoes.

Quatro das cinco alteracdes inéditas em pacientes ndo foram encontradas em nosso
grupo controle (c.887G>A, ¢.896A>G e ¢.1765G>A, ¢.1820A>G). E importante ressaltar,

porém, que apenas a alteragdo c.896A>G foi encontrada na casuistica proveniente da
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UNICAMP, e as outras trés foram identificadas em pacientes de Alagoas. Sendo assim, ¢
possivel que o grupo de individuos controle da regido de Sdo Paulo ndo seja representativo
da populacao de Alagoas. Essas trés variantes encontradas nos pacientes da UFAL ja foram
identificadas nos projetos de sequenciamento em larga escala com frequéncia inferior a 1%
quando consideradas as populagdes gerais investigadas (tabela 27). No entanto, as variantes
c.887G>A e c.1820A>G apresentaram frequéncia alélica superior a 1% se considerada
apenas a populacdo de algumas tribos africanas. Sendo assim, pode-se especular uma

ancestralidade africana dos pacientes portadores dessas alteracoes.

A quinta variante inédita em pacientes com EMJ (¢.475C>G), também identificada
em um paciente de Alagoas, foi encontrada em apenas um individuo do nosso grupo
controle. Porém, essa alteragdo foi observada com uma frequéncia alélica de 4,2% em um
estudo piloto do projeto 1000 GENOMES que analisou 118 cromossomos da populacao dos
iorubas. Além disso, ¢ interessante notar que essa substitui¢do envolve o mesmo
nucleotideo alterado no polimorfismo ¢.475C>T, sugerindo que o residuo de aminoécido

correspondente ndo seja muito conservado evolutivamente.

As substitui¢cdes ¢.662G>A e ¢.685T>C foram identificadas em heterozigose em 1%
dos individuos controles analisados, o que representa uma frequéncia alélica de 0,5%. A
alteracdo c.662G>A apresentou-se ausente em 120 e 401 individuos controles em dois
estudos distintos (120 e 90, respectivamente). Em projetos de sequenciamento em larga
escala (tabela 22), o alelo mutante foi detectado com frequéncia inferior a 1% em
populacdes norte-americanas em geral e nas com descendéncia européia, porém superior a
1% nas populagdes africanas, afroamericanas e em um grupo pequeno de Porto Rico,
mostrando uma variagdo na frequéncia alélica dependente da composi¢cdo étnica da
populagdo investigada.

A alteragao c.685T>C nao foi identificada em 100 ¢ em 401 controles de dois
estudos (88 e 90, respectivamente), mas foi detectada em 4 dentre 368 individuos controles,
com frequéncia alélica estimada de 0,5% em outro estudo (91), o que levou os autores a
considerarem pouco provavel dessa alteracdo de ser patologica. Segundo dados dos projetos
de sequenciamento em diferentes populacdes (tabela 23), essa variante foi identificada em
uma frequéncia igual ou inferior a 0,5% em na maioria dos estudos, porém com 1% em
uma populagdo italiana.

113



Entretanto, ensaios funcionais demonstraram que ambas as alteracdes c.662G>A e
c.685T>C estdo implicadas no surgimento de EMJ, tanto por reduzir o efeito de morte
celular, prevenindo a apoptose de neurdénios com homeostase de calcio precaria durante o
desenvolvimento do SNC (65), quanto induzindo defeitos no fuso mitdtico e afetando a
morfologia de células radiais da glia e de neurénios migratorios (87).

A fim de se estimar o efeito das alteracdes potencialmente deletérias na fung¢do da
proteina, foram utilizados algoritmos de predi¢cao. No entanto, observou-se uma divergéncia
nos resultados obtidos. Embora todas as substitui¢cdes tenham sido consideradas deletérias
por pelo menos dois programas, ndo houve uma consisténcia entre os programas quanto a

essa classificacao.

A falta de consenso observada deve-se provavelmente ao fato de que cada algoritmo
utiliza métodos de andlise e atributos diferentes para fornecer seus resultados, e as
alteracdes promovidas na proteina devem atuar predominantemente em determinadas
propriedades. Dessa forma, algumas substituicdes podem alterar significativamente
caracteristicas fisico-quimicas de residuos de aminodcidos ndo muito conservados
evolutivamente, enquanto outras alteracdes podem envolver posi¢des conservadas, mas sem
alteracdo dréstica estrutural. Consequentemente, os programas que se baseiam mais em
conservagao de sequéncia considerardo o primeiro tipo de substituicdo benigno e o segundo
deletério, enquanto aqueles que priorizam as informagdes sobre estrutura classificardo a

primeira alteracao como deletéria e a segunda benigna.

Como os fendtipos das EIGs ndo sdo muito graves, ¢ possivel que as alteracdes
responsdveis ndo sejam tdo drésticas. Sendo assim, os programas de predicdo de efeito
deletério apresentam dificuldades em inferir a real implicacdo dessas alteragdes na fungao
da proteina. Até mesmo para as substituicoes comprovadamente deletérias por meio de
ensaios funcionais, alguns algoritmos as consideraram benignas, o que demonstra a
necessidade de estudos adicionais para comprovar o potencial deletério das alteragdes

identificadas em nossa casuistica.

Foram identificados também quatro polimorfismos codificantes, ou seja, que
promovem substitui¢ao de residuo de aminoacido na proteina codificada (tabela 17), sendo

que todos ja foram descritos em outros estudos investigando pacientes com EMJ (65, 88,
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90, 91, 120 e 121) e sdo considerados variantes naturais que ndo afetam morte celular
segundo os estudos funcionais realizados (65 e 87). Essas alteracdes foram identificadas em
nosso grupo controle com uma frequéncia semelhante a observada nos pacientes, além de
terem sido observadas em individuos controles nos estudos mencionados.

E interessante notar que a analise de predigdo de potencial deletério ndo atingiu um
consenso até mesmo para esses polimorfismos, apenas para a substitui¢cao p.I619L. Isso
reflete novamente a dificuldade dos algoritmos de predi¢ao utilizados em inferirem o efeito
dessas alteracdes na funcdo protéica. Dentre os programas empregados, o que melhor
distinguiu entre as alteragdes consideradas potencialmente deletérias e os polimorfismos foi
0 MutPred. Por outro lado, o programa SNP&GO apresentou o pior desempenho,
considerando todas as alteragdes benignas, seguido pelo SIFT, que identificou apenas uma
alteracdo como deletéria. Os programas SNAP e Pmut, por sua vez, classificaram véarios
polimorfismos como deletérios.

A compilacdo de mutagdes descritas na literatura em EFHCI em pacientes com
EMI e outras EIGs revelou um total de 16 alteragdes potencialmente deletérias, das quais
duas estdo nas regides ndo traduzidas 5’ e 3’ e 14 sdo alteragdes missense (tabela 26). A
maioria das alteracdes relatadas foi descrita em pacientes com EMJ, duas foram observadas
em dois pacientes com EAJ (c.520A>G e ¢.776G>A) e uma em um paciente com EIG com
CTCG (c.1180G>T). Outra alteracao (c.685T>C) foi identificada, além de em dez pacientes
com EMJ, em cinco individuos com EIG de fenotipos ndo especificados pelos autores.

Ao total, foram 48 individuos com mutagdes descritos na literatura. A frequéncia de
pacientes com alteragdes ¢ dificil ser estimada, pois foram mais de 300 familias estudadas,
sendo que nem sempre o nimero de membros afetados ¢ informado, além de outros
aproximadamente 100 individuos com EIGs investigados separadamente. Sendo assim,
estima-se que a frequéncia de individuos com EIGs relatados at¢é o momento que
apresentem mutagdes em EFHCI ndo ultrapasse muito 10%, como observado em nossa
casuistica.

As provaveis localizagdes das substituicdes de residuos de aminoacido proveniente

dessas alteragdes descritas na literatura estdo representadas na figura 36.

115



P77T R153Q R182L  R221H T252K C259Y A394S

\ / / -
NHz\ \ H COOH

R118C 1174V D210N  F229L D253Y R353W  T508R

Figura 36. Provavel localizacdo das alteragdes potencialmente deletérias na proteina
EFHC1/mioclonina descritas em pacientes com EMJ e outras EIGs.

Também nao foi observada uma regido preferencial de ocorréncia de mutacdes na
sequéncia protéica, uma vez que alteragdes foram observadas no inicio da proteina, nos trés
dominios DM10, na regido entre eles e no motivo EF-hand. Um grafico representativo das
distribui¢cdes das substituicdes descritas na literatura, juntamente com as identificadas no

presente estudo, encontra-se na figura 37.
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Figura 37. Distribui¢do das substitui¢des de aminoacidos descritas em pacientes com EIG
ao longo da proteina EFHC1/mioclonina.

Parece haver um predominio de alteragdes na metade inicial da proteina, sendo que

apenas o presente estudo identificou mutagdes no motivo EF-hand. No entanto, o baixo
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nimero de mutacdes descritas até o momento ndo permite a realizagdo de analises
conclusivas.

Nenhuma das mutagdes, exceto a ¢.685T>C, como supracitado, foi encontrada nos
grupos controles analisados nos respectivos estudos. Apenas as alteracoes ¢.662G>A e
¢.685T>C foram identificadas em nossa casuistica.

Além dos dados de projetos de sequenciamento populacional em larga escala para as
alteragdes c.662G>A e ¢.685T>C, discutidos anteriormente, estdo disponiveis informacdes
apenas para as alteragdes c.229C>A, c.458G>A, c.544C>T e ¢.1057C>T. A substituicao
¢.229C>A foi identificada em quase 1% na populag@o norte-americana estudada no projeto
NHLBI-ESP, porém com frequéncia superior a 1% nas populagdes afroamericanas,
africanas e em um grupo proveniente do Porto Rico. Sendo assim, a frequéncia dessa
alteracdo parece ser dependente da etnia da populacgdo. Ja as outras alteragdes apresentaram
frequéncia alélica inferior a 1% nos diferentes estudos.

Assim como nas analises de potencial deletério realizadas para as alteragdes
identificadas em nossa casuistica, nao foi possivel alcangcar um consenso nos resultados das
predicdes para a maioria das alteragdes, apenas para p.R118C. Conforme discutido
previamente, ¢ possivel que as mutagdes em EFHCI ndo sejam extremamente drasticas ou
estejam localizadas em regides menos conservadas da proteina. Novamente, o programa
MutPred foi o que apresentou melhor desempenho nas anélises de predi¢ao, pois conseguiu
distinguir com melhor exatidio as os polimorfismos das alteragdes potencialmente
deletérias.

Dentre os sete polimorfismos que alteram residuos de aminodcido na proteina
codificada relatados na literatura, todos foram encontrados nos grupos controle estudados
com frequéncia maior que 1%. Conforme supracitado, quatro deles também foram
identificados em nossa casuistica € em nosso grupo controle. Com exce¢do do programa
MutPred, os algoritmos de predicio de efeito deletério apresentaram resultados
discrepantes.

Embora a frequéncia de mutagdes observada em EFHCI seja de aproximadamente
10% em pacientes com EMJ, esse valor pode estar superestimado, uma vez que o potencial
deletério das alteracdes identificadas ndo pdode ser inferido adequadamente. E provavel que

as alteragdes nesse gene implicadas nos fenotipos das EIGs comuns sejam discretas e
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estejam associadas a outros fatores, como ¢ caracteristico das doengas complexas. Além
disso, destaca-se a heterogeneidade genética da EMJ e EIGs relacionadas, sendo que outros
genes podem estar envolvidos com a etiologia das epilepsias nos individuos que nao

apresentam alteragdes deletérias em EFHCI.

5.2.3. GENE GABRAI

As trés alteragdes localizadas na regido codificante do gene GABRAI que foram
identificadas em pacientes com EMJ e outras EIGs ndo resultam em troca do residuo de
aminodacido na proteina codificada, sendo que todas ja estdo descritas em bancos de dados
como polimorfismos. Uma delas (c.156 T>C), também havia sido relatada em um estudo de
triagem de mutagdes em GABRAI em pacientes com EMJ, sem provavel implicagdo na
etiologia da doenca.

Embora mutagdes que ndo resultam em troca de residuo de aminoéacido possam
afetar o processo de enovelamento da proteina quando um codon frequente ¢ substituido
por um raro (134), as alteracoes em GABRAI encontradas em nossa casuistica ndo podem
ser consideradas deletérias sem a realizacdo de estudos adicionais.

A alteragdo identificada proxima ao sitio doador de splicing ndo afeta os
nucleotideos mais conservados dessa regido (figura 28). Sendo assim, a possibilidade dessa
variante comprometer o processo de splicing ¢ baixa.

A principal mutagdo descrita na literatura para esse gene, que promove a troca de
um residuo de alanina por um de acido aspartico na posi¢do 322 (p.A322D), ndo foi
observada em nossa casuistica. Essa mutagao foi identificada em todos os oito individuos
afetados de uma familia franco-canadense com EMJ (69). No entanto, ela parece contribuir
para uma porcentagem baixa de casos de EMJ, uma vez que outro trabalho também revelou
auséncia dessa mutacdo nos pacientes estudados (135).

Outra alteragdo em GABRAI descrita na literatura, c¢.975delC (S326f5328X),
originalmente identificada em um paciente com EAI (122), também ndo foi observada em

nossos pacientes.
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Apesar do gene GABRAI ainda ndo poder ser completamente desassociado a EMJ e
outras EIGs em nossa amostra, os resultados obtidos indicam que esse ndo parece ser um

dos genes de maior predisposi¢ao para esses fenotipos em nossa populagao.

5.3. CONSIDERACOES GERAIS

O presente estudo apresentou estratégias para identificar e analisar a repercussao
molecular de alteracdes em genes candidatos que podem ser extrapoladas para estudos de
outras doencas humanas. O uso de algoritmos de predicao de efeito deletério mostrou-se
particularmente eficiente para genes envolvidos em doengas mendelianas. J& para as
doencas complexas, a eficiéncia dos programas utilizados ¢ varidvel. Nesses casos, a
acuracia dos algoritmos de predicdo pode variar de acordo com a doenga e os genes
estudados, sendo que analises utilizando alteracdes previamente descritas podem contribuir

para a determinacdo dos programas mais adequados para cada caso.

Uma das doencas estudadas no presente trabalho, a sindrome de Dravet, apresenta
um padrdo de heranca mendeliano, em que variantes raras no gene SCN/A apresentam um
alto efeito deletério, como constatado por meio das analises de predi¢cdo realizadas. Por
outro lado, as andlises de predicao de efeito deletério no gene EFHCI ndo alcancaram um
consenso, revelando a alta complexidade da EMJ e EIGs relacionadas. Além disso, muitas
das alteragdes identificadas em EFHCI em pacientes também foram observadas em estudos
populacionais, mesmo que com frequéncia alélica inferior a 1%. Uma possivel explicacao
seria que, pelo fato da EMJ ser uma doenca complexa e mais comum que a sindrome de
Dravet, variantes com baixa frequéncia na populagdo teriam efeito deletério intermediario

(figura 38).
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Figura 38. Relacdo entre efeito deletério de variantes genéticas e suas frequéncias alélicas
(adaptado de 136).
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No entanto, mesmo quando compilada toda a literatura disponivel, apenas 16
alteracdes potencialmente deletérias foram identificadas em EFHCI para EMJ e outras
EIGs em mais de 400 pacientes estudados, contrastando fortemente com as 774 alteragdes
descritas em SCNIA para a sindrome de Dravet. Esses resultados mostram que o gene
EFHCI nao parece estar agindo como principal causador de EMJ e outras EIGs, embora

possa ser um fator de predisposi¢do.

Os genes SLC241 e GABRAI, por sua vez, nao parecem conferir predisposi¢ao para
os fenotipos estudados em nossa casuistica, visto que ndo foram identificadas alteragdes

potencialmente deletérias.

Por fim, as bases genéticas da sindrome de Doose permanecem desconhecidas, uma
vez que ndo foram identificadas alteragcdes potencialmente deletérias nos principais genes

candidatos apontadas para esse fen6tipo na literatura até o momento.
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6. CONCLUSOES
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Como alteragdes potencialmente deletérias no gene SCNIA foram identificadas em
81% dos pacientes com sindrome de Dravet estudados no presente trabalho, e quando
compilada toda a literatura mundial sobre o assunto observa-se que foram relatadas 774
mutagdes nesse gene em individuos com essa sindrome, o teste genético em SCNIA

para fins clinicos ¢ altamente recomendavel para esse fenotipo.

Apenas um paciente com sindrome de Doose em nossa casuistica apresentou alteragdo
potencialmente deletéria em SCNIA. Em toda literatura disponivel, foram descritos
apenas outros seis individuos acometidos por essa sindrome com mutagdo nesse gene, €
alguns deles ndo apresentavam caracteristicas clinicas tipicas. Sendo assim, o teste
genético em SCNIA para fins clinicos ndo seria indicado para individuos com esse

fenotipo.

O gene SLC2A1 nio parece estar envolvido com a etiologia da sindrome de Doose em
nossa casuistica, uma vez que ndo foram identificadas alteragdes potencialmente
deletérias. Poucos pacientes com esse fenotipo foram relatados portando mutacdes
nesse gene até o0 momento, o que ndo justifica a aplicacdo do mesmo para fins clinicos

atualmente.
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O gene SLC2A41 também nao parece contribuir para a etiologia das EIGs em nossa
populacdo, e parece estar mais associado ao fendtipo das epilepsias com auséncia de
inicio precoce. Sendo assim, excetuando-se 0s casos que correspondem a esse fenotipo,

o teste genético em SLC2A/ em pacientes com EIGs em geral ndo parece ser eficaz.

A relativamente baixa frequéncia de alteragdes potencialmente deletérias no gene
EFHCI em individuos com EIGs comuns (aproximadamente 10% para EMJ), tanto no
presente estudo quanto nos descritos na literatura, sugere que esse gene nao seja o
principal causador dessas epilepsias, embora possa ser um fator de predisposi¢cdo, em
especial para EMJ. Considerando também o fato de que a interpretacdo dos resultados

das triagens nesse gene nao ¢ trivial, o teste genético em EFHCI nao parece ser eficaz.

O gene GABRAI nao parece conferir predisposicao para as EIGs comuns de nossa
casuistica, e parece ser o agente causador de EMJ e EAI em apenas alguns poucos
individuos descritos na literatura. Por tanto, o teste genético em GABRAI para fins

clinicos em EIGs ndo é recomendavel.
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PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

Comité de Ftica em Pesquisa - UNICAMP

Kua: Tessalin Vieira de Camargo, 126 FONE (119) 35218936

Cuixa Postal 6111 FAX (019} 35217187

13084971 Campinas - SP cepra femunicamp. by
Péagina | de |
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ANEXO 2

\J
\\",’ UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
el

e FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Y °

UNICANMP

PARECER N° 006/98 - CEP/FCM

PESQUISA: LOCALIZACAO DE GENES QUE PREDISPOEM A EPILEPSIA
IDIOPATICA GENERALIZADA E PARCIAL

PESQUISADOR: Iscia Lopes Cendes

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP, apds acatar os pareceres dos membros-relatores, aprova a Pesquisa
supracitada por estarem contempladas as Resolugoes 196/96 e 251/97.

CEP/FCM, 06/02/98.
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ANEXO 3

»’ Universidade Estadual de Campinas
" Departamento de Genética Médica

UNICAMP

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pagina 1 de 3

Titulo do projeto: Estudos Genéticos em Epilepsia

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa envolvendo
pacientes e familias de individuos com epilepsia. O objetivo geral do estudo ¢ o de isolar genes
responsaveis por essa doencga através de métodos de genética molecular. A identificacdo desses
genes pode eventualmente melhorar o diagndstico e levar a um melhor tratamento dessa doenga.
Tanto as amostras de DNA, de linhas celulares e a informagdo médica a meu respeito bem como
a respeito de minha familia que forem obtidas para esse estudo, poderdo ser compartilhadas com
outros pesquisadores que trabalham com epilepsia. Podendo assim ser utilizadas eventualmente
para outros fins de pesquisa sobre as epilepsias. O sigilo serda mantido em todos os estudos
colaborativos através da utilizagdo de um niimero de codigo para a identificacdo dos individuos
participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes
fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiais. Eu serei submetido a um
exame fisico neuroldgico para estabelecer meu estado clinico. Além disso, poderei ser submetido
a um eletroencefalograma (EEG) e talvez uma tomografia computadorizada ou uma ressonancia
magnética de cranio. Uma amostra de sangue venoso sera colhida (20 a 30 ml, o equivalente a
duas colheres de sopa). Hospitalizagdo ndo serd necessaria. Os procedimentos mencionados
acima, com excecdo da coleta da amostra de sangue, fazem parte dos cuidados médicos de rotina
para um paciente com epilepsia. Os procedimentos mencionados acima serdo realizados dentro
dos primeiros 6 meses apds 0 meu consentimento em participar no estudo, porém a pesquisa
laboratorial utilizando as amostras de sangue poderdo ser feitas durante um periodo maximo de
30 anos apos a coleta. As células que por ventura forem isoladas do meu sangue serdo
preservadas para utilizagdo durante todo o estudo e depois que ele se completar serdo destruidas.

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 20 a 30 ml de sangue venoso serd efetuada. Os riscos associados a esse
procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta
do sangue. O desconforto sera minimo pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia
do brago que sera realizada por profissional treinado e devidamente habilitado para realizar esse
procedimento.
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Universidade Estadual de Campinas
Departamento de Genética Médica

UNICAMP

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pagina 2 de 3

Titulo do projeto: Estudos Genéticos em Epilepsia

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a minha participagdo nesse
estudo e que o meu diagnodstico e o meu tratamento provavelmente ndo serdo modificados.
Contudo, os resultados desse estudo podem, a longo prazo, oferecer vantagens para os individuos
com epilepsia e suas familias, possibilitando um melhor diagndstico e tratamento mais adequado.
E importante notar que o diagndstico pré-sintomatico ndo faz parte dessa pesquisa, mas se eu
desejar obter orientagdo genética, ela serd oferecido nos ambulatorios do servico de genética
clinica do Hospital de Clinicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), tel.
(19) 3521-8908.

SIGILO:
Eu entendo que toda informag¢do médica, mas ndo os resultados dos testes genéticos
decorrentes desse projeto de pesquisa, fardo parte do meu prontuario médico e serdo submetidos

aos regulamentos do HC- UNICAMP referentes ao sigilo da informag¢do médica.

Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para fins de publicacdo
cientifica, nenhum nome sera utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informagdes adicionais relativas ao estudo a qualquer
momento. A Dra. Iscia Lopes Cendes, tel (19) 3521-8907 estara disponivel para responder
minhas questdes e preocupacdes. Em caso de recurso, duvidas ou reclamagdes contactar a
secretaria da comissdo de ética da Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (19) 3521-
8936.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participagdo ¢ voluntaria e que eu posso me recusar a participar ou
retirar meu consentimento e interromper a minha participacdo no estudo a qualquer momento
(incluindo a retirada da amostra de sangue) sem comprometer os cuidados médicos que recebo
atualmente ou receberei no futuro no HC- UNICAMP. Eu reconhego também que a Dra. Iscia
Lopes Cendes pode interromper a minha participacdo nesse estudo a qualquer momento que
julgar apropriado.
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v"‘n Universidade Estadual de Campinas

Departamento de Genética Médica
UNICAMP

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pagina 3 de 3

Titulo do projeto: Estudos Genéticos em Epilepsia

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

Eu confirmo que o(a) Dr(a).
me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos,
desconforto e possiveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e compreendi esse
formulario de consentimento e estou de pleno acordo em participar desse estudo.

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsavel data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a
o0 objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e 0s possiveis riscos e vantagens que poderao
advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma
copia desse formulario de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data
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APENDICE 1

Dados demograficos e clinicos dos pacientes com sindrome de Dravet

ID Idade Inicio das crises Temperatura Histdria AItera?E.o
Paciente Sexo (anos) afebris (anos) CF (°C) familiar e
em SCN1A
1 F 21 5 37,5 - c.54347>C
2 F 9 7 37-37,3 IVS8+3G>T
3 F 14 12 39-40
4 F 17 12 37,7-38 - ¢.829T>C
5 F NI NI NI NI c.5489_5491delAGT
6 M 12 3 37,3 - c.971A>C
7 M 13 3 38 + c.5329delG
8 M 14 18 NI -
9 F * 4 37,5 - IVS4+1G>A
10 F 7 3 NI + IVS2+1A>G
11 F 13 3 38 - c.5179G>T
12 F 10 6 38 + c.1242delA
13 F NI NI NI NI c.2360T>G
14 M 10 5 378 i c.3719_37AZOinsGAT
15 F 10 5 37,2 NI c.2360T>G
16 F 16 5 + NI
17 M 21 4 + NI IVS21+1G>A
18 M 4 11 + -
19 F 3 NI + NI
€.296_313delTCTTC
20 F 2 6 37 " CGGTTCAGTGCCA
€.296_313delTCTTC
21 F 2 8 37 " CGGTTCAGTGCCA

ID: identificacdo, F: feminino, M: masculino, +: presenca, -: auséncia, NI: ndo informado,

CF: crise febril

*faleceu em 2006
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APENDICE 2

Dados demograficos e clinicos dos pacientes com sindrome de Doose

ID Inicio das Crise Historia AItera?ﬁ?
Paciente Sexo CELQIERCR), crises (anos)  febris familiar nucleotidica
em SCN1A

1 M 11 42 = i

2 F 17 72 - -

3 M 10 8 + =

4 M 13 36 + +

5 M 11 30 = +

6 M 17 30 - -

7 F 19 36 + +

8 F 25 35 - -

9 M 14 43 = =
10 M 9 30 - +
11 M 14 36 = =
12 F 23 48 + -
13 F 13 36 = +
14 M 8 36 + -
15 M 36 + NI
16 M 6 56 + + c.68C>T

ID: identificagcdo, M: masculino, F: feminino, +: presenca, -: auséncia, NI: ndo informado
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APENDICE 3

Dados clinicos demograficos e dos pacientes com epilepsias idiopaticas generalizadas e
resultado dos testes de genética molecular

" Idade Iniciodas Tiposde Historia AIteratl;a-o
ID Fenotipo Sexo (anos) crises (anos) crise familiar UGG
em EFHC1
1 EM)J M 40 17 Mi, A, TCG +
, (c.475C>T),
2 EM] M 53 17 Mi, TCG + (.1855A50)
3 EM) M NI NI NI +
. c.685T>C,
4 EMJ] M 29 7 Mi, TCG + (134370
5 EM) M 32 15 Mi, TCG +
6 EM)J F NI 13 Mi, A, TCG +
7 EM) F NI NI NI +
8 EM) F 40 6 Mi, TCG +
9 EM) F NI NI NI + (c.545G>A)
10 EM)J F 35 19 Mi, TCG +
11 EMJ F 31 13 Mi, TCG +
12 EMJ M NI NI NI -
13 EM)J F 33 12 Mi, A, TCG + (c.475C>T)
14 EM) F 40 NI NI +
15 EM) F 32 14 Mi, A, TCG +
16 EM) F NI NI NI - €.685T>C
17 EM)J M NI NI NI -
18 EM)J F NI NI NI -
19 EMJ F 42 21 Mi, A, TCG + (c.1855A>C)
20 EMJ M NI NI NI -
) (c.545G>A),
21 EM)J F 28 17 Mi, TCG + (c.1343T>C)
22 EM)J F 30 14 Mi, A, TCG + (c.475C>T)
23 EM)J M NI NI NI - c.685T>C
24 EM)J M 41 18 Mi, TCG + (c.475C>T)
25 EM)J M NI NI NI -
26 EMJ F 40 9 Mi, TCG + (c.1855A>C)
27 EMJ M NI NI NI - (c.475C>T)
28 EM)J F 47 12 Mi, A, TCG +
. (c.545G>A),
29 EM)J F 39 13 Mi, A, TCG .896A>G
30 EM)J F 35 14 Mi, TCG + (c.475C>T)
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31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

44

45
46

47

48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

58
59
60
61
62

63
64
65

EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ

EMJ

EMJ
EMJ

EMJ

EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ

EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ

EMJ
EMJ
EMJ
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38
NI
40
58
32
NI
26
48
NI
62
43
NI
52

36

NI
37

30

NI
40
22
NI
32
24
36
20
18
21

22
25
22
12
19

23
22
30

12
NI
14
12
12
NI
11
15
NI
NI
12
NI

11

NI
16

19
NI
14

NI

11
15
13
13

14
15
14
13

11
14
10

Mi, A, TCG
NI

Mi, A, TCG

Mi, A, TCG

Mi, A, TCG
NI

Mi, A, TCG

Mi, A

NI

Mi, A, TCG

Mi, A, TCG
NI

Mi, A, TCG

Mi, TCG

NI
Mi, A, TCG

Mi

NI
Mi, A, TCG
Mi, TCG
NI
Mi, TCG
Mi, A
TCG, Mi, A
TCG, Mi
TCG, Mi, A
TCG, Mi, A

TCG, Mi, A
TCG, Mi
TCG, Mi, A
TCG, Mi, A
TCG, Mi

TCG, Mi, A
TCG, Mi
TCG, Mi

+ + + + +

+ +

+ +

(c.1855A>C)

(c.1855A>C)

(c.1855A>C)
(c.475C>T)

(c.475C>T)

(c.545G>A),
(c.1855A>C)

(c.1343T>C)

(c.475C>T),
(c.545G>A)

(c.1855A>C)

(c.1855A>C)

(c.475C>T)

c.887G>A,
(c.1855A>)

c.887G>A,
(c.1855A>)

(c.475C>T),
c.1820A>G

(c.1343T>C)
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66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105

EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
EMJ
CcTCGd
CTCGd
CTCGd

S << nmnm A< mmmnmmamamnm< << n1Tmamammnmmmtm<am < <n<mmn< << <<

50
17
31
27
28
58
29
15
34
47
21
18
28
26
59
19
26
17
15
20
11
45
18
18
12
54
19
18
16
21
39
32
51
28
23
24
17
26
30
28

15

13
13
21

12
18
13
14
15

21
15
19

17
14
15

17
14
11
12
39
14
15
14
12
12
14
25
20
14
16
16
12
15

TCG, Mi
TCG, Mi
TCG, Mi, A
TCG, Mi, A
TCG E Mi
TCG, Mi, A
TCG, Mi, A
TCG, A
TCG, Mi, A
TCG, Mi
Mi, A
TCG, Mi, A
TCG, Mi, A
TCG, Mi
TCG, Mi, A
TCG, Mi, A
TCG, Mi
TCG, Mi, A
TCG,Mi
TCG, Mi, A
Mi
TCG, Mi
TCG, Mi
TCG, Mi, A
TCG, Mi, A
TCG, Mi
TCG, Mi
TCG, Mi
TCG, Mi, A
TCG, Mi
TCG, Mi, A
TCG, Mi, A
TCG, Mi
TCG, Mi
TCG, Mi
TCG, Mi, A
TCG, Mi
TCG
TCG
TCG

+ + +

c.662G>A
(c.1343T>C)

(c.1855A>)
(c.1343T>C)

(c.1855A>)
c.475C>G

(c.1343T>C)

(c.475C>T)

(c.475C>T)

c.1765G>A

(c.1855A>)

(c.475C>T)

(c.475C>T)

(c.1343T>C)

(c.475C>T)
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106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134

CTCGd
CTCGd
CTCGd
CTCGd
CTCGd
CTCGd
CTCGd
CTCGd
CTCGd
CTCGd
CTCGd
EAJ
EAJ
EAJ
EAJ
EAJ
EAJ
EAJ
EAJ
EAJ
EAJ
EAJ
EAJ
EAJ
EAI
EAI
EIG
EIG
EIG

33
NI
30
NI
NI
NI
40
46
42
34
33
39
33
46
34
NI
NI
28
27
50
NI
32
38
38
18
NI
NI
NI
33
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3
NI
3
NI
NI
NI
13
11
13
14
8
16
4
4
11
NI
NI
6
10
19
NI
14
7
10
1
NI
NI
NI
14

TCG
NI
TCG, A
NI
NI
NI
TCG
TCG
TCG
TCG, A
TCG
Mi, A, TCG
Mi, A, TCG
Mi, A, TCG
A, TCG
NI
NI
A, TCG
A, TCG
A, TCG
NI
Mi, TCG
Mi, A, TCG
A, TCG
A, TCG
NI
NI
NI
TCG, A

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

+ + + + 4+ + + +

(c.1855A>C)

(c.475C>T)

(c.475C>T)

ID: identificacdo do paciente, EMJ: epilepsia mioclonica juvenil, CTCGd: crises
ténico-clonicas generalizadas ao despertar, EAJ: epilepsia auséncia juvenil, EAI:
epilepsia auséncia da infancia, EIG: epilepsia idiopatica generalizada, M: masculino,
F: feminino, +: presenca , -: auséncia , Nl: ndao informado; Mi: mioclonias; TCG:
auséncia. As alteracdes
representam polimorfismos e as em negrito sdo potencialmente deletérias

tonico-clonicas

generalizadas;

A:
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APENDICE 4

Predicio de potencial deletério das mutagdes descritas em SCNI1A em pacientes com
sindrome de Dravet

Alteragdao  Alteracao Regiao Predicdo de potencial deletério
nucleotidica protéica protéica Polyphen2 SNAP SIFT SNP&GO
c.1AST M1L N-terminal Posg.;\{:tlg':?ante Neutra Deletéria Deletéria
c.2T>C M1T N-terminal Pof)s;‘l':tlgfante Ndo neutra Deletéria Deletéria
c.80G>C R27T N-terminal Benigna Nao neutra Tolerada Deletéria
c.173G>T G58V N-terminal Prol\)l:;;etlg:iznte Nao neutra Deletéria Deletéria
c.181C>T L61F N-terminal Prol\)lg;/eetlg:iznte Nao neutra Deletéria Deletéria
c.187T>C F63L N-terminal Prol\)lz:/eetlér:i(:‘nte Neutra Tolerada Deletéria
€.234G>T E78D N-terminal Pro;:;;etlg:iinte Nao neutra Deletéria Deletéria
€.235G>C D79H N-terminal Prol\)I:;;etIg:iznte Nao neutra Deletéria Deletéria
€.235G>A D79N N-terminal Prol\)l:;leetlgi(;nte Nao neutra Deletéria Deletéria
c.251A>G Y84C N-terminal Prol\)l:;;etlg:iinte Nao neutra Deletéria Deletéria
€.269T>C F90S N-terminal Prol\)lg;;etlg:iinte Nao neutra Deletéria Deletéria
€.272T>C 191T N-terminal Prol\)l::/eetlg:i(;nte Neutra Deletéria Deletéria
€.292G>C A98P N-terminal Prol\)lz;;etlgr\iznte Neutra Tolerada Deletéria
c.301C>T R101W  N-terminal Prol\)l:;;etlgr\iznte Nao neutra Deletéria Deletéria
c.302G>A R101Q  N-terminal Pro;:;leetlg'\i(;nte Nao neutra Deletéria Deletéria
c.307A>G S103G N-terminal Po;s;\ll:tlgr:?ante Neutra Deletéria Deletéria
c.311C>T A104V N-terminal Prol\)l:;;etlg:iinte Neutra Deletéria Deletéria
€.323T>G L108R N-terminal Benigna N3o neutra Deletéria Deletéria
€.335C>T T1121 N-terminal Pro;:;leetlg:iznte Neutra Deletéria Deletéria
c.354G>C R118S N-terminal Pro;:;;etlgr\iznte Nao neutra Deletéria Deletéria
c.371T>A 124N DI/S1 Pogé‘{:tlzfante Ndo neutra Deletéria Deletéria
€.379C>G H127D DI/S1 Prol\)lg;:::tlg:ieante N3o neutra Deletéria Deletéria
c.484A>C T162P DI/S2 Prol\)I:;leetI;\iinte N3o neutra Deletéria Deletéria
c.488G>A G163E DI/S2 Prol\)lz;;etlgsiznte N3o neutra Deletéria Deletéria
c.512T>G 1171R DI/S2 Po;sé\llstlrér:.tieante N3o neutra Deletéria Deletéria
c.523G>A A175T DI/S2 Provavelmente Nao neutra Deletéria Deletéria
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c.524C>T
c.529G>A
c.530G>A
¢.535T>C
c.563A>T
c.568T>C
c.571A>T

c.573C>G

c.580G>A
€.580G>C

c.581A>G
€.596C>G
c.604T>G
€.635T>C
€.650C>A
€.652T>C
€.668C>A
c.677C>A
c.677C>G
€.680T>G
€.680T>C
c.694G>A
€.698T>G
c.715G>A
c.716C>T
€.719T>C
c.728C>A
c.730G>T

c.755T>A

A175V
G177R
G177E
C179R
D188V
W190R
N191Y
N191K
DI94N
DI94G
T199R
Y202D
V212A
T217K
F218L
A223E
T226K
T226R
12275
1227T
G232S
L233R
A239T
A239V
L240pP
S243Y
V244L

252N

DI/S2
DI/S2-53
DI/$2-53
DI/S2-53
DI/S2-S3

DI/S3

DI/S3

DI/S3

DI/S3

DI/S3

DI/S3

DI/S3
DI/$3-54

DI/S4

DI/S4

DI/S4

DI/S4

DI/S4

DI/S4

DI/S4

DI/S4

DI/S4
DI/$4-S5
DI/S4-S5
DI/S4-S5
DI/S4-S5
DI/S4-S5

DI/S5

Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Possivelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Possivelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Possivelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria
Provavelmente
Deletéria

N3o neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3ao neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3ao neutra
N3o neutra
N3o neutra
N3ao neutra
N3o neutra
N3o neutra

Nao neutra

Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Tolerada
Deletéria
Tolerada
Deletéria
Tolerada
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria

Deletéria

Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
Deletéria
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*alteracOes consideradas polimorfismos de base Unica (SNPs)
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