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RESUMO

A epilepsia é um distarbio milenar do cérebro causado por persistente predisposi¢ao a
crises epilépticas, capazes de provocar consequéncias neurobioldgicas, cognitivas e
psicossociais. Cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo tém epilepsia, entretanto,
quando tratadas adequadamente, 70% delas conseguem controlar as crises. A Medicina
da era pos-gendmica tem permitido a compreensdao de como os fatores genéticos
influenciam, determinam ou causam suscetibilidade para o surgimento das epilepsias
através de metodologias que permitem avaliacdo do inteiro genoma pelas técnicas de
sequenciamento de ultima geracdo como painéis de genes e CGH-Array. Verificar
alteracdes genéticas em individuos com diferentes formas de epilepsia através das
ferramentas de Gltima geracdo, além de verificar recorréncia destas alteracfes no ambito
familiar, discutindo os diferentes impactos causados a nivel psicologico, social e
econdmico nas familias estudadas constituiram objetivos deste estudo. Foram
determinados trés grupos de pacientes: 1° composto por pacientes com historia de
recorréncia familiar do fendtipo epiléptico; 2° pacientes com encefalopatias epilépticas;
3° por individuos com forma atipica de Epilepsia Rolandica. Resultados das anélises por
CGH-Array de 51 pacientes geraram 66 CNV’s avaliaveis: 26 >400kb; 16>100 e
<400kb; 24 entre 60 e 100Kb. Painel NGS de 16 pacientes com encefalopatias epilépticas
gerou 124 variantes génicas, sendo 25% dos individuos validados para 4 diferentes
mutacdes raras. No grupo 3 ndo foram encontrada mutagdes no Unico gene sequenciado
(GRIN2A), sendo revelado polimorfismo ndo sindbnimos em dois dos 11 individuos
avaliados. A avaliacdo familiar revelou alto indice de recorréncia familiar de epilepsia,
tendo uma das familias segregado 3 tipos de CNV’s com fenotipos clinicos associados
por 4 geragdes. Conclusdo: A evolucdo do conhecimento, tratamento e, em alguns casos,
cura da epilepsia seguiu a evolugdo do conhecimento médico, cientifico e tecnoldgico,
existindo um real beneficio para a populacdo acometida por essa enfermidade em face a
rapidez no diagnostico, o inicio da terapéutica com consequente melhora no prognadstico,
sendo a genética um aspecto importante a ser considerado. Estudar a historia familiar de
individuos com epilepsia possibilita a geracdo de indicadores que servem para tomadas

de politicas publicas em beneficio destes pacientes.

Palavras chaves: Epilepsias; Genética; Diagndstico; Avaliacdo familiar; Impactos.
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ABSTRACT

Epilepsy is an ancient brain disorder caused by persistent predisposition to seizures,
which can cause neurobiological, cognitive and psychosocial consequences. About 50
million people worldwide have epilepsy, however, when treated properly, 70% of them
are able to control seizures. The Medicine of the post-genomic era has allowed the
understanding of how genetic factors influence, determine or cause sensitivity to the
emergence of epilepsy, through methodologies that allow evaluation of the entire genome
by the latest generation sequencing techniques as gene panels and CGH -Array. To
investigate genetic changes in patients with different forms of epilepsy through the latest
generation tools, as well as check recurrence of these changes in the family, discussing
the different impacts the psychological, social and economic level in the studied families.
We determined three groups of patients: 1 consists of patients with a family history of
recurrent epileptic phenotype; 2 patients with epileptic encephalopathy; 3rd by
individuals with atypical Rolandic epilepsy. Results of CGH 51 where 52% (27)
generated 66 NVC's: 26> 400kb; 16> 100kb <400kb; 24 between 60Kb and 100Kbh. NGS
panel 16 pac. 2nd group generated 124 gene variants, 25% of subjects validated for 4
different rare mutations. In group 3 were not found mutations in one gene sequenced
(GRIN2A), being revealed polymorphism not synonymous in two of the 11 individuals
assessed. Family assessment revealed high rates of familial recurrence of epilepsy, with
one of the families segregated 3 types of CNV's associated with clinical phenotypes. The
development of epilepsy knowledge followed the evolution of medical, scientific and
technological knowledge, with a benefit for the affected population of this disease,
considering the rapid diagnosis, initiation of therapy and therefore the improvement in

prognosis, in which genetic one important aspect to be considered.

Key words: Epilepsy; CNV, gene mutations; Family evaluation; impacts
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a epilepsia é o disturbio neurologico mais
comum, afetando cerca de 50 milhGes de pessoas em todo mundo, sem distingéo de raca
ou nivel social, apesar de que nos paises e regibes subdesenvolvidas ou em
desenvolvimento haja um maior nimero de pessoas com a doenca, devido a falta de
tratamento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005). A maior incidéncia € nos
primeiros anos de vida e em idosos. Um tratamento farmacologico adequado controla o
surgimento de novas crises em 70% dos casos, enquanto aproximadamente 30%
continuam apresentando crises, ndo obstante o tratamento. Um correto diagndstico e a
classificacdo das crises epilépticas é o ponto crucial para a escolha terapéutica

apropriada, o que influencia o prognéstico do paciente (FRENCH et al., 2004).

O caréater inexplicavel e imprevisivel das manifestacGes epilépticas determinou,
durantes séculos, que o disturbio fosse tratado como manifestagdes malignas causadas
por castigo dos deuses ou por forca da natureza. Nessa época, 0s tratamentos para livrar
as pessoas dos fendmenos epilépticos seguiam a esfera divina e transcendental
(MANFREDI, 2012).A primeira vez que a epilepsia é encarada como sintoma do campo
médico foi em 410 a.C. por Hipocrates de Cds, ele questionou o carater sobrenatural da
epilepsia, sugerindo ser essa uma doenca do cérebro com possibilidade de ser herdada

como qualquer outra.

Durante a histéria da humanidade, a epilepsia é tema constante, sofrendo
interferéncia de todo os fatores: sociais, culturais, religiosos e filosoficos
(GAMBARDELLA, 2009).Na atualidade, os avan¢os vém acontecendo de acordo com a
evolucdo da ciéncia e da tecnologia. A Medicina da era pds-genémica tem permitido a
compreensdo de como os fatores genéticos influenciam, determinam ou causam
suscetibilidade em diferentes patologias. Este cenario vem mudando a perspectiva

prognoéstica de muitas patologias.

Por muito tempo a genetica vem contribuindo com estudos sobre patologias que
afetam as familias. Muitos achados de recorréncia familiar da epilepsia foram publicados
e, com bases nesses resultados, os pesquisadores usavam a matematica para avaliacdo do

risco familiar de recorréncia e incidéncia de novos casos (BIANCHI, 2002). As pesquisas
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familiares serviram de base para a comparacdo de tracos eletroencefalogréficos aparentados
nas manifestacbes epilépticas, tendo os estudos conduzidos em gémeos fornecidos
importantes contribuicdes na defini¢do das epilepsias(BIANCHI, 2002; BERG, 2010).

Recentemente, tém sido lancadas no mercado, inimeras plataformas para analises de
inteiro genoma (Whole Genome Sequencing-WGS) seja a nivel cromossdmico como as
plataformasArray-CGH, que utiliza a hibridizacdo comparativa para rastrear alteracdes de
nuimero de copias de segmentos cromossomicos(“Copy-NumberVariation”-CNVS); painéis de
genes construidos com finalidades especificas para rastrear mutaces génicas de massa de
fendtipo de interesse como os painéis NGS (Next GenerationSequencing), ou ainda
sequenciamento de massa das partes codificantes do genoma (WholeExomeSequencing-
WES).

O Presente estudo teve como objetivo rastrear alteracdes genéticas (cromossémicas e
génicas) em individuos com epilepsias atendidos em dois ambulatérios no Estado da Bahia.
As andlises de biologia molecular foram precedidas por avaliacdo familiar. Os resultados
obtidos demonstram alta recorréncia de epilepsia nas familias estudadas e corrobora

descricdes na literatura quanto a necessidade de avaliacdo familiar detalhada.

Os resultados das triagens laboratorial demonstram que os métodos atuais de investigacéo
genética oferecem vantagens adicionais para detectar alteracdes genéticas em pessoas com
epilepsia, embora muitas destas variantes ainda tenham significados incertos. A estratégia
metodoldgica aqui usada (investigacdo familiar e rastreamento genético) foi fundamental para

a geracdo destes resultados.
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2 AEPILEPSIA AO LONGO DA HISTORIA

A epilepsia é uma das condicdes neurolégicas mais frequentes, em torno de 1-2% da
populacdo e mais prevalente nos paises subdesenvolvidos. Segundo a Organizacdo Mundial
de Saude, a epilepsia afeta cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo, sem distin¢do de raca,
etnia, género ou nivel social, sendo a maior incidéncia nos primeiros anos de vida e em idosos
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).

Do ponto de vista clinico, a epilepsia € uma condicdo neuroldgica cronica caracterizada
por crises epilépticas recorrentes e espontdneas com frequéncia e duracdo variavel
(INTERNATIONAL LEAGUE AGAINST EPILEPSY-ILAE, 2010). As crises epilépticas
ocorrem por um aumento da excitabilidade de uma populacdo de neurdnios. Porém, durantes
séculos, o carater inexplicavel e imprevisivel das manifestacdes epilépticas determinou que o
disturbio fosse tratado como manifestacdes, divinas, magicas ou malignas causadas por
castigo dos deuses ou por forga da natureza, por este motivo, por muito tempo, os tratamentos
para livrar as pessoas dos fendémenos epilépticos seguiam a esfera divina, religiosa e
transcendental (SARAPPA, 2010; MANFREDI, 2012).

Em 410 a.C., Hipdcrates de Cbs descreveu pela primeira vez a epilepsia como uma
condigdo médica no seu tratado denominado “Morbus sacer”, e questionou o carater
sobrenatural atribuido as epilepsias, descrevendo-a como uma manifestagdo “morbosa,
monstruosa e admiravel” (EBERLE, 1831; SARAPPA, A, 2010; MANFREDI, 2012 ). No
tratado de Hipdcrates é possivel encontrar definicdes de tipos de crises e manifestacGes
clinicas e ainda sugere que em crianca essas manifestacdes poderiam ser precipitadas por
febre ou agente toxico. O texto propde ser a epilepsia “uma doenca como outra qualquer, com
possibilidade de ser herdada, como qualquer outra doenca do cérebro” (EBERLE, 1831,
CARRIERO, 2010; MANFREDI, 2012).

No século Il (130-200 d.C), Galeno, baseado na sua teoria humoral, descreve a epilepsia
como um dano provocado por alteracdo no encéfalo, sendo sua principal causa a obstrucao
parcial de um ventriculo cerebral. Galeno classificou as epilepsias em trés tipos: 1) idiopéaticas
manifestadas por convulsbes generalizadas; 2) parciais derivadas de lesdes cerebrais; e 3)
simpaticas, provocadas por doencas de outros 6rgdos e posteriormente transmitidas para o
ceérebro. Entre erros e acertos, as descricdes médicas de Galeno influenciaram a medicina por

cerca 1.500 anos e, ainda hoje, podem ser observados termos classificatérios da epilepsia
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propostos por ele (ILAE, 2003). Entretanto, a epilepsia s6 vem a ser completamente
entendida no século XI1X. Neste seculo, o neurologista John Hughlings Jackson (1861),
demonstrou que as crises epilépticas resultavam de descargas elétricas recorrentes
originadas de alguns circuitos nervosos, e assim abre-se um novo e definitivo capitulo
sobre esta secular manifestacdo morbosa que, durante a histéria da humanidade, foi tema
constante, sofrendo interferéncia de todo os fatores: sociais, culturais, artisticos,
religiosos e filoséficos (GAMBARDELLA, 2009, SARAPPA, A , 2010; MANFREDI,
2012 ). Os estudos de Jackson sobre a epilepsia propuseram um novo modelo
organizacional, hierarquico e de localizacdo das funcgdes cerebrais e, algumas das suas
descobertas, teorias e termos foram utilizados por clinicos para o diagnostico e
classificacdo das epilepsias. Diversas tentativas foram feitas para classificar as crises
epilépticas até que a Liga Internacional contra Epilepsia em 1969 desenvolveu uma

classificagdo, posteriormente revisada em 1981(ILAE, 1981).

No meio cientifico, os avancos vém acontecendo de acordo com a evolugdo da
ciéncia e da tecnologia, especialmente na genética. A medicina da era p6s-genémica tem
permitido a compreensdo de como os fatores genéticos influenciam, determinam ou
causam suscetibilidade em diferentes patologias, em especial nas epilepsias. Este cenario
vem mudando a perspectiva prognostica de muitas doencas, aumentado assim 0s niveis
de conhecimento sobre as suas fisiopatologias. Para muitas morbidades, antes ditas
crbnicas e incuraveis, abrem-se possibilidades terapéuticas por meio da gendmica com
isto, alguns tipos de epilepsia vém se beneficiando (ANDREOZZI et al., 2011,
JOHNSON et al., 2011). Principalmente, nas ultimas duas décadas, a chamada revolucéo
molecular na medicina vem exercendo um importante impacto também no diagndstico e
no tratamento das epilepsias, com as pesquisas genéticas nas diferentes formas de
epilepsias no momento, uma fronteira de estudo altamente sugestiva e promissora
(GOBBI, et al., 2014).
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3 CONCEITOS, DEFINICOES E CLASSIFICACAO DAS EPILEPSIAS

A epilepsia é definida atualmente como uma condicao cronica em que o individuo apresenta
pelo menos uma crise epiléptica decorrente de uma disfuncdo cerebral duradoura, a qual
aumenta a probabilidade da recorréncia de novas crises, associado a alteracGes
neurobioldgicas, cognitivas e sociais (BLUME et al., 2001; BERG et al, 2010; FISHER et al.,
2014), assim € necessario a presenca de pelo menos uma crise epiléptica (manifestacéo
clinica) para o diagnostico de epilepsia (doenca crénica), desde que outros fatores indiquem a
possibilidade de recorréncia, como as alteracdes eletroencefalograficas (BLUME et al., 2001;
FISHER et al., 2005; BERG et al, 2010). A classificacdo do grau de comprometimento
psicossocial das pessoas com epilepsia foi proposta na revisdo 2001pelo entdo presidente do
comité executivo da Liga Internacional contra Epilepsia, Jerome Engel e esta baseada na
proposta da Organizacdo Mundial de Saide (INTERNATIONAL CLASSIFICATION OF
FUNCTIONING AND DISABILITY, WHO, 1999; ENGEL J JR, 2001)

As crises epilépticas sdo resultantes da hiperssincronizacdo da atividade neuronal e ocorrem
de forma subita e transitoria, com padrdo estereotipado com sinais e sintomas especificos,
decorrentes da ativacdo de uma area mais localizada (crises focais), ou da ativacdo de redes
neurais distribuidas bilateralmente (crises generalizadas) (BLUME et al., 2001; FISHER et
al., 2005; CAPOVILLA, 2009).

As crises epilépticas de acordo com a classificacdo de 1981 da ILAE foram divididas em
crises parciais, crises generalizadas ou crises inclassificadas, utilizando os critérios clinicos e
eletroencefalograficos (COMMISSION ON CLASSIFICATION AND TERMINOLOGY OF
THE ILAE, 1981). Posteriormente foi publicada a proposta de Classificacdo das Sindromes
Epilépticas da ILAE em 1985, revisada em 1989, na qual dividia as epilepsias em 3 grandes
grupos de acordo com a localizagcdo (focal, generalizada ou inclassificada) e a etiologia
(idiopéticas, criptogénicas e sintomaticas) (COMMISSION ON CLASSIFICATION AND
TERMINOLOGY OF THE ILAE, 1989) . Embora novas propostas venham sendo feitas
(2001, 2010) (ENGEL J JR, 2001; BERG et al, 2010), as classificacbes de crises de
1981(quadro 3.1) e das de sindromes de 1989 (quadro 3.2) ainda sdo as vigentes, apesar de
haver um consenso de que ndo sdo suficientes para enquadrar grande nimero de pacientes,
nem determinar a frequéncia dos diferentes tipos de sindromes epilépticas (NIETO -

BARRERA, 2002). Entretanto, estas classificacbes sdo mais faceis de serem utilizadas na
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pratica clinica, especialmente para os médicos que ndo dispdem dos exames complementares,

bem como para o nédo especialista em epilepsia (EVERITT at al., 1999).

Vaérias propostas de classificaches para as crises e as epilepsias foram motivadas com 0s

novos conhecimentos advindos do reconhecimento de novos padrdes de crises (tabela 3.1),

através dos estudos de video-EEG, e com a descoberta de novas etiologias, com 0s avangos

tecnoldgicos na area da neuroimagem e da genética (SALEK-HADDADI et al., 2009;
CAPOVILLA, 2009 CHINCHURE et al., 2010, OTTMAN et al, 2010, SINIATCHKIN et

al., 2011)
i CLASSIFICACAO DA CRISES EPILEPTICAS
Crises Epilépticas
|
Parciais ou Focais Generalizadas Inclassificaveis
Simples Complexas
Auséncias | Miocloénicas Tonicas Clonicas Ténico-Clonicas  Atdnicas
ILAE (International League Against Epilepsy’), 1981

Quadro 3.1 Classificacdo das crises epilépticas, segunda a Liga Internacional Contra a

Epilepsia em 1981.

Pagina 18




Epilepsias e sindromes de | Epilepsias e sindromes | Epilepsias e sindromes
acordo com a localizagdo, | generalizadas indeterminadas se focais ou
parciais ou focais. generalizadas
« Idiopaticas e Idiopaticas e Com sinais e sintomas de
. " . A . " crises generalizadas e focais
« sintomaticas e criptogénicas ou sintomaticas
: .. . e e Sem sinais inequivocos de
o criptogénicas e sintomaticas:

crises generalizadas ou focais
etiologias ndo especificas
etiologias especificas

Grupo 4: Sindromes especiais
crises relacionadas a situagdes

Quadro 3.2- Classificacdo Internacional das Epilepsias e Sindromes Epilépticas de 1989

Tabela 3.1- Classificacdo das crises epilépticas

CRISES GENERALIZADAS
Tonico—clbnicas

Auséncia

Tipicas

Atipicas

Auséncias com caracteristicas peculiares
Auséncia Mioclénicas

Mioclonicas palpebrais

Mioconicas

Mioclonicas atonicas

Mioclonicas ténicas

Clénicas

Tonicas

Atbnicas

CRISES PARCIAIS/FOCAIS
*Semiologia variavel de acordo com a area encefalica envolvida
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Sensitivas

Motoras

Sensitiva-motoras

Com automatismos motores
Com mioclonias focais negativas
Gelasticas

Hemiclonicas

NAO DISTINGUIVEL ENTRE GENERALIZADA OU PARCIAL

Espasmos epilépticos

BERG et al, 2010 (adaptado)

A proposta de classificagdo de 2001 trouxe novos conceitos e modificagoes,
principalmente no reconhecimento e a inclusdo de novas sindromes epilépticas, como a
sindrome de Ohtahara, a sindrome de Dravet e a epilepsia generalizada idiopaticas com
fenotipos variados (proposta de 2001) (OHTAHARA e YAMATOGI, 2006; PAVONE et al.,
OTTMAN et al, 2010, GUERRINI e FALCHI, 2011, MASTRANGELO e LEUZZI, 2012,
FISHER et al., 2014 ), assim como propds que as sindromes epilépticas fossem categorizadas
de acordo com a faixa etéria, também mantida na proposta de 2010 (ENGEL J JR, 2001;
BERG et al, 2010), tabela 3.2. Uma sindrome epiléptica é reconhecida quando é possivel
identificar uma entidade clinica especifica dentro do grande grupo das epilepsias, através de
suas caracteristicas clinicas (tipos de crises, idade de inicio, evolucdo, manifestaces
neuroldgicas e psicoldgicas), padrdo eletroencefalografico, exames de neuroimagem,
mecanismos fisiopatoldgicos e bases genéticas (OTTMAN et al, 2010, MASTRANGELO e
LEUZZI, 2012, DHINDSA, 2015).

O conceito de encefalopatia epiléptica, proposto na classificacdo de 2001, agrupa um
conjunto de sindromes epilépticas caracterizadas pela presenca de crises tdo frequentes e/ou
pela presenca de descargas epileptiformes intensa que levam ao comprometimento cognitivo
global ou restrito, como na sindrome de Landau Kleffner (BLUME et al., 2001, OTTMAN et
al, 2010, BERG et al, 2010, BEAL et al., 2012)

A Comissdo da ILAE responsavel pela classificacdo e terminologia das crises e
sindromes epilépticas publicou uma nova revisdo em 2010. Outros conceitos foram propostos,

principalmente relacionados a etiologia das epilepsias. As epilepsias antes classificadas como
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idiopética, criptogénica e sintomaticas foram denominadas como de origem genética,
estrutural ou metabolica (sintomatica) e de causas desconhecidas (BERG et al, 2010) (Tabela
3.2).

No que diz respeito a origem das epilepsias, 0s avangos obtidos nos ultimos anos sdo
significativos, muitos relacionados as novas descobertas genéticas e aos avangos tecnoldgicos
das ferramentas de investigacdo e de diagndstico, principalmente com 0s novos exames
neuroimagem (ENGEL, 2001, BERG, 2010, OTTMAN et al, 2010, MASTRANGELO e
LEUZZI, 2012, DHINDSA, 2015).

Algumas epilepsias sdo causadas por alteracdes no material genético (génicas,
cromossOmicas ou gendmicas). Nas alteracbes cromossdémicas que causam epilepsia,
geralmente o cromossomo envolvido carreia genes importantes para o desenvolvimento
cerebral e/ou para manutencdo da sua funcionalidade, podendo ser causa de lesGes
permanentes no cérebro (SCHINZEL; NIEDRIST, 2001). MutacGes em genes que tém
importancia para o funcionamento das células neurais podem desencadear crises epilépticas
de diversas maneiras. Atencdo especial vem sendo dada as mutaces génicas que interferem
na entrada e saida de ions nas células neurais. Os achados nesta area possibilitaram o
enquadramento de um grupo de manifestacGes epilépticas, denominadas canalopatias, com
alusdo aos canais ibnicos, responsaveis, principalmente, pela entrada e saida de sddio e
potassio (GAMBARDELLA, 2009). Além disso, a compreensdo das alteracdes a nivel do
genoma (apropriadamente chamadas de distdrbios genémicos) vém incrementando, com

grande velocidade, as pesquisas e diagnosticos genéticos das epilepsias (WANG et al, 2015).

A luz das novas aquisicbes no campo da genética vem sendo demonstrado que
sindromes epilépticas podem ter em comum um Unico substrato genético. Assim, vem sendo
proposto um novo conceito em substituicdo a dicotomia entre epilepsia focal e epilepsia
generalizada. Tem sido discutida a ideia de “Epilepsias dos sistemas”, segundo o qual uma
crise epiléptica poderia ser desencadeada por uma sensibilidade especifica de um dado
sistema neuronal. Este conceito poderia explicar a ativacdo de diferentes subsistemas
envolvidos com a manutengdo de consciéncia, como ocorre nas crises de auséncia nas
epilepsias generalizadas ou sistemas neuronais mais localizados observados nas epilepsias
focais idade-dependente, como ocorre na epilepsia rolandica. Algumas das epilepsias
propostas como paradigma de “Epilepsia dos Sitemas” foram identificadas como sendo

geneticamente determinado, o que faz pensar que mecanismo genético poderia estar
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envolvidos na expressdo de determinados sistemas epileptogénicos e obviamente, associados
a outras varidveis bioldgicas e ambientais (AVANZINI et al., 2012; CAPOVILLA et al.,
2013)

Tabela 3.2- Sindromes epilépticas

INICIO EM EPOCA NEONATAL

o

e}

o

Crises familiares neonatais benignas (BFNS)
Encefalopatia mioclonica precoce (EME)

Encefalopatia epiléptica de inicio infantil precoce (Sindrome de Ohtahara)

INICIO EM IDADE INFANTIL

e}

e}

o

Crises familiares neonatais infantis benignas (BFNIS)

Crises familiares infantis benignas (BFIS)

Epilepsia generalizada com convulsdes febris plus (GEFS+)

Epilepsia mioclénica benigna da infancia (BMEI)

Espasmos infantis (Sindrome de West)

Epilepsias com crises focais migrantes

Epilepsia mioclénicas severa da infancia (SMEI ou sindrome de Dravet)
Epilepsia com crises miocl6nicas-astaticas (EMAS ou sindrome de Doose)
Epilepsias mioclénicas progressivas (PME)

Convuls6es febris plus (FS+)

INICIO EM IDADE ESCOLAR

e}

o

o

Epilepsia auséncia da crianca (CAE)

Epilepsia com auséncia miocl6nica (EMA)

Epilepsia auséncia com mioclonia palpebrais (sindrome de Jeavons)

Epilepsia benigna com ponta onda centro-temporais (BECTS ou epilepsia rolandica)
Epilepsia com paraxismos occiptais de inicio precoce (sindrome de Panayiotopoulos)
Epilepsia com paroxismos occiptal de inicio tardio (forma de Gastaut)

Epilepsia autossémica-dominante noturna do lobo frontal (ADNFLE)

Sindrome de Lennox-Gastaut (LGS)

Sindrome de Landau-Kleffner (LKS)

Epilepsia com ponta-onda continua no sono ou status epiléticos elétrico em sono (CSWS, ESES)

INICIO NA ADOLESCENCIA A IDADE ADULTA
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o Epilepsias com crises tonico-clénicas generalizadas ao despertar

o Epilepsia miocldnica juvenil (JME ou Sindrome de Janz)

o Epilepsia auséncia Juvenil (JAE)

o Epilepsia autossdbmica dominante com caracteristicas auditivas (ADEAF)

o Outras epilepsias familiares do lobo temporal

INDEPENDENTE DA IDADE

o Epilepsia familiar focal e focos variaveis

o Epilepsias reflexas

CAUSADAS POR LESOES ESPECIFICAS OU OUTRAS CAUSAS

o Epilepsia do lobo temporal mesial com esclerose hipocampal
o Sindrome de Rasmussen
o Crises gelasticas com hamartoma hipotalamico

o Sindrome hemiconvulsdo-hemiplegia-epilepsia

ESTRUTURAIS/METABOLICAS

o Malformagdes do desenvolvimento cortical (hemimegalencefalia, heterotopia...)
o Sindromes neuro-cutaneas (escleroses tuberosas, Sturge-Weber...)

o Tumores

o Infecges

o Traumas

o Angiomas

o Insultos perinatais

o Isquemia
EPILEPSIAS DE CAUSAS DESCONHECIDAS

CONDICOES COM CRISES EPILEPTICAS TRADICIONALMENTE NAO DIAGNOSTICADAS COMO
FORMA DE EPILEPSIA PROPRIAMENTE DITA

o Crises neonatais benignas (BNS)

o Convulsdes febris (FS)

Berg et al., 2010 (adaptado)
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4 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagnostico da epilepsia € eminentemente clinico. Os exames complementares sdo
necessarios para caracterizacdo do tipo de crise, sindrome epiléptica e sua etiologia. O
conhecimento da histdria clinica do paciente, incluindo o histdrico familiar sobre a ocorréncia
de epilepsia, condicdes médicas associadas, uso de medicamentos ou outras substancias,
habitos de vida, entre outros elementos, sdo fatores importantes para um correto
enquadramento diagnostico (TRICHARD et al., 2012, FISHER et al, 2014).

O eletroencefalograma (EEG), criado em 1929, foi o primeiro instrumento de auxilio
diagnostico nas epilepsias e até hoje é fundamental na caracterizacdo do tipo de crise e
sindrome epiléptica, embora um resultado normal ndo exclua o diagnostico de epilepsia. O
EEG é o exame mais utilizado para detectar a atividade elétrica cerebral. A correlacdo
eltroclinica é fundamental para definir o tipo de crise, parcial ou generalizada. Outros achados
clinicos e exame de imagens e/ou laboratorial auxiliam na classificacdo do tipo de crise e de
sindrome epiléptica e na exclusdo de outros diagnosticos (BENBADIS; TATUM, 2003).

O diagndstico do(s) tipo(s) de crise(s) é importante para a escolha do tratamento e o
diagnostico da sindrome epiléptica é necessario para se determinar o prognostico da epilepsia
(FISHER et al, 2014, DHINDSA et al, 2015). Alem do mais, algumas drogas antiepilépticas
podem ser selecionadas ou excluidas em algumas sindromes, como por exemplo, as drogas
gue agem nos canais de sodio (carbamazepina, oxcabazepina) ndo devem ser prescritas na
Sindrome de Dravet ou como outro exemplo a Vigabatrina, a droga de escola na Sindrome de
West secundéria a Esclerose Tuberosa (GLAUSER T et al 2006, FAULKNER; SINGH,
2013)

O objetivo do tratamento é o controle das crises epilépticas. Em torno de 50% dos
pacientes tem remissdo das crises com o uso da primeira droga antiepiléptica e em baixas
doses (RASPALL-CHAURE 2008). Entretanto, 20 a 30% dos pacientes ndo sao beneficiados
pelo tratamento farmacolégico e sdo considerados farmacoresistentes. Algumas sindromes
epilépticas, como a maioria das encefalopatias epilépticas, sdo farmacoresistentes ou epilepsia
refrataria (SANDIPAN; ALEXOPOULOS, 2010, TRICHARD et al., 2012).

Define-se como epilepsia farmacoresistente quando existe auséncia de controle das crises
com 2 esquemas terapéuticos (monoterapia ou em associacdo), com drogas indicadas

especificamente para o tipo de crise ou epilepsia em doses adequadas. (FRENCH J at al 2010,
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ALEXOPOULQOS, 2010, GALANOPOULOU et al., 2012). Considera-se poucas as
possibilidades de controle das crises nos casos em que existe a falha em dois esquemas
terapéuticas e embora tenha surgido um numero expressivo de novas drogas nas Ultimas duas
décadas ndo houve uma mudanca neste cenario (LOSCHER W, SCHMIDT D, 2011;
GALANOPQULOU et al., 2012, DHINDSA, 2015)

Além das drogas antiepilépticas, alguns tratamentos ndo farmacoldgicos séo sutilizados
em pacientes refratarios. Um exemplo € a dieta cetogénica, a estimulacdo do nervo vago e o
tratamento cirargico (PAYNE et al., 2011, KOSSOFF et al., 2015)

Os estudos experimentais destinados a transferéncia de genes ativos que sintetizam
proteinas especificas, capazes de sustentar compostos terapéuticos ativos de maneira
localizada no sistema nervoso central, vém sugerindo que a terapia génica é adequada nédo so
para o controle das crises epilépticas, bem como para a cura, por tratar a doenca subjacente.
Estudos conduzidos em protdtipo de formas graves de epilepsia miocldnica progressiva,
desencadeada por uma mutacao génica que impede a sintese de cistatina B, demonstrou que a
substituicdo do gene mutado por um gene ativo pode ser uma abordagem real para curar a
doenca (BOISON, 2007, GUERRINI e FALCHI, 2011). Outros inumeros estudos
experimentais de terapia génica em roedores para cura da epilepsia estdo sendo testados em
todo mundo, a expectativa € que em breve tempo os protocolos experimentais em humanos
possam representar uma efetiva resposta (GUERRINI e FALCHI, 2011, JIAO et al, 2013,
CHUG et al, 2015).
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O Patrimdnio Genético
E O Fendtipo Alterado
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5 ASPECTO GERAL DO GENOMA HUMANO

O conjunto das funcdes bioldgicas dos produtos de milhares de genes e a interacdo destes
com o meio ambiente contribuem para o desenvolvimento harmdnico do ser humano na
manutencdo equilibrada da espécie (PENCHASZADEH, 1996). O patrimonio genético
(genoma) do ser humano é constituido por acido desoxirribonucleico (DNA), organizado em
unidades codificantes (gene) e regides, geralmente ndo codificantes (introns), ordenados em
estruturas complexas (cromossomos), com forma e numero caracteristicos (BRICARELLI et
al., 2006 ). No ser humano, 0 genoma esta organizado em 46 cromossomos (22 cépias de
autossomos e dois cromossomos sexuais, definidos XY nos homens e XX nas mulheres),
presentes no ndcleo de todas as células do organismo (CAREY e BAMSHAD, 2004,
NUSSBAUM et al, 2008; TURNPENNY e ELLARD, 2009)

Este conjunto cromossomo pode ser distinguivel em dois grupos ou linhagens: a
linhagem somética, que compde a maioria das células de diversos tecidos, e a linhagem
germinativa, que corresponde as células das gbnadas, finalizada especificamente para
reproducdo, transmitindo o patriménio hereditario de uma geracdo para outra. As células da
linhagem somatica possuem duas cépias idénticas do genoma (2n), enquanto que as
germinativas possuem somente uma copia (n) (BRICARELLI et al., 1989, CAREY e
BAMSHAD, 2004, TURNPENNY e ELLARD, 2009).

Os genes ocupam posic¢des fixas nNos cromossomos, essas posi¢des ndo variam de uma
célula para outra ou de um individuo para outro, elas sao uma caracteristica comum a todos 0s
individuos de uma espécie. A posicdo que um gene ocupa no cromossomo € denominada
locus, e 0s cromossomos que possuem a mesma sequéncia de locus, sdo denominados de
homdlogos. Habitualmente, cada individuo herda um conjunto cromossémico por parte do
pai, outro por parte da mée. Dessa forma, cada célula somatica tera um conjunto de 22 pares
de cromossomos -materno e paterno- dispostos em homologia, com o0 mesmo conjunto de
locus génicos representados duas vezes. Esta homologia entre 0s cromossomos é importante
para 0 pareamento que ocorrerd no processo de divisdo celular das celulas germinativas
(meiose 1), assim como no processo de recombinacdo genética. Se para um determinado
locus, a sequéncia de nucleotideos que formam o0s genes presentes no cromossomo materno
for igual a que ocorre no cromossomo paterno, o individuo sera chamado de homozigoto. Se

as informagGes contidas nos cromossomos materno e paterno forem diferentes, o individuo

Pagina 27



sera heterozigoto. As diferentes sequéncias de nucleotideos que podem ser encontradas no
mesmo locus sdo chamadas de formas alélicas (CAVANI et al., 2002; CAREY e BAMSHAD,
2004).

As formas alélicas surgem através do processo de mutacdo. Em sentido amplo, uma
mutacdo é toda e qualquer alteragdo do material genético transmitida para a descendéncia.
Essa defini¢do inclui as mutacfes nas células germinativas e nas células sométicas e, em
relacdo ao tamanho, pode se referir tanto as grandes alteragdes (mutacdo cromossémicas)
quanto as alteracbes em um ndmero menor de pares de bases (mutagdes génicas).
Frequentemente, as mutacOes sao fontes de doencas genéticas (CARAKUSHANSKY, 2001;
CAREY e BAMSHAD, 2004; PISTOLI, 2008).

5.1 ALTERACOES ESTRUTURAIS DO GENOMA

No inicio dos anos 90 tornou-se evidente que rearranjos gendmicos causavam
efeito na dosagem de um gene e que este era responsdvel pelos tracos
neurodegenerativos de uma neuropatia autossdbmica dominante conhecida como
Charcot-Marie-Tooth tipo 1A (CMT1A), manifestada em adultos (LUPSKI et al., 1991,
1992). Ateé aquele momento, o modelo classico conhecido para desequilibrio na
dosagem de um gene era por meio de alteraces na sequéncia nucleotidica do DNA
(RAEYMAEKERS et al., 1991, LUPSKI et al., 1992). Outro conhecimento baseado nas
evidéncias era que a maioria das sindromes cromossdmicas conhecidas derivavam de
alteracdes estruturais que envolvem segmentos relativamente grandes (>10 Mb), as
quais, poderiam ser visualizadas por técnica de citogenética tradicional (CAREY e
BAMSHAD, 2004). Porém, em 2001, um estudo do inteiro genoma, para avaliar causas
de dismorfismos em pacientes com retardo mental e outros déficits intelectuais e/ou
cognitivos, cujos resultados citogenéticos foram inalterados, revelaram diversos
rearranjos gendmicos com consequentes alteracbes fenotipicas (JOLY et al., 2001).
Estes rearranjos, de fato, representam alteracbes cromossémicas segmentares,
submicroscépicas, semelhantes as encontradas no gene que causava a neuropatia
periférica herdada em adultos, discutidas por Lupski e colaboradores, estas alteraces
séo conhecidas como Variagdes no Numero de Copias (CNV) (JENNIFER e LUPSKI,
2006).
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Por ser resultado de uma ou mais rupturas do DNA, seguidas por restauragdo incorreta
da continuidade dos fragmentos nucleotidicos envolvidos, as altera¢fes estruturais do genoma
podem derivar, seja de um defeito do sistema de recombinacao, seja dos erros no processo de
reparacdao. Os principais mecanismos propostos para explicar os rearranjos estruturais sdo:
Recombinagdo Homologa ndo Alélica (“NAHR- Non Allelic Homologous Recombination™);
Unido Nao-Homologa das Extremidades (NHEJ -“Non Homologous Joining”); Modelo de
Troca de Forquilha de Replicacdo (FoSTeS - “Fork Stalling and Template Switching”) (GU et
al., 2008; STANKIEWICZ e LUPSKI, 2010; BAILLIE, 2011; DWEPP et al., 2013).

5.1.1 Recombinacdo homologa néo alélica (NAHR)

Uma propriedade fundamental do DNA € a sua capacidade de sofrer rearranjos que
podem ocasionar desde novas combinagdes entre 0s genes presentes em qualquer genoma
individual, até alteracOes quantitativas e qualitativas na expressdo destes genes. Esses
rearranjos sdo realizados pela recombinacdo genética e envolvem alinhamento de sequéncias
similares, com formacdo de zona de cruzamento (Juncdo de Holliday); quebra e reparo do
DNA, a fim de proporcionar uma troca de material entre as cadeias desta molécula. Este € um
processo natural que ocorre nos organismos e é denominado de recombina¢do homdloga (RH)
(ZICKLER e KLECKNER, 2015).

A recombinacdo homéloga nédo alélica (NAHR) é uma forma de recombinacdo homologa que
acontece entre duas sequéncias de DNA com alta afinidade, mas que ndo sdo alélicas
(CAREY e BAMSHAD, 2004).

Defeitos no processo de recombinacdo constituem um dos principais mecanismos
responsaveis por alteracdes estruturais dos cromossomos. Na Ultima década, tem sido
comprovado gue muitos dos rearranjos encontrados no genoma humano derivam de evento de
recombinacdo homologa ndo alélica entre blocos de sequencias repetidas, com dimensdes
entre 10-300 quilobases (Kb) e com elevada homologia entre elas (> 95% - 97%). Estes
blocos de repetigdes sdo conhecidos como repeticdes de poucas copias (“Low-CopyRepeats’-
LCRs) ou duplicacdo segmentar (STANKIEWICZ e LUPSKI, 2002; SHAW, LUPSKI, 2004;
BAILEY e EICHLER, 2006). Para que NAHR aconteca é necessaria a presenca de
segmentos de DNA de tamanho minimo de 300-500pb, com uma identidade de sequéncia ndo
inferior a 90%. Esta condicdo € chamada de seguimento minimo de identidade de sequencia
(MEPS do inglés, “Minimal Efficient Processing Segment”). O emparelnamento pode
acontecer entre LCRs em cromossomos homadlogos (intercromossémicos), em cromatides

irmés (inter-cromatides) ou no interior de uma Uunica crométide (intra-cromatides)
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(STANKIEWICZ e LUPSKI, 2002). Com base no mecanismo de emparelhamento, a
orientagdo e a complexidade das LCRs, a NAHR pode resultar em delecdo, duplicagéo,
inversdo ou outros rearranjos mais complexos, podendo também, envolver cromossomos ndo
homologos (Figuras 5.1 e 5.2).

Rearranjos:
Intercromossomicos Inter-cromatides Intra-cromatides |
aj a a
—
a a
A /c A c) A b A b " o
> 4B 8 y“% d c
8 C c 8
D D D c
Del o Del
D
.t Dup
\ _—

Adaptado de:GU et al, 2008. Esquema em preto representa 0s cromossomos; setas amarelas
representam LCRs; Letras(A e a) apontam para as sequencia Unicas flanqueadas; os resultados
das NAHR entre LCRs, sejam intercromossémicas ou inter croméatides aparecem em forma de
Del (delecao) e Dup (duplicagdo) reciproca. Em intra-croméatides NAHR s6 cria dele¢&o.

Figura 5.1-Possiveis rearranjos gendmicos, resultantes de recombinagdes através da
formacéo de LCRs.

A LCRs Direta

l:*x(*—ﬂ — ) —
Duplicacio Delecio
A) duplicagdes e delecdes sdo geradas quando
B e ——ws  LCRs Invertida NAHR ¢é mediada por LCR diretamente
l orientadas;(B) As inversbes sdo geradas quando
NAHR for mediada por LCRs inversamente
E orientadas; (C) Diferentes rearranjos complexos
sdo gerados com base na combinagéo de LCR que
l participam ao evento de NAHR. As faixas
= —f— - — coloridas representam LCR; “X”= recombinagdes;
Inversio Flechas grandes cinzas representam Unica direcdo
de DNA. Um exemplo de CNV de segmento Unico
C LCRs Complexas (gene) é mostrado nos produtos de (A) (Lee e

\ Lupski, 2006).

Figura 5.2- Representacdo esquematica de rearranjos cromossdmicos mediados pelo
direcionamento das LCRs em recombinacdo homologa néo alélica (NAHR).
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5.1.2 Unido terminal ndo homologa (NHEJ)

O DNA é constantemente exposto a diferentes tipos de fatores que causam danos e
estes podem ter origem tanto exdgena quanto endogena (DE SILVA et, al., 2000). A unido
terminal ndo homdloga é um processo que repara as quebras da cadeia dupla do DNA. Neste
tipo de reparo, a unido das extremidades quebradas é feita diretamente sem necessitar de
homologia das sequencias (MOORE e HABER, 1996).

Entre as diferentes lesdes no DNA, a quebra da dupla hélice (DSB, do inglés, “Double
Strand Break”) € considerada a lesdo mais grave para a instabilidade genomica. As DSB’s
podem ocorrer ap0s exposicao a radiacao ionizante e também ser causadas por radicais livres
produzidos pelo metabolismo celular (AMENDOLA, et, al., 2005). Em eucariontes, durante a
meiose, acontece DSB’s, intencionalmente, por indu¢do enzimatica, a fim de promover a
recombinacéo para criacdo de fontes de diversidades (KLUG et al., 2007; MANSOUR et, al.,
2008). Algumas DSB’s ja foram reconhecidas apds processos de reparacdo de danos de bases
durante a recombinagdo meiotica e nos rearranjos dos genes da imunoglobulina (GELLERT et
al., 2002).

Se ndo forem reparadas ou se forem reparadas de maneira inadequada, as DSB’s
causam multiplas alteracdes genéticas como delecOes, translocacbes e até mesmo perda de
inteiro cromossomo (BETERMIER et, al., 2014; DUEVA e LLIAKIS, 2013; KHANNA e
JACKSON, 2001; JACKSON e BARTEK, 2009). Figura 5.3

E possivel encontrar na literatura atual comprovacéo de que as cicatrizes informativas
deixadas por NEHJ, com a perda ou adi¢do de nucleotideos no ponto de jungdo, assim como
0s pontos de quebras de rearranjos frequentemente, fazem parte de elementos repetitivos no
genoma tais como: as grandes sequéncias terminais repetitivas (LTR- “Long Terminal
Repeat”); os Elementos Intercalares Longos (LINEs- “Long Intersperc edelements”) e: os
Elementos Intercalares Curtos (SINE- “Short Interspersed Elements”), especialmente as
sequéncias Alu, principal representante dos elementos transponiveis do genoma de primatas.

Todos estes elementos estdo associados com desenvolvimento de doengas (GU, et al., 2008).
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Adaptado de: LIEBER, 2010; RAM-SHANKAR e CHINNAIYAN, 2010. No processo NHEJ, a extremidade
quebrada sdo reconhecidas pelo heterodinamoKu70-Ku80 que impede a degradacdo. O complexo enzimético
atrai e ativa a subunidade catalitica de proteina quinase dependente de DNA (DNA-PKcs); o conjunto é
levadopara a extremidade do DNA quebrado para processamento final, 0 que envolve as nucleases e
polimerases. O complexo DNA ligase IV/XRCC4, na presenca de XLF, catalisa a jungdo do DNA processado.
Em (A) detalhes pormenorizados, em (B) desenho esquematico.

Figura 5.3-Passos geral do reparo do DNA por Jungdo ndo homoéloga das extremidades.

5.1.3 Modelo de troca de forquilha de replicacdo (FOSTeS)

Resultados das pesquisas genémicas, na primeira década do ano 2000, revelaram a
ocorréncia de rearranjos gnémicos complexos associados a doengas que ndo poderiam ser
explicadas pelos mecanismos de NAHR ou NHEJ (LEE, et al.,2006; BRANZEI e FOIANI,
2007). Em 2006, a pesquisadora Lee e seus colaboradores, através de técnica de citogenética
molecular analisaram 17 pacientes com apresentacdo fenotipica de uma forma
hipomielinizante de leucodistrofia conhecida como doenga de Pelizaeus-Merzbacher (PMD)
(LEE et al., 2006). A maioria dos pacientes (60-70%) com este doenca apresenta uma
duplicacdo ndo recorrente do gene codificante da proteina proteolipidica sensivel & dosagem
(PLP1) (SISTERMANS et al., 1998; INOUE et al., 1999).

Os pesquisadores descobriram que, ao contrario dos resultados moleculares
apresentados pelos recém-descobertos distrbios gendmicos, os pontos de quebras das

duplicacdes de PLP1 ndo se agrupavam, produzindo segmentos gendmicos duplicados de
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diferentes tamanhos; estes eram interrompidos por segmentos triplicados, deletados ou
intactos com microhomologias nas jungdes. Os achados eram consistentes com 0 mecanismo
de deslizamento serial da cadeia crescente da forquilha de replicacdo (LEE et al, 2007). Com
base nestes achados, os pesquisadores sugeriram haver um mecanismo molecular distinto para
0 evento de duplicagdo em PLP1. Chegaram a conclusdo que os rearranjos gendmicos em
pacientes com PMD, provavelmente, ocorreria durante a fase de replicagdo e levantaram a
hipétese que o mecanismo acontecia por falha mecanica no deslizamento da forquilha de
replicacdo, em presenca de uma injdria na molécula do DNA. Propuseram, entdo, 0 modelo de
troca de forquilha de replicagdo (FoSTeS) para justificar os achados (LEE et al., 2007).
(Figura5.4).

1 s

[Modelo de comutacho em cadeias Modelo de comutacso eatre  |porcoun o Tl (b)ﬁ
nascentes forquilbas

N N .

Adaptado de: BRANZEI e FOIANI, 2007; LEE et al., 2007. Em 2, Alinhamento do evento FoSTeS a partir da
arquitetura complexa (flanqueadas por LCR) como as que encontradas nos pacientes com PMD: (a) uma forquilha
de replicagdo (linha continua azul e vermelha) com um filamento retardado (linha pontilhada vermelha) invade
uma segunda forquilha (linha continua roxa e verde), seguida pela sintese de DNA (linha verde pontilhada em (b);
dando continuidade ao processo a forquilha original em (c) (linha continua azul e vermelho), com o seu filamento
retardado (linha vermelha pontilhada) a qual, invade uma terceira forquilha (linha continua cinza e preto). As
linhas pontilhadas representam a sintese do DNA. A forquilha de replicacdo de série e a invasdo do filamento
retardado pode ser repetido diversas vezes antes de retomar definitivamente, o modelo original da replicacéo visto

Figura 5.4- Forquilha de replicacdo e rearranjos cromossdmicos por modelos de comutacéo.

Achados atuais demonstram que o modelo FoSTeS estd associado a rearranjos
gendmicos nédo recorrentes que sdo a base de diversos tipos de doengcas (COCQUEMPOT et
al., 2009; LIU et al., 2015; ABYZOV et al., 2015; AMBROZIAK et, al.,2015), como por
exemplo, na duplicacéo e triplicacdo do gene MECP2, causadora da sindrome de Rett e outros
disturbios neurodegenerativos (DEL GAUDIO et al., 2006; MEINS et al., 2005; VAN ESCH
et al., 2005).
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5.1.3.1 Variagoes do Numero de Copias (CNV’s) e os Disturbios Genomicos

As variagdes no numero de copias (CNV’s) sdo representadas por sequéncia do DNA
encontrada no genoma, diferente da sequencia original, resultante de delecdes ou duplicacGes
de uma regido cromossdmica especifica, podendo variar de 1 Kb a diversas Mb de dimenséo e
envolver um o mais genes (RENDON et al, 2006). Presencas de CNV’s com uma frequéncia
maior que 1%, sdo caracterizadas como Polimorfismos no Numero de Cépias (CNPs- “Copy
Number Polymorphism”) (GU et al., 2008).

Resultados de pesquisas tém demonstrado que, a presenga de CNV’s em algumas
regides do genoma, ndo trazem consequéncias fenotipicas (SHARP et al., 2005; SABAT et
al., 2004; IAFRATE et al., 2004; TUZUN et al., 2005). Achados de CNV’s em populagao
controle normal, estdo incluidos em banco de dados como DGV- “Genomic Variation
Databese” e “Genomic Structural Variation” -db Var. As estatisticas dos dados ali
depositados apontam que CNV’s sdo encontradas em 35% do genoma humano (CONRAD,
2006; HINDS, 2006; MCCARROL, 2006).

As CNV podem ser classificadas em 5 diferentes grupos: benignas; provavelmente

benignas; variantes de significado incerto (Variant of Unknown Significance, VOUS);
provavelmente patogénicas e patogénicas. Podem ser originada de novo ou segregar de um
dos genitores (MILLER et al., 2013)
Atualmente um ntimero sempre crescente de pesquisas, vem demonstrando que CNV’s podem
influenciar diretamente a dosagem de um gene ou, indiretamente, alterar a expressao génica
por efeito de posicdo quando incidir em uma regido regulatéria, sendo esta uma causa
frequente de distarbios gendmicos (INOUE et al., 2002; LUPSKI, 2007; AMBROZIAK,
2015).

Quem primeiro cunhou o termo “disturbios gendmicas” foi o pesquisador James
Lupski, em 1998, ao afirmar que: “caracteristicas estruturais do genoma humano predispdem
para rearranjos que resultam em caracteristicas de doengas humanas”. O mesmo conceituou
os disturbios gendmicas como aqueles resultantes de alteragcdes no genoma, capazes de levar a
perda completa ou duplicacdo de um gene (ou genes), sensivel (s) a um efeito de dosagem ou,
alternativamente, afetarem a integridade estrutural de um gene (LEPSKI, 1998).

Um dos primeiros beneficios do Projeto Genoma Humano (PGH) foi a aplicacdo de

um protocolo para andlise de CNV’s em pessoas com deficiéncias, incluindo atraso no
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desenvolvimento psicomotor, retardo mental, autismo e epilepsia, grupo que chega a
representar 14% da populagdo (BOYLE et al., 2011). Atualmente a estatistica demonstra que
variacdo no numero de copias sdo cada vez mais frequentes em doencas em todos os tipos de
humanos (LANZA, ET AL. 2009).

A andlise do genoma com tecnologia de alta resolugdo tem se tornado um instrumento
imprescindivel para a medicina atual e sua aplica¢do tem sido capaz de revelar muitas outras

CNV’s relacionadas com doencas em humanos, seja ela herdada ou esporadica (LUPSKI,

2007; CHEN et al., 2014).
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6 EPILEPSIAS GENETICAS

Se pensarmos que o primeiro reconhecimento da contribuicdo genética na génese das
epilepsias data de quatrocentos anos antes de Cristo, diriamos que estamos extremamente
defasados no nosso saber. No entanto, a evolugdo do pensamento médico cientifico tem o seu
proprio tempo de maturacdo e faz parte do ciclo e reciclo da histéria, sendo ainda

influenciadas pela cultura que compde a formacéo dos diferentes profissionais.

As epilepsias genéticas constituem cerca de 30% de todas as epilepsias. Elas podem
verificar-se seja em auséncia de um dano cerebral demonstravel (epilepsias idiopéticas), em
presenca de uma lesdo cerebral (epilepsias sintomaticas), ter sido geneticamente determinadas
(malformacOes cerebrais, doengas metabolicas etc.) ou ainda estar associada a uma lesdo
cerebral adquirida, potencialmente epileptdgenica ou ndo, motivo este que nem sempre é
possivel estabelecer a verdadeira relacdo causa-efeito (LOUVEL et al., 2009, GUERRINI et
al., 2014; WANG et al., 2015).

Por muito tempo a genética vem contribuindo com os estudos sobre patologias que
afetam as familias. Muitos achados de recorréncia familiar da epilepsia foram publicados e,
com bases nesses resultados, os pesquisadores usavam a matematica para avaliacdo do risco
familiar de recorréncia e incidéncia de novos casos (BIANCHI, 2002). As pesquisas
familiares serviram de base para a comparacdo de tracos eletroencefalograficos aparentados
nas manifestacbes epilépticas, tendo os estudos conduzidos em gémeos fornecidos
importantes contribuicdes na definicdo das epilepsias, entre as quais, a forma idiopatica que,
na classificacdo de 2010, assume o nome de Epilepsia Genética (BIANCHI, 2002; BERG,
2010).

As alteracdes de base cromossdmica ha muito representam uma chave de acesso
importante para a pesquisa sobre epilepsia. Muitas alteragdes numéricas e/ou estruturais em
cromossomos (autossémicos e/ou sexuais) foram frequentemente associadas com um quadro
epiléptico (SCHINZEL; NIEDRIST, 2001). Isto, em parte, € justificado pelo fato de as
anomalias cromossémicas serem a causa de disfuncdo anatomofuncional do sistema nervoso
central, principalmente por falta de uma correta maturacdo na época da embriogénese
(BARKOVICH et al., 2005; LOUVEL et al., 2009, GUERRINI et al., 2014 ). De fato, o0s
pacientes com cromossomopatias, com frequéncia, apresentam retardo mental e/ou atraso no

desenvolvimento neuropsicomotor, em especial aqueles com alteragcbes estruturais
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desbalanceadas de cromossomos autossémicos (SCHINZEL; NIEDRIST, 2001). Varios genes
responsaveis por malformagdes cerebrais ja& foram mapeados e clonados em diferentes
cromossomos, revelando que, a maioria deles, quando ndo sdo causa direta de epilepsia, sao
candidatos a estudos de polimorfismos para verificar suscetibilidade (BIANCHI et al., 2008;
JEFFERYS, 2010). (Tabela 6.1).

Schinzel e Niedrist (2001) publicaram uma série de casos de alteragdes cromossémicas
em cromossomos autossomicos (Tabela 6.2), onde a epilepsia foi um dos achados mais
expressivos, mesmo que nem sempre os resultados representaram o esperado. Na maioria das
vezes, a incidéncia entre os casos selecionados foi muito variavel, sendo encontradas poucas
alteracdes em autossémicos nos pacientes onde a epilepsia se manifestava de forma constante.
Foram observadas ainda discordancias nas manifestagcbes das crises nos pacientes com as
mesmas alteragcbes, mesmo nos casos de gémeos monozigotos. Estes achados levaram o0s
pesquisadores a concluir que as epilepsias causadas por alteragdes cromossémicas seguem 0
modelo de heranca poligénica (SCHINZEL e NIEDRIST, 2001).

Algumas alteracGes cromossémicas, cujo aparecimento da epilepsia era uma constante,
foram destacadas neste estudo, como por exemplo, os cromossomos em forma de anel,
principalmente os anéis dos cromossomos 20 e 14; neste Gltimo, 100% dos portadores
apresentam epilepsia (PHILLIPS et al, 1995; SCHINZEL; NIEDRIST, 2001; SPECCHIO et
al., 2012). A Tabela 6.1 traz as principais alteracdes cromossémicas com maior ocorréncia de

crises epilépticas.
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Devido a

Tabela 6.1- Achada Genéticos nas Malformacdes Cerebrais

Esclerose Tuberosa

Locus
9g32

Heranca

TSC1

Referéncia

Esclerose Tuberosa

16p13 TSC2

Dabora et al.,2001

Devida a migracdo neonatal anémala

Lisencefalia Isolada - Heterotopia subcortical AD 17p13.3 LIS1 Cardoso et al., 2002
Lisencefalia Isolada - Heterotopia subcortical AD Xq22.3923 DCX Matsumato et al, 2001
Lisencefalia Isolada - Heterotopia subcortical AD 12g13.12 TUBAIA Poirier et al.,2007
Sindrome de Miller Dieker AD 17p.13.3 LIS1+YWHAE Cardoso et al., 2003
Lisencefalia X-linked+Genitélia ambigua X-linked Xp21.3 ARX Kato et al., 2004
Lisencefalia X-linked 2 X-linked Xp21.3 ARX Kitamura et al.,2002
Lisencefalia + hiporplasia cerebelar AR 7022.1 RELN Zaki et al.,2007
Lisencefalia + hiporplasia cerebelar AR 9p24.2 VLDLR Boycott et al.,2005
Heterotopia Nodular periventricular X-linked Xq28 FLNA Parrini, et al.,2006
Heterotopia Nodular periventricular AD 5p15.1 - Sheen et al.,2003
Heterotopia Nodular periventricular+5q del AD 5014.3q15 - Cardoso,et al.,2009
Heterotopia Nodular periventricular AD 7011.23 - Ferland, et al.,2006
Heterotopia Nod. Periventric. + Microcefalia AR 20913 ARFGEF 2 Sheen et al.,2004
Distrofia muscular congénita de Fukuyama ou S. de Walker Warburg (WWS) AR 9931,2 FCMD Kondo-lida et al., 1999
Doenca de musculo-olho-cérebro ou WWS AR 19g13.32 FKRP Beltran-Valero et al. 2004
Doenca de musculo-olho-cérebro AR 22q12.3 LARGE Longman et al.,2003
Doenca de musculo-olho-cérebro AR 1p34.1 POMGNT1 Beltran-Valero et al. 2002
Doenca de musculo-olho-cérebro AR 9034.13 POMT1 Van Reeuwijk et al., 2006
Doenca de musculo-olho-cérebro ou WWS AR 14.924.3 POMT?2 Van Reeuwijk et al., 2005
Sindrome CEDNIK AR 22011.2 SNAP29 Sprecher et al., 2005

Devida a organizagéo cortical anémala

Fonte: Bianchi et al., 2008.

Polimicrogiria bilateral perisilviana X-linked Xq22 SRPX2 Roll et, al., 2006
Polimicrogiria bilateral fronto-pariental AR 160913 GPR56 Piao et, al,. 2005
Polimicrogiria com agenesia do corpo caloso e microencefalia AD 3921 TBR2 Baala et, al., 2007
Polimicrogiria com anidria AD 11p13 PAXG Glaser et, al., 1994
Polimicrogiria AD 1p36.3pter -- Ribeiro et, al., 2007
Polimicrogiria com microcefalia AD 1p44qter -- Zollino et, al., 2003
Polimicrogiria e agenesia do corpo caloso AD 6g26qter - Eash et al., 2005
Polimicrogiria AD 2192 - Yoo et,al., 2006
Polimicrogiria e Sindrome Di George AD 21g11.2 -- Robin et, al., 2006
Polimicrogiria e Sindrome de Goldberg-Shprintzen AR 10921.3 KIAA1279 Brooks et, al., 2005
Polimicrogiria e Sindrome de Warburg Miero AR 2021.3 RAB3GAP1 Aligianis et,al.,2005
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Tabela 6.2- Incidéncia da Epilepsia observada em pacientes com diferentes alteracfes em

cromossomos autossémicos

Alteracdo cromossomica

Delecéo distal 1p incluindo 1p36.3
Delecéo distal 4p incluindo 4p16.3
Trissomia 8 a mosaico
Trissomia 9p
Trissomia 9 a mosaico
Tetrassomia 12p a mosaico
(S. de Pallister-killian)

Delecdo 11p13 (S. WAGR)
Delecéo 13q(ql14)

Duplicagdo 13q(gl4 —» qter)
Dissomia uniparental 14 mat
Delecéo 15q 11.2%q12 mat (S. Angelman)
Delegdo 159 11.2  gl12]pat. (S. Prader-Willi)
Ring cromossoma 15
Tetrassomia 15 pter—» q13inv dup(15)(q13)
Dissomia uniparental 15 mat
Dissomia uniparental 15 pat
Delecéo 17p 13.3 (S. Miller-Dieker)
Delecéo 17p 11.2 (S. Smith-Magenis)
Tetrassomia 18p
Ring Cromossoma 20
Delecéo 22¢q 11.2

Triplicacdo 22pter -» 11 (S.do Olho de gato)

Translocacgdo ndo-balanceada 11;22 com trissomia

11923 > qter e 22pter & q11

Triploidia

Incidéncia de epilepsia

N. de casos com epilepsia/
N. de paciente

13/21

121/209

17/117

13/111

3/44

30/82

2/59

0/6

9/23

0/18

70/77

3/39

7145

57/88

1/29

16/21

7/10

12/81

15/77

14/15

19/208

6/86

20/128

2/104

Fonte: Schinzel e Niedrist (2001)

% com epilepsia

62 [76]
58 [76]
15 [19]
12 [14]
7[23]
36[75]
3[4]
0[0]
39[56]
0[0]
91[92]
7[10]
15[19]
65[68]
3[5]
76[76]
70[100]
15[16]
19[25]
92[92]
9[13]
7[12]
16[26]

2[100]
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Muitos estudos foram conduzidos em pacientes com alteragdes cromossomicas, com a

finalidade de verificar a concordancia do tracado eletroencefalografico com o evento. Um, em
especial, comparou o padréo eletroclinico de dez diferentes alteragdes cromossomicas. Os
resultados demonstraram haver uma notavel diversidade de tipos de crises epilépticas, com
amplo aspecto de gravidade; no entanto, quando comparado o padrdo eletroquimico, foram
semelhantes em algumas alteragBes cromossdmicas. Os autores concluiram o trabalho
sugerindo que os estudos de comparacdo entre pacientes com alteracdo cromossémicas
associada a epilepsia sdo um caminho importante a ser seguido para individuacdo de genes de
suscetibilidade (BATTAGLIA; GUERRINI, 2005).
Outros pesquisadores acreditam ainda que a compreensdo da associacdo existente entre as
sindromes cromossdmicas e a epilepsia podera ajudar em novas descobertas neste campo
(BAHI-BUISSON, 2005). Existe um consenso no reconhecimento de que estudos de genes
localizados nesses cromossomos possam melhor esclarecer os aspectos sobre as respostas
terapéuticas evolutivas nas crises epilépticas, contribuindo para a planificacdo de tratamentos
mais racionais, além de possibilitar o aconselhamento genético (SCHINZEL; NIEDRIST,
2001; BAHI-BUISSON, 2005; BATTAGLIA; GUERRINI, 2005; DAVID et al., 2001).

Na década de 1980, a genética molecular se consolidou como uma ferramenta
importante no diagnostico das patologias neurolégicas e também da epilepsia. Em 1988, uma
localizacdo cromossémica foi identificada como sendo a responsavel pelo surgimento da
Epilepsia Mioclonica Juvenil (EJA), tida como a mais frequente forma de epilepsia
generalizada idiopatica (GREENBERG et al., 1988). A partir dai, outros loci cromossémicos
foram identificados em diversas formas de epilepsia idiopatica; de fato, é neste grupo que vém
sendo encontradas muitas alteracbes genéticas associadas & epilepsia. E também desta década
a identificacdo e de uma mutacdo no gene do receptor nicotinico da acetilcolina, na epilepsia
autossomica dominante noturna do lobo frontal (STEINLEIN et al, 1995). A clonagem destes
genes gerou uma notavel vivacidade nas pesquisas e muitas sinalizacBes de localizacGes
cromossémicas levaram a descoberta de novos genes implicados em diversos tipos de
epilepsia (MONTINI et al, 1998; AMIR et al., 1999; ZARA et al., 2000; STROMME et al.,
2002; UYANILK et al., 2003; LIN et al, 2005; BATTAGLIA; GUERRINI, 2005; OTSUKA
etal., 2010; OTSUKA et al., 2010; CARVILL et al., 2013).

A partir de 2000, as pesquisas genéticas em epilepsia cresceram de forma exponencial.

Muitas formas de epilepsia tiveram sua fisiopatologia melhor esclarecida ap6s a descoberta do
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seu mecanismo molecular. Familias numerosas, cujos estudos prévios apresentavam padrao
de heranca mendeliana, foram reavaliadas com base no perfil génico (ZARA et al., 2000;
SCHINZEL; NIEDRIST, 2001; BAHI-BUISSON, 2005; BATTAGLIA; GUERRINI, 2005;
DAVID et al., 2001, JOHNSON et al., 2011). Em familias que apresentavam genealogias
com padrdo compativel com heranga autossdomica dominante foram encontradas mutacoes
génicas que alteravam canais idnicos, constituindo este um importante grupo para estudo, pois
as informacgdes obtidas a partir do conhecimento destes genes trouxeram informacoes
preciosas sobre o mecanismo molecular das epilepsias (ESCAYG et al., 2000; MAZAKI-
MIYAZAKI et al, 2001; HERON et al., 2002; MARTIN et al, 2007; MOLINARI, 2010;
JOHNSON, 2011).

Avancos como este sdo importantes ndo somente para melhorar o conhecimento em
um universo ainda muito desconhecido das patogéneses das epileptogeneses em geral, mas,
sobretudo, pelas implicacbes da relevancia no diagndstico, na gestdo clinica; na cura dos
pacientes com epilepsia; na investigacdo familiar e no aconselhamento genético, 0s quais
possibilitam, através de identificacdo precoce de novos casos, a diminui¢do dos impactos
econdmicos e psicoldgicos para a familia, oferecendo ainda, através da informacéo precisa, a
possibilidade da familia escolher o seu proprio futuro reprodutivo, nos casos comprovados de
heranca, principalmente das formas graves e intrataveis (BRAICARELLI, 2008; DAVID et
al., 2010; ZARA et al, 2010; MILLER et al., 2010;).

Os mecanismos genéticos a base das epilepsias atualmente conhecidos incluem:
rearranjos gendmicos (cromossoma em anel, translocagdes, monossomias e trissomias);
variacdo no numero de copias (copy number variation-CNV’s); rearranjos submicroscopicos,
delecBes ou duplicacbes que envolvem um ou mais genes e alteracbes de unico nucleotideo
que resultam em mutagdes missenses, frameshift ou nonsenses (MILLER et al., 2010;
SPECCHIO etal., 2012; ZARA, et al.., 2013;).

Os dados genéticos em uma rara forma monogénica de epilepsia idiopatica tem
esclarecido o papel patogénico de canais ionicos dependentes de voltagem ou ligando-
dependente. Podem ainda ser verificados defeitos de metilagdo ou dissomiauniparental em
determinadas regides do DNA que provocam aquisicdo ou perda de funcdo em genes
tipicamente expressos sO na copia cromossdmica materna ou paterna, como acontece nas
sindromes de Angelman e PraderWilli, respectivamente (KATZOS et al.,2004; ZARA, et al.,
2010; ZARA, et al.,2013).
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6.1 RELACOES GENOTIPO-FENOTIPO

A relacdo entre genoOtipo-fendtipo epiléptico ndo € sempre linear. Por exemplo,
mutacdes missense do gene SCNI1A se associa a epilepsia com convulsbes febris plus
(GEFS+) e, a0 mesmo tempo, a quadros mais graves como a sindrome de Dravet. Esta
expressividade varidvel poderia ser devida a genes capazes de modificar outro gene principal,
amplificando ou reduzindo sua expressividade (genes modificadores), bem como a fatores
ambientais e epigenéticos ainda ndo totalmente conhecidos. Além disso, a mutacdo pode
haver prenetrancia reduzida: dois individuos com a mesma mutacdo genética podendo haver
probabilidade diferente de desenvolver epilepsia, assim como, apresentar o fenébmeno da
heterogeneidade genética, uma mesma sindrome epiléptica monogénica sendo provocada por
mutacdes em genes diferentes. De fato, por exemplo, muitos genes codificam para diferentes
subunidades de um mesmo canal i6nico (GARDINER, 2006). No entanto a correlacdo

fendtipo-gendtipo se faz necessario. Exemplos atuais revelam essa necessidade.

Mutacbes nos KCNQ2 e KCNQ3, originalmente descritos em criangas com
convulsdes neonatais familiares benignas (BFNS), recentemente também tém sido associadas
a encefalopatia epiléptica. Allen e colaboradores (2014) descreveram trés criancas portadoras
de alteraces em KCNQ2 e uma crianca com uma mutacdo KCNQ3. As trés diferentes
mutacdes em KCNQ2 geraram diferentes fendtipos: na primeira crianca, uma duplicacéo
intragénica estava associada a crises benigna neonatais familiares (BFNS); uma delecdo de
gene contiguos na localizagdo cromossdémica 20q13.3 envolvendo KCNQ?2, gerou convulséo
precoce na segunda crianca com 3 meses de idade, e uma mutacdo de novo tipo missense
gerou um quadro de encefalopatia epiléptica em um neonato. Enquanto a mutacdo em
KCNQ3 ocorreu em outra crianga com o mesmo feno6tipo BFNS (ALLAN et al., 2014). As
convulsdes geralmente sdo apresentadas em forma de crises do tipo tdnico/ clonicas com
manifestacdo de cianose, apnéia ou estdo relacionadas com alteragdes em canais i6nicos,
como o canal de potassio voltagem-dependente (KCNQ) acima apresentado. Proteinas que
compdem subunidades de um mesmo canal i6nico geralmente sdo associadas a diferentes
fenotipos mesmo dentro de um nuacleo familiar. Neste sentido as correlacbes genotipo-
fenotipo ajudam a prever o resultado (BEAL et al., 2012; MASTRANGELO e LEUZZI,
2012).

Outro exemplo pode ser dado pela Sindrome de Rett, um raro distarbio

neurodegenerativo, de plasticidade neural que, prevalentemente, afeta individuos do sexo
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feminino, sendo na sua grande maioria letal em meninos (GOLD e CHRISTODOULO, 2015)
As meninas com a Sindrome de Rett geralmente sdo assintomaticas entre 0s 6-18 meses de
vida, apos esta idade, desenvolvem graves e persistentes alteracbes motoras, cognitivas e
comportamentais (NEUL et al., 2010; PANTALEON et al., 2015). Uma predominante
disfungdo neural e simpatica, com alteracdo neuronal das transmissdes sinapticas excitatorias-
inibitérias e uma plasticidade sinaptica sdo as caracteristicas gerais desta sindrome nas
criancas afetadas e também em modelo animal obtidos em experimentos. Aproximadamente
95% dos casos diagnosticados com Rett sdo devidos a mutacdo no gene MECP2 (metil-
CpGBinding-Protein2) localizado em Xq28. No entanto outros genes (FOXG1 em 14q13;
NTNG1 em 1p13.3; MEF2C em 5914.3; TCF4 em 18q21.2), estdo associados a fendtipos que
sobrepdem a sindrome de Rett e geralmente sdo nomeados como Rett atipica (AMIR et al.,
1999; MURPHY et al., 1994; NAKASHIBA et al., 2000). Enquanto que as variantes atipicas
da sindrome de Rett sdo reportadas também em individuos do sexo masculino, devido 0s
genes que as precipitam estarem mapeados em cromossomas autossomicos. Os raros casos
classicos com mutacdo no gene X-link MECP2 relatados em individuos do sexo masculino
sdo encontrados em condicdo de moisaicismo somatico ou quando acompanhado de alteracao
de numero do cromossdmico, quando o individuo apresenta um X a mais (47, XXY-
Sindrome de Klanefelter) (MOOG et al., 2002).

Em 1984, o medico alemédo Hanefeld descreveu uma variante clinica da sindrome de
Rett cursando com uma grave encefalopatia em meninos. Em 2004, Weaving e colaboradores
descreveram uma familia com trés membros com fenétipo que sobrepunha a sindrome de
Rett, sendo dois meninos e uma menina. Na analise genética ndo foi encontrada mutagédo no
gene MECP2, mas uma mutacdo no gene CDKLY5, localizado emXp22 (WEAVING et al.,
2004). Em principio o fen6tipo foi considerado como Rett atipica, no entanto, a discordancia
de alguns aspectos clinicos importantes, tal como a severidade do aparecimento das crises nos
primeiros dias de vida, a falta de evolucdo normal dos 6-18 meses, seguida por involugéo
cognitiva, caracteristicos das fases de desenvolvimento da sindrome de Rett, além da
ocorréncia da mutagdo em meninos com cariotipo 46, XY, estd direcionando para uma
separaco em duas sindromes diversas (PANTALEON e JUVIER, 2013; ERMEL et al., 2014;
GURSOQY e ERCAL, 2015). Neste caso, assim como tantos outros, é necessario um acurado
detalhamento clinico e a identificagdo da mutacdo genética para que se possa estabelecer uma
correlagcdo genotipo-fenotipo e evoluir para as fases de tratamento, previsao do progndstico e

aconselhamento genético.
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6.2 IMPACTO DA GENETICA SOBRE AS NOVAS AQUISICOES EM
EPILEPTOLOGIA

Ha tempos estudos experimentais individuaram, na base da epileptogénes, o evento
celular conhecido como “paroxysmal depolarization shift” (PDS), que se caracteriza pela
presenca de descargas fasicas intensas de uma populacdo de neurdnios, e o papel fundamental
das correntes idnicas no curso do seu desenvolvimento, em particular as correntes de sodio, de
potassio, de calcio e de cloro através de canais ativados por neurotransmissores ou variagdes
do potencial de membrana (SZENTE e BODA, 1994). As recentes individuacfes de mutacGes
nos genes codificantes de subunidades de canais voltagem-dependentes do sédio, do potéssio
e do cloro, de receptores de acetilcolina e de GABA em algumas formas de epilepsia tém
confirmado os estudos experimentais e permitem, atualmente, inserir algumas formas de
epilepsia idiopatica entre as canalopatias (HIROSE, 2014). Todavia, a implicacdo dos canais
ibnicos em formas muito raras e hereditarias exclusivamente autossdmicas dominantes,
impdem cautela no ampliar o conceito de canalopatias para todas as epilepsias idiopaticas.
Até o momento, de fato, as bases genéticas das formas comuns de epilepsias idiopaticas de

heranca complexa sdo desconhecidas (VIITMA et al, 2013).

Dados epidemioldgicos relveam que a ocorréncia de sindromes clinicamente diversas na
mesma familia indica a existéncia de fatores hereditarios comuns. A identificacdo de
mutacdes nos genes SCN1A, SCN1B, GABRG2, associadas a diversos fenétipos dentro da
mesma familia confirma a observacdo epidemiolégica que as diversas sindromes se
desenvolvem pela acdo concomitante de fatores hereditarios e individuais. Estes achados tém
impacto direto na préatica clinica cotidiana, assim como no enquadramento diagndstico
(BRAICARELLLI, 2008; ZARA et al., 2010; NICITA et al., 2012; BENJAMIN eta al., 2012;
OLSON et al., 2014 LONG et al., 2015).
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6.3 INVESTIGACAO DAS EPILEPSIAS GENETICAS

Uma epilepsia genetica pode ser suspeitada com base a especificas caracteristicas
clinicas, relatos médicos e familiares e exames instrumentais. As recomendacdes
internacionais indicam alguns sinais e sintomas que devem ser particularmente

observados em pacientes com epilepsia a fim de se estabelecer um diagndstico genético:

Sinais e sintomas que permitem definir uma especifica sindrome epiléptica;

*Dismorfismos faciais ou sintomaticos;

*Anomalias congénitas;

*Parada, regressdo ou retardo do desenvolvimento psicomotor;

*Padrao especifico de EEG;

*Retardo Mental peculiar

*Resisténcia ao tratamento

* Observagao de recorréncia familiar

(ZUPANC, 2010; MASTRANGELO et al., 2011; MASTRANGELO e LEUZZI, 2012;
GURSOY e ERCAL, 2015)

Na classificacdo atual (Berg, 2010), as epilepsias genéticas foram subdivididas em

Encefalopatias Epilépticas de Idade Evolutiva e Epilepsia Benigna de Idade Evolutiva.

6.3.1 As encefalopatias epilépticas (EE) de idade evolutiva

As EE sédo condicOes nas quais as epilepsias causam ou participam das causas ou agravamento
da deterioracdo cognitivo e/ou comportamental do individuo (BERG et al., 2010). Nas EE,
muitos genes podem apresentar um quadro epileptoldgico analogo, associados ou ndo a sinais
e sintomas distintos, seja em nivel do sistema nervoso central ou ndo (ZUPANC, 2010;
MASTRANGELO e LUZZI, 2012). Do mesmo modo que, diversas mutacbes no mesmo
gene podem causar formas menos caracteristicas de epilepsia ou exprimir-se como outros
disturbios do sistema nervoso central tal como retardo mental, déficit de ateng&o, distarbios
comportamentais entre outros, mas ndo causando de fato epilepsia (TAVYEV ASHER e
SCAGLIA, 2012; OLSON et al., 2014).
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As encefalopatias de inicio neonatal ou precoce se configuram em particular em duas
sindromes: a Sindrome de Ohtahara (SO) e a encefalopatia miocl6énica precoce (EME),

reagrupadas com a sigla EIEE (Early Infantile Epileptic Encefalopathy).

6.3.2 AlteracGes genéticas na Sindrome de Ohtahara (SO)

A SO é caracterizada por crises tnicas de inicio extremamente precoce (do primeiro
dia de vida até 3-4 meses), acompanhada por aparecimento no EEG da “burst-suppression”
(BS): padréo eletroencefalografico caracterizado por periodos de atividade elétrica de alta
tensdo alternada por periodos de nenhuma atividade cerebral As crises sdo breves, cerca 10
segundos, podendo apresentar-se isolada ou in Cluster, seja no sono ou em vigilia
(OHTAHARA e YAMATOGI, 2006; BEAL et al, 2012; NORDLI, 2012; HOFMEIJER et al,
2013). A Sindrome se associa invariavelmente a deterioramento do desenvolvimento
psicomotor, resisténcia a farmacos, tendo um prognostico rium, podendo evoluir para
Sindrome de West (SW) (OTSUKA et al., 2010; BEAL et al., 2012).

Embora possa resultar de variedade etiologias, sendo a maioria dos casos associados
com anormalidades estruturais do cérebro, casos da SO relacionados a mutacdes genéticas e
alteracdes metabolicas tém sido descritas (OTSUKA et al., 2010; MOLINARI, 2010).

Alguns genes sdo frequentemente associados a SO: o gene ARX, tipicamente
associado a SO e vérios outros sinais relacionado com o neurodesenvolvimento. Estudos
demonstram que este gene esta envolvido no mecanismo de crescimento do cortex cerebral e
na diferenciacdo dos neurbnios GABAGérgicos. A gravidade do fenoOtipo em presenca de
mutacdes em ARX é frequentemente, mas ndo univocamente, correlacionada com o nimero e
o local de polialanina expandida, causando quadros diferentes (SO, SW e crises mioclonicas)
(MASTANGELO E LEUZZI, 2012).

Mutacdo nos genes MECP2, quando em individuos masculinos (KAMIEN et al.,
2012) e FOXGL1 séo responsaveis por quadros encefalopaticos precoces com retardo mental,
disturbios do movimento e alteracdes especificas na ressonancia magnética (NOH et al., 2012;
LEUZZI, 2012; HOFMEIJER et al, 2013).

As recentes mutacOes descobertas no gene Cyclin-DependentKinase-Like 5-CDKL5

que se manifestam precocemente (antes dos 3 meses de vida), mesmo que raramente
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configurem um EEG com padrdo BS, apresentam crises tonicas correspondentes a difusos
achatamento do tracado seguido por anomalias focais (BAHI-BUISSON et al., 2008;
ZWEIER et al, 2010).

O gene STXBP1 causa cerca 10-30% dos casos de SO se associa a retardo mental
grave, sem alteracbes em neuroimagens, ou com hipomielinizacdo especifica e varios
disturbios do movimento da ataxia as discinesias (MASTRANGELO e LEUZZI, 2012,
KAMIENET al., 2012).

O gene Polynucleotide Kinase 3-Prime Phosphatase- PNKP codifica para uma
proteina envolvida na reparagdo do DNA se exprime atraves de mutacfes homozigotas ou
heterozigotas compostas que levam a quadros de microcefalia, retardo mental e SO
(MASTRANGELO e LEUZZI, 2012; OLSON et al., 2014). Outros tipos de mutacdes neste
gene podem levar a quadros mais leves ou ndo apresentar epilepsia, de fato (TAVYEV
ASHER E SCAGLIA, 2012).

SCN2A e KCNQ2, sdo genes codificantes para canais idnicos que apresentam um
sobreposicdo com sindromes benignas e estdo envolvidos também em quadros claramente
encefalopaticos associados ou ndo a alteracbes em neuroimagens, retardo mental, distarbios
comportamentais e do movimento (TAVYEV ASHER E SCAGLIA, 2012).

Finalmente, uma desregulacdo dos genes ARHGEF9, SRGAP2 e MEFC2 se manifesta
através de quadros de encefalopatias epilépticas de inicio precoce e prognéstico pior do que
qguando ndo acontece a desregulacdo (ZWEIER et al., 2010; SHIMOJIMA et al., 2011,
DENNIS et al., 2012).

Com a crescente aplicacdo de técnicas avangadas de sequenciamento do exoma foi
possivel evidenciar o envolvimento de outros genes em casos isolados de SO: KCNTL1 e
PIGQ1l (MARTIN et al., 2014), o gene CASK associado a hipoplasia ponto cerebelar e o
gene BRAT1 que comporta também microcefalia e dismorfismos (SAITSU et al., 2012; ).

6.3.3 Encefalopatias Miocl6nicas Precoces (EME)

A EME ¢ caracterizada por inicio precoce (entre os trés primeiros meses de idade),
mioclonias parciais, geralmente associadas a crises parciais erraticas, raramente espasmos ou

mioclonias massivas com padrdo BS no EEG. Este aspecto € mais evidente no sono. A
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patologia é grave, mas ndo tende a evoluir para outra sindrome epiléptica definida ou
apresentar BS persistente no EEG (OHTAHARA e YAMATOGI, 2006). Causas individuais
estdo associadas a varios defeitos metabdlicos, ndo existindo anomalias estruturais especificas
na neuroimagens. S0 muitos 0s genes relacionados com os defeitos no mecanismo
bioguimicos ligados & EME; relaciona-los aqui extrapolaria o objetivo deste trabalho. Porém,
alguns destes genes individuados recentemente merecem atencdo especial, entre eles
mutacdes recessiva no gene SCL25A22, mapeado em 11pl15.5, que codifica para um
transportador mitocondrial do GABA e que estd associa a EME, microcefalia, retinite
pigmentosa e hipotonia (NOH et al., 2012; TAVYEV ASHER E SCAGLIA, 2012); mutagdes
no gene PNPO (17921.32), que codificam a Pirodoxamina Oxidase, que pode precipitar dos
quadros de EME e que respondem a suplementacdo com fosfato de pirodoxal (NOH et al.,
2012); mutacGes em ALDH7AL (5923.2), que podem causar hipotonia, hipoplasia cerebelar,
atrofia cerebelar difusa e corpo caloso associados a outras crises precoces que respondem a
pirodoxina e folato (NOH et al., 2012) e, por fim , mutacfes do gene TBC1D24, que codifica
para proteina envolvida no transporte vesicular e que podem dar quadros analogos (OLSON et
al., 2014).

Na tabela 6.3 estdo elencadas as caracteristicas principais de algumas das mais frequentes
encefalopatias epilépticas sindrémicas, agrupadas por idade de surgimento e por genes
candidatos. Enquanto na tabela 6 é possivel observar as caracteristicas das encefalopatias por
agrupamento sindrémico. Enquanto na 6.4 podem ser vistas as principais Encefalopatias

Epilépticas de inicio precoce por agrupamento sindrémico (GOBBE et al., 2014).
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Idade

média de

inicio

Tipo de crise/
Fenotipo/Sindrome

Tabela 6.3- Encefalopatia Epiléptica e genes relacionados

Gene (nome)
Locus cromossémico,
Modo de transmissao,
Tipos de mutacoes
ARX (aristaless-related homobox)

Funcéo da proteina

Prognostico
Evolucéo

Crises tonicas, espasmos,  Chr:Xp21.3 Fatores de regulagéo da Ruim;
>4 meses S. de Ohtahara XR® transcricdo; expanséo polyA; A gravidade do quadro
EIEE®1 (OMIM30350)  Mutacdes puntiformes, delecées/ fungdo na migracéo e depende do namero e local da
duplicaces de tripletes, mutagéo diferenciagéo celular polialanina sobrenumeréria
truncada.
Ruim; muda crises, evolui para
Encefalopatia precoce CDKLS5 (cyclin dependente kinase like5)  Atividade catalitica S. West, conservar-se em
com crises convulsivas Chr:Xp22.13 ainda nao bem esclarecida. epilepsia  farmacorresistente
recorrentes Xp® Recentemente foi demonstrada  associada a retardo mental.
< 6 meses EIEE2 (OMIM300672) MutagGes truncadas, misssense, splicing, que ndo age do mesmo modo Quadro mais graves nas
delecdes frameshift, insercdo, que MECP2 como se pensava. mutagdes  truncadas  que
duplicacdes, CNV envolvem o dominio catalitico.
Rara e feno6tipo mais grave em
individuos do sexo masculino
Crises tonicas STXBP1(sintaxina binding proteinl)
Sindrome de Ohtahara Chr:9934.11 Proteina envolvida na liberagdo ~ Ruim
EIEE4 AD® sinaptica vesicular
(OMIM612164) M_utagﬁes heterozigotas missense, truncadas,
Primeiros microdelegoes.
meses de . — . .
vida Crises tonicas, retardo do  PNKP(Polynucleotide Kinase 3'-

desenvolvimento,
microcefalia
(OMIM613402)
AOA® (OMIM208920)

Phosphatase)

Chr:19913.33

AR®

Mutagdes puntiformes, de clivagem

Enzima envolvida na replicacéo
do DNA

Outras mutacdes ddo quadros
mais leves

Crises tonicas
(OMIM 606.524)

SRGAP2(Slit-Robo Rho Gtpase-
Activating Protein 2)
Chr:1g32.1

Funcéo relacionada com a
migracéo neuronal

Evolugdo para sindrome de
West
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Continuacao

“Quebra” do gene por translocacéo
balanceada

Crises Tonicas+
hiperecplexia
EIEE8 (OMIM-300429)

ARHGEF9(Cdc42 guanine nucleotide
exchange factor GEF9)

Chr:Xg11.1- g11.2

XR

Mutagdes missenses, “quebra” do gene
por translocacdo balanceada,
microdelecdes

Co-fator para troca de guanina
na divisdo celular; claustre de
receptores inibitorios pos-
sinaptico

Ruim
Os casos com ganho de fungéo
parecem ser mais graves

Crises tonicas e tbnico-
clénicas

S. Rett variante congénita
(OMIM613454)

FOXG1(Forkhead BOX G1)
Chr:14q12

AD

MutacOes puntiformes, delegdes

Fator de transcricdo envolvido
no desenvolvimento
telencefalico

Ruim

Crises variavel

Sindrome de Rett tipica,
atipica, variante Zappella
OMIM312.750)

MECP2(metil-CpG-binding protein-2)
Chr:Xg28

XD-fendmeno de inativacgdo alterada,
mutacOes puntiformes, microdelecdes

Regulador da transcricéo,
necessario para maturagao
cerebral

Geralmente ruim; relatado
éxito precoce em alguns casos.
Quadro precoce letal para os
indevidos masculinos

migratorias
ENFL5®(OMIM615005)

activated subfamily T, member 1)
Chr: 9934.3

AD

Mutagdes puntiformes com ganho de
funcéo

potassio

>3meses  S.da delegdo 5014.3; MEF2C (myocyte enhancer factor 2C) Migracdo e diferenciacdo Alteragdes na regulacéo da
retardo mental, movimento  Chr:5g914.3 neuronal expressao génica
estereotipado epilepsia e/ou  Casos isolados
malformacao cerebelar “Quebra” do gene para transcrigdo
(OMIM 613443)
Crises tbnicas associadas KCNQ?2 (potassium channel, voltage Canal de potassio, proteina Pode haver remissdo das crises
Primeira ou ndo a componentes gated KQT-like subfamily Q, member 2) transmembrana entre os trés primeiros anos de
semana de cldnicos focais e apnéia Chr:20g13.33 vida, mas o retardo cognitivo
vida EIEE7 (OMIM602.235) AD permanece.
BFNS1" e/ou Mioquimia ~ Mutag&o missense Mesmo gene envolvido em
(OMIM121200) formas diferentes de desordens
neuroldgicas infantis
< 6meses Epilepsia parcial, crises KCNT1( potassium channel, sodium Sub-familia T de canais de Ruim; alguns pacientes podem

desenvolver manifestacdes
comportamentais ou
psiquiatricas e/ou
desabilidades intelectuais.
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Crises tonicas e espasmos
infantis;
EIEE12 (OMIM613722)

PLCB1 (phospholipase C, beta 1 -
phosphoinositide-specific)
Chr:20p12.3

AR

Delecdes em homozigose na regido
promotora

Enzima envolvida nas vias de
sinalizacdo celular

Ruim; EEG com
caracteristicas da S. de West,
processo encefalopético
difuso, atraso, parada ou
regressdo do desenvolvimento
global, crises recorrentes e
refratarias, relato de casos com
tetraparesia espastica e morte
precoce.

Espasmos infantis
EIEE5(OMIM613477)

SPTANZ1(spectrin, alpha, non-
erythrocytic 1)

Chr:9g34.11

AD

Mutagdes puntiformes, delecbes mutagdes
por quebra.

Proteina que forma filamentos
do citoesqueleto envolvidos com
as subunidades dos axonios; A
proteina regulamenta a ligagao
de receptores e reticulacéo de
actina.

Ruim; surgimento de crises
epilépticas associadas com
hipsarritimia refrataria; retardo
mental grave, alteragdo no
desenvolvimento da
linguagem, hipomielinizagéo
difusa, atrofia cerebelar e
microcefalia progressiva.

Espasmos infantis
(OMIM 606382)

MAGI2 ( membrane associated
guanylate kinase, WW and PDZ domain
containing 2)

Chr:7911.23-g21.1

Delecao/duplicacdo, CNV

Empacotamento celular para
receptores pré e pos sinapticos.

Mioclénias, retardo no
desenvolvimento da fala,
desabilidade intelectual,
hipotonia, retardo no
crescimento global, ataxia
episddica. Relatos de casos
com dismorfismos (epicanto
hipertelorismo, fronte
proeminente, microcefalia,
micrognatia, ecdactilia das
mas e pés)

Crises polimoérficas,
mioclonicas, auséncia
tipica, suscetibilidade ao
estado febril;

Sindrome de Dravet
(OMIM607208 )

SCN1A (sodium channel, voltage gated,
type | alpha subunit)

Chr:2924.3

AD

Mutagdes puntiformes, delecbes
Possiveis genes reguladores: SCN8A,;
CACNB4; SCN9A

Subunidade alfa do canal de
sodio, varias mutagdes,
diminuem a atividade inibitéria
de GABA com consequente
aumento da suscetibilidade
neural

Variavel, na maioria ha
persisténcia das crises e
retardo cognitivo.
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6-36 EFMR®: diversos tiposde  PCDH19(protocadherin 19) Proteina de membrana que Encontrado mutagdo também

meses crises febris e afebris Chr:Xg22.1 controla a adeséo celular em pacientes com  crises
EIEE9 (OMIM 300088) XL epilépticas sem retardo. Letal
Mutagdes missenses e nonsense metilado. em individuos masculinos.
Segunda  Crises frontais noturnas, Ruim

infancia  atbnicas auséncia atipica
2-5anos  Sindrome de Lennox
Gastaut (OMIM )

GRIN2A (glutamate receptor, ionotropic, Variavel; EEG-apresenta ponta
FESD™ (OMIM) N-methyl D-aspartate 2A) onda generalizada continua no
ESES®? Chr:16p13.2 sono lento; desenvolve déficit
AD cognitivo, alteracéo de
Mutagdes puntiformes truncadas e de linguagem e desabilidade
clivagem intelectual
Sindrome de Landau- GRIN2A ((glutamate receptor, Anormalidade continua na
Kleffner (OMIM ) ionotropic, N-methyl D-aspartate 2A) regido temporal parietal,
Chr:16p13.2 permanente déficit de
AD linguagem
Mutag6es puntiformes truncadas e de
clivagem

WEIEE: Encefalopatia epiléptica de inicio precoce; @ Ligada ao X Recessiva; ©) Ligada ao X Dominante;™ Autossémica Dominante; © Autossdmica Recessiva;
©® AOA: Ataxia-oculomotor-apraxia; ” BFNS: Crises neonatais benignas familiar; ® ENFL: Epilepsia noturna do lobo frontal; ) EFMR: Epilepsia e retardo mental

restrito ao sexo feminino; @@ XL: Ligado ao X; 1) FESD: Epilepsia, focal, com desordem de linguagem, com ou sem, retardo mental; (2ESES: Ponta-onda generalizada, continua no
sono lento.

Adaptado de Gobbe et al., 2014
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Tabela 6.4- Epilepsias benignas e relativos genes candidatos

Principais tipo de crise

Gene (nome)
Locus cromossémico,
Modo de transmisséo,

Funcéo da proteina

Evolugédo

Epilepsia Idade média de
inicio
Crises Neonatais Neonatal
Benignas (1° dia de vida)
Familiares
(BFNSs)
Tipo 1

(OMIM121200)

Tipo 2
(OMIM121201)

Cises Neonatais-
Infantis Benignas
Familiares
(BFNISs)

Poucos dias de vida
a0s 6 meses

Crises Infantis Entre 3-8 meses

Benignas
Familiares
(BFISs)
Tipo 3
(OMIM607745)
Tipo 2
(OMIM607751)

Entre 4-8

Entre 3-8 meses
(média de 6 meses)

Crises tonicas, por vezes
seguidas por fase clénica
generalizada.

Tonico/clonicas-focais e
atobnicas

Cluter de crises focais ou
ténico-clonicas

Crises tonico-clonicas

Crises focais tonico-
clénicas podendo
apresentar convulsées
febris
Crises focais com
generalizacdo secundaria

Tipos de mutacdes

KCNQ2-( Potassium Channel, Voltage Gated
KQT-Like Subfamily Q, Member 2)
Chr:20913.33

AD

KCNQ3(Potassium Channel, Voltage Gated
KQT-Like Subfamily Q, Member 3)
Chr:8g24.22

AD

SCN2A(Sodium Channel, Voltage Gated, Type
11 Alpha Subunit)

Chr:2924.3

AD

KCNQ?2-( Potassium Channel, Voltage Gated
KQT-Like Subfamily Q, Member 2)
Chr:20913.33

AD

SCN2A(Sodium Channel, Voltage
Gated, Type Il Alpha Subunit)
Chr:2924.3

AD

PRRT?2 (Proline-Rich Transmembrane
Protein 2)

Chr:16p11.2

AD

KCNQ2-( Potassium Channel, Voltage Gated
KQT-Like Subfamily Q, Member 2)
Chr:20913.33

AD

Canal de potéssio voltagem-
dependente

Canal de s6dio voltagem-
dependente subunidade alfa
tipo 2
Canal de potassio voltagem-
dependente

Canal de sodio voltagem-
dependente subunidade alfa
tipo 2

Proteina 2 transmembrana
rica em prolina

Canal de potéssio voltagem-
dependente

Benigna (remisséo no 12
ano de vida)

Benigna (remisséo
esponténea entre o 12 ano
de vida)

Benigna

Benigna, as vezes
necessitando de terapia
no primeiro ano

Benigna
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Entre 3-8 meses Crises breves (2 min), KCNQ3-( Potassium Channel, Voltage Gated Canal de potéassio voltagem- Benigna com completo

(média de 6 meses) geralmente focais KQT-Like Subfamily Q, Member 3) dependente controle
Chr:8g24.22
AD
Crises Infantis ATP1A2 (ATPase, Na+/K+ Transporting, ATPase, transportador de
Benignas Alpha 2 Polypeptide) sodio/potassio alfa 2
Familiares com Chr:1g23.2
hemicrania AD
hemiplégica
familiar
(OMIM602481)
=pilepsia Noturna CHRNAA4(Cholinergic Receptor, Nicotinic, Receptor colinérgico Geralmente, persiste até a
do Lobo Frontal Alpha 4) nicotinico Alfa 4 idade adulta
Chr:20913.33
Tipo 1 AD
(O LIRS, Idade infantil Crises frequente brusca e
Tipo 2 Imprevisivel M D15S152 R t linérgi
i arc eceptores colinérgicos
(OB Caﬁ?j{:ﬁ:ﬁ%g o Chr:15q24 P nicotinicos ’
desordenados durante o _AD
Tipo 3 sono CHRNB2 (Cholinergic Receptor, Nicotinic, Receptor colinérgico
(S istetis) Beta 2) nicotinico Beta 2
1p21.3
AD
Tipo 4 CHRNA2(Cholinergic Receptor, Nicotinic, Receptor colinérgico
(OMIM610353) Alpha 4) nicotinico Alfa 2
Chr:8p21.2
AD
Epilepsias Entre 6 meses a 6 Amplo espectro de Geralmente benigna (2-
Genética com anos. Persiste crises  fen6tipo: generalizadas 7% das criangas
Convulses Febris febris além dos associadas a febres; desenvolvem crises
Plus (GEFS+) 6 anos crises tonico-clénicas; afebris ao longo da vida;
crises parciais; crises
Tipo 2 de auséncia... SCNZ1A(Sodium Channel, Voltage Gated, Type Canal de sodio voltagem- Encontrado também na
{ELLY B ) I Alpha Subunit) dependente subunidade alfa ~ Sindrome de Dravet; em
Chr:2q24.3 tipol hemicrania hemiplegia
AD familiar; em Crises
Febris Familiar.
Tipo 1 SCN1B( Sodium Channel, Voltage Gated, Canal de sodio voltagem- Encontrado também em

(OMIM604233)
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Tipo7
(OMIM613863)

Tipo 3
(OMIM611277)

Tipo 5
(OMIM 613060)

Tipo 4
(OMIM609800)

Tipo 8
(OMIM613828)

Tipo 6
(OMIM612279)

Epilepsia
Miocldnica
Familiar Infantil
(FIME)
(OMIM605021)
=pilepsia Familiar
Jo Lobo Temporal
Tipo 1
(OMIM600512)

Primeira Infancia

Inicio entre 8-19
anos

Inicio com Crises
miocloénicas, convulsdes
febris e crises tonico-
clénicas

Crises parciais originadas
do lobo temporal,
geralmente associadas a
sintomas sensoriais

Type | Beta Subunit)
Chr:19q13.12
AD

SCN2A (Sodium Channel, Voltage Gated,
Type Il Alpha Subunit)

Chr:2924.3

AD

SCN9A( Sodium Channel, Voltage Gated,
Type IX Alpha Subunit)

Chr:2g24.3

AD

GABRG2(Gamma-Aminobutyric Acid
(GABA) A Receptor, Gamma 2)

Chr:5¢q34

AD

GABRD (Gamma-Aminobutyric Acid (GABA)
A Receptor, Delta)

Chr:1p36.33

AD

?

Chr:2p2

AD

?

Chr:6916.3-q 22.31
AD

>

Chr:8p23-p21
?

TBC1D24( TBC1 Domain Family, Member
24)

Chr:16p13.3

AR

LGI 1(Leucine-Rich, Glioma Inactivated 1)
Chr:10¢23.33
AD

dependente subunidade beta
tipo 1

Canal de sodio voltagem-
dependente subunidade alfa
tipo 2

Canal de s6dio voltagem-
dependente subunidade alfa
tipo 9

Receptor de GABAa
subunidade gama tipo 2

Receptr de GABAa
subunidade delta

Familia de dominio TBC 1
tipo 24

proteina 1 rica em leucina
inativada em glioma

EEEI

Encontrada também em
Crises Febris Familiar

Encontrada também em
Crises Febris Familiar

Descrito também em
epilepsia idiopatica
generalizada e nas

epilepsias miocldnicas
juvenis
?

Encontrada também em
EEEI 16

Benigna, geralmente com
uso farmacolégico
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(comumente de natureza
auditiva, mas também
olfativa, visiva ou
vertiginosa), crises
autondmicas
(gastricas/epigastricas,
taquicardia) e ou ficico-
emocional( medo,

dejavu)
Epilepsia Da adolescéncia a Presenca de grampos GABRA 1(Gamma-Amincbutyric Acid Receptor GABA Alfa 1 Encontrada também em
Miocdnica Juvenil Il década de vida mioclonicos, algumas (GABA) A Receptor, Alpha 1) EEEI 19 e Epilepsia
(Sindrome de vezes associada a Chr:5q34 auséncia infantil
Janz) auséncia tipica AR
Epilepsia EFHCL1 (EF-Hand Domain (C-Terminal) Proteina C-terminal contendo Encontrada também na
Mioclonica Containing 1) motivo em médo EF ataxia episodica tipo 2
Juvenil (EJA) Chr:6p12.2
AD
Epilepsia Varidveis com dois  Diversos fenétipos SLC2A1( Solute Carrier Family 2 (Facilitated ~ Familia soluto Transportador Bom progndstico com
generalizada picos: (crises de auséncia Glucose Transporter), Member 1) 2 (transportador de glicose)  resolugdo na adolescéncia
idiopatica com (4-10 anos) infantil e juvenil; crises ~ Chr:1q34.2 tipo 1 ou logo apds
enotipos variaveis (6-12 anos) mioclénicas juvenil; AD

epilepsia grande mal)

Chr = cromossomo; AD= autossémica dominante ; AR= autossomica recessiva ; EEEI= Encefalopatia Epiléptica de Inicio na Infancia;

Adaptado de Gobbe et al., 2014
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1.1.1 Encefalopatias Benignas da Idade Evolutiva

Para quem entra em contato com o mundo pratico das manifestacdes epilépticas, o
termo benigno dado a algumas manifestacdes epilépticas ou até mesmo a algumas alteracdes
genéticas nestas encontradas, parece um paradoxo. A pergunta que fica é: o quanto benignas

sdo estas manifestaces?

Em termos neurolégicos sdo definidas como epilepsias benignas aquelas que
apresentam um bom resultado em termos clinicos, terapéuticos (boa resposta farmacoldgica) e
bom desenvolvimento cognitivo (BERG et al, 2010; ZARA et al., 2013). Também no estudo
genético ndo € possivel estabelecer uma relacdo linear entre gendtipo-fenotipo ou fenétipo-
gendtipo das epilepsias benignas devido a heterogeneidade genética apresentada (ALLEN et
al., 2014).

Dois tipos de epilepsias classificadas como benignas tém chamado a atencdo nas
ultimas décadas pelos relatos de varios déficits e/ou dificuldades relatadas por pais,
professores e pelo préprio paciente: A Epilepsia Rolandica (RE) ou epilepsia benigna da

infancia com paroxismos centrotemporais e a Epilepsia Mioclonica Juvenil (EJA).

6.3.4 Achados genéticos em Epilepsia Rolandica (RE)

A epilepsia Rolandica ocorre na crianga saudavel em idade escolar, se manifesta por
crises no segundo periodo da noite ou proximas ao despertar, caracterizadas por sensacdo na
face, salivacdo abundante, dificuldade para falar seguida de crises motoras na face que podem
se estender para o braco e mais raramente para a perna, se mantendo geralmente restritas a um
dos lados do corpo. Nestas criangas, as crises tém de facil controle em 80% dos casos, com
remissdo total na adolescéncia, geralmente sem uso de medicacGes (SMITH, 2015). Porém,
constantes queixas de baixo rendimento escolar e dificuldade nas fungBes executivas tem
atirado atencdo dos pesquisadores para uma avaliacdo mais aprofundada desta forma benigna
de epilepsia. Estudos neuropsicologicos e de imagens tém comprovado que algumas criangas
com epilepsia Roléndicas sdo mais lentas na execucdo de tarefas assim como nos
desempenhos cognitivos em geral. Estudos de imagens demonstraram uma diferenca na
ativacdo funcional das regides frontais e temporais destas criangas com uma populacédo
controle normal, sugerindo diferencas na organizacdo da rede cerebral que contribuem para
compreensdo da leitura, por exemplo (SMITH et al,2015; MALFAIT et al., 2015). Outros
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estudos demonstram que o desenvolvimento das caracteristicas atipicas da RE depende de um
espectro clinico de fenOtipos varidveis dependente da idade, assim como de uma
predisposicdo genética. Uma pesquisa conduzida por pesquisadores espanhdis concluiu que o
inicio precoce da RE, aparecimento de novas crises convulsivas com uma frequéncia
aumentada, além de aparecimento focos frontocentrotemporais no EEG, s&o caracteristicas de
um desenvolvimeno eletroclinico atipico nesta forma de epilepsia (PESANTEZ-RIOS et al.,
2015).

Por longa data pesquisadores assumiram a possibilidade de uma contribuicdo genética
forte nas géneses das epilepsias focais idiopaticas. No entanto, ao longo dos anos, pouco se
falou dos genes envolvidos com esta forma de epilepsia. Em 2010, pesquisadores alemaes,
através de triagem de todo genoma para avaliar alteragdes genémicas estruturais com a
técnica de CGH microarray, relataram 3 casos de microdelecdo em 16pl3, tendo como o
unico gene localizado na regido critica compartilhado por todos os trés pacientes 0 GRIN2A,
que codifica para subunidade alfa-2 neuronal de N-metil-D-aspartato (NMDA). Em resumo,
0s pesquisadores sugeriram que a delecdo chr:16p13.2p13.13 constitui uma Sindrome de
microdelecdo com caracteristicas varidveis, dismdrficas e intelectuais e crises caracteristicas
do espectro rolandico (REUTLINGER et al, 2010).

Sucessivamente, no mesmo ano, Endele e colaboradores sequenciaram as subunidades
A e B do gene GRIN2 em um grupo de 127 e 468 individuos com epilepsia idiopatica e/ou
retardo mental e retardo mental, respectivamente. Atraves deste estudo foram descobertas
mutacdes no GRIN2A em trés geracGes de uma familia e uma mutacdo de novo no mesmo
gene em uma menina com quadro de encefalopatia epiléptica de inicio precoce, assim como
uma mutacdo por missense por erro de leitura e duas inser¢des na subunidade beta do mesmo
gene. Os pesquisadores sugeriram que os distdrbios que interferem no equilibrio
eletrofisioldgico neural, durante a fase de desenvolvimento, resultam em fendtipos
neuroldgicos varidveis, dependendo de qual unidade do receptor NMDA for afetado
(ENDELE et al., 2010);

Em 2013, uma atencdo maior foi dada para pesquisa genética nesta populacdo de
pacientes. Trés comunicac@es tidas como “tope de linha” foram publicadas em um mesmo
volume da revista Nature Genetics associando o gene GRIN2A com encefalopatia que cursa
com afasia adquirida, como na Sindrome de Lindau-Kleffner (LKS), e nas epilepsias

centrotemporais com picos continuos de ondas lentas durante o sono (POCS). Os autores
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sustentam que estes fendtipos podem ser vistos como expressfes clinicas de uma unica
entidade patologica. Como a regido rolandica faz parte da regido cerebral envolvida na
producdo da fala, casos de afasia adquirida poderiam ser uma caracteristica proeminente em
alguns pacientes RE. Com estes estudos, o0s pesquisadores acreditam que alteracGes
eletroclinicamenete atipica encontradas em pacientes com RE, frequentemente associadas
com comprometimento da fala e déficit cognitivo, poderiam ter uma origem genética
sustentada por mutacdo de novo no gene GRIN2A (LESCA et al, 2013; CARVILL et al.:
2013; CARVILL et al.: 2013; LEMKE et al., 3013).

N-metil-D-aspartato  (NMDA) sdo receptores pos-sinapticos de glutamato que
possibilitam o afluxo de sodio e de calcio na pos-sinapse, essencial para transmissdo das
atividades neurais (LESCA et al., 2013). Além disso, estes receptores sdo fundamentais para a
plasticidade sinaptica, mecanismo molecular a base do aprendizado e da memoria (SMITH, et
al., 2015). Entre todos os receptores de glutamato, estes sdo 0s principais receptores para 0S
principais neurotransmissores excitatorio do sistema nervoso central (SNC) (GURSOY e
ERCAL, 2015).

As Mutacdes e delecdes no gene GRIN2A identificadas nos pacientes com sindromes
epilépticas, afasia ou outras formas de epilepsias idiopaticas, sdo suscetiveis de provocar a
reducdo na expressividade da proteina que comp@e a subunidade deste importante receptor
(NR2A) (EDELE et al., 2010; LESCA et al., 2013; ).

Um grupo de pesquisadores realizou uma pesquisa em 204 pacientes europeus com
epilepsia RE tipica e variantes atipicas (ARE), comparando com 728 controles. O objetivo
principal deste estudo foi comparar a frequéncia de 18 genes que codificam para receptores
GABAérgicos, com finalidade de testar mutacdes no gene que codifica o receptor acido y-
aminobutirico da subunidade tipo A (GABAA-R) e verificar sua contribui¢do na etiologia da
RE e/ou nas ARE. O método utilizado foi plataforma para sequenciamento do inteiro exoma
(Whole Exome Sequencing-WES), sendo posteriormente avaliados os resultados das variantes
GABAA-R identificadas em suas diferentescapacidades: funcional, na estabilidade da
proteina formada, no trafico, o agrupamento poés-sinaptico e a funcdo do receptor. Os
resultados obtidos revelaram variantes raras do gene GABRG2 (gene acido gama-
aminobutirrico (GABA) receptor 2), em paciente RE e ARE, mostrando na avaliagio
funcional uma expresséo reduzida de superficie desta subunidade e diminuicdo de corrente

evocada de GABA. A avaliagdo mostrou ainda niveis reduzidos de palmitoilacéo
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(modificacdo pos-traducional crucial para realizacao de trafico das proteinas para a membrana
celular). Os pesquisadores interpretaram os resultados como prova que mutacfes neste gene
aumentam o risco de RE e ARE e acreditam que estudar a relagdo entre mutacdes em

GABRG?2 e a palmitoilacdo pode ser util para abordagem terapéutica para reverter o efeito

64 AS TECNICAS DE INVESTIGACAO GENETICA E SUAS INDICACOES
CLINICAS EM EPILEPSIA

Para determinar a causa genética de uma epilepsia, atualmente sdo disponiveis
diversas técnicas de investigacdo com a finalidade de escolher as mais apropriadas e eficazes,
de acordo com o caso em questdo. Porém, antes de tudo, se faz necessario por-se frente a cada

caso individualmente a pergunta: Por que acontece neste caso?

6.4.1 Premissa pré-teste

Atualmente tornou-se facil entender esta necessidade, pois a genética deixou de ser um
tema secundario para ser vista como um elemento central a ser considerado em todos 0s casos
de desenvolvimento de doencas. Ndo existe um s6 6rgao ou sistema, nenhuma especialidade

ou disciplina na area biomédica em que a genética ndo possa fazer parte como tema central.

O termo fenotipo do grego, fainein = mostrar, visto como principio fundamental da
genética, é o resultado da interpretacdo do geno6tipo (resultado da constituicdo genética, com o
meio ambiente). Desta maneira, um carater genético pode ser interpretado como sendo uma
manifestacdo com distribuicdo familiar e populacional, na qual o efeito do ambiente pode ser
minimizado ou ndo levado em conta, e vice-versa (um fenotipo “ndo genético” pode ser
considerado como aquele cuja contribuicdo genética pode ser desprezivel) (BEIGUELMAN,
2008).
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6.4.2 A importancia da Historia Familiar

O nascimento de uma crianga com epilepsia, primariamente considerado como
um evento isolado, como de fato o é na grande maioria das vezes, pode, ao contrario,
ser devido ao resultado do cruzamento genético entre genitores portadores sadios ou
assintomaticos, que carreia uma alteracdo genética, assim como acontece para tantas
outras doengas hereditarias (BRICARELLI, 2008; ZARA et al 2013). Um exemplo
disso pode ser dado observando os resultados obtidos por um grupo de pesquisadores
italianos (ZARA et al., 2000; De FALCO et al, 2001).0s mesmos diagnosticaram
Epilepsia Mioclonica Idiopatica em 8 dos 14 primos de uma vasta familia napolitana.
Até aquele momento raros casos deste tipo de epilepsia tinham comprovacdo de
transmissdo hereditéaria, sendo conhecida somente com a modalidade dominante, a
qual ndo comporta a existéncia de portadores sadios (AICARDI, 1986; NAKAMURA,
1990; MINASSIAN et al., 1995; PLASTER et al., 1999). O estudo desta familia
revelou que alguns membros, mesmo sendo assintomaticos, eram portadores de uma
alteracdo genética no cromossoma 16p13 (ZARA et al.,2000). Esse caso, na época, foi
uma excec¢do: a primeira vez que uma epilepsia idiopatica foi descrita com transmissao
autossémica recessiva. Neste sentido, vale a pena ressaltar que uma investigacdo
familiar se faz necessaria, mesmo nos casos aparentemente esporadicos (De FALCO et
al, 2001; BRICARELLI, 2008).

Na era p6s-gendmica, com 0s avangos tencnoldgicos e as possibilidades diagnésticas
das causas genéticas que envolvem as diversas patologias, uma histdria familiar detalhada é
uma informacdo tdo critica para o prontuério de um paciente quanto os sinais vitais; achados

e resultados laboratoriais. Schaefer e Thompson, J.., na sua ultima publicacdo ressaltam que:

“(...) na pratica, quem usa este recurso ja sabe que uma histdria familiar
cuidadosamente construida e adequadamente interpretada é uma
ferramenta de diagnostico poderoso e se torna tdo efetiva quantas todas
as opgoes de exames combinados”. (SCHAEFER E THOMPSON, JR,
2015).

Em 2004, a agéncia de satde dos Estados Unidos iniciou uma campanha de satde

publica sobre o uso do histérico familiar encorajando as familias americanas a aprender mais
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a respeito de suas condi¢fes hereditarias (CARMONA e. WATTENDORF, 2005). O quadro
3 resume 0s objetivos desta pesquisa.

A determinacdo do padrdo de heranca fica facilitada quando se faz a representacao
gréfica das relagdes de parentesco entre o propdsito e outros membros da genealogia, isto €,
pelo heredograma. Este recurso, sem custo adicional, além do tempo, quando bem
estabelecido, € 0 comeco de um investigagdo genética diagnéstica que possibilitard novas
descobertas e, na era atual, esta se tornando indispensavel para investigacdo genética
laboratorial e até mesmo clinica também nas epilepsias (BEIGUELMAN, 2008;
BRICARELLI, 2008; ZARA et al.,2000; SCHAEFER E THOMPSON, JR, 2015). Para 0s
casais em risco, aquelas que ja tém filho (0s) ou parentes afetados, se trata de uma descoberta
importante: conhecer a modalidade de transmissdo é em efeito o primeiro passo para a
prevencdo e o diagnostico precoce (BEIGUELMAN, 2008; BRICARELLI, 2008).

*Aumentar a consciéncia da populagdo sobre a importancia da historia familiar para
sua saude;

*Fornecer ferramentas acessiveis ao publico para reunir, entender, avaliar e usar as
informacdes da histdria familiar para individuos leigos e profissionais de salde;

*Aumentar a consciéncia dos profissionais de satide acerca da importancia da historia
familiar;

*Aumentar a utilizagdo da histdria familiar por profissionais da saude e comunicar
ISSO a seus pacientes;

*Aumentar o grau de instru¢do acerca de gendmica e saude;

*Preparar tanto a populacdo americana quanto seus profissionais da saude para a era
que se aproxima, na qual a gendmica sera parte integral da assisténcia médica regular.

Fonte: Carmona RH, Wattendorf DJ. American Family Physician, 2005¢.

Quadro 6.1 - Metas da iniciativa americana para a saude familiar

Para Bernardo Beiguelman, quando se trata de padrdes geneticos, é necessario um
olhar para além do individuo, sabendo-se da importancia de estuda seus antepassados,
descendentes e outros parentes (BEIGUELMAN, 2000).
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Um fator muito importante, que reforca a necessidade de se saber o histérico familiar
de um paciente, é o efeito causado pelas relagdes de parentesco. Parentesco genético entre
dois seres humanos pode ser medido por intermédio da probabilidade de eles terem genes
idénticos, herdados de um ancestral comum a ambos (FREIRE-MAIA, 1986;
BEIGUELMAN, 2000).

No modelo de transmissdo autossdOmica recessiva existe uma alta frequéncia de
casamentos consanguineos entre os genitores de individuos afetados. Quanto mais préximo
for o grau de parentesco entre 0s genitores e quanto mais raro for o gene, a frequéncia deste
aumenta na familia com relacdo a populacdo. Em populacdes caucasoides tem-se verificado
que o percentual de individuos afetados por doencas autossdémicas recessivas (que sao filhos
de primos em primeiro grau) pode atingir valores extraordinariamente altos (BEIGUELMAN,
2005; AZEVEDO, 1991).

6.4.3 Técnicas de investigacdo genética

E evidente que os atuais avancos na metodologia da investigagdo gendmica
provocaram uma mudanca de paradigma nas pesquisas geneticas e estdo redirecionando a
maneira de pensar de muitos pesquisadores e clinicos. Se, no passado, a determinacéo de um
diagndstico em individuos com fenétipo alterado era limitado por impossibilidade de gerar
dados genotipicos, atualmente o maior desafio é dar significado as diversas variantes
genbmicas reveladas em pesquisas genéticas de determinados individuos, familias ou
populacdo (SZAFRANSKI et al, 2010). Mesmo sendo importante reconhecer que cada técnica
ha sua prépria limitacdo e nenhuma &, até o0 momento, capaz de explorar o inteiro genoma em
todas as suas complexidades, os instrumentos colocados a disposicdo da ciéncia sdo

atualmente indispensaveis como auxilio diagnostico para as doencas genéticas e complexas.

6.4.4 Citogenética convencional

A investigagdo por andlises cromossdmicas (citogenética-convencional) ainda séo
validas, mesmo que em um numero reduzido de pacientes com epilepsia. De fato, elas
podendo evidenciar alteragcbes cromossdmicas, numericas, estruturais e eventualmente outras

alteracdes cromossdmicas caracteristicas que mecam entre 5-10Mb. Em individuos com
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epilepsia associada a retardo mental, dismorfismos e outras anomalias congénitas, bem como,
com histérico familiar compativeis com alteracdes cromossdémicas ja foram descritas. Por
exemplo, a descoberta dos cromossomos em anel 14 e 20 nas décadas de oitenta e noventa
respectivamente (LIPPE e SPARKES, 2001; SCHEFFER et al., 1994; PHILLIPS et al,
1995). Em pacientes com este tipo de alteragdo, as crises sdo cotidianas, com episodios
variaveis ao longo do tempo e geralmente sdo resistentes a farmacos (VAN KARNEBEEK,
2000; GARCIA-CRUZ, 2000; VIALLE, 2006; ZHANG, 2004; ISHMAEL, 2003).

6.4.5 Citogenética molecular

A hibridagdo genémica comparativa sobre microarray (Array-Comparative Genomic
Hybridization ou Array-CGH) é um métododesenvolvida para identificar anomalias
cromossémicas de tipo numéricas ou variagdes (variagdes no numero de copias-CNV) no
contetdo de pequenas por¢des cromossdmicas, como duplicagcBes/amplificagdes (presenca de
copias em excesso de segmento de DNA), ou dele¢des (perda de porcdo de DNA no genoma).
O poder resolutivo das andlises é variavel. Atualmente, para finalidade diagndstica, séo
empregadas array entre 1Mb e 100Kb, ou seja, uma resolucdo de 100 vezes mais elevada com
relagdo a critogenética convencional. Além disso, o0 método Array-CGH é capaz de definir
exatamente a regido genémica alterada e, portanto, também os genes contidos nesta regido,
melhorando a compreensdo da relacdo existente entre variacbes no ndmero de copias e a
patologia. Quando a epilepsia ndo esta associada a retardo mental e eventualmente outras

caracteristicas, o impacto diagndéstico desta técnica parece ser inferior (WANG et al., 2015).

6.4.6 Sequenciamento tradicional esequenciamento de nova geracdo (NGS)

O sequenciamento Sanger € um método rapido para a determinacdo da sequencia de
DNA por meio de sinteses estimuladas por DNA polimerase. Progressivamente, foram
colocados a disposicdo o0s chamados Sequenciamento de Nova Geracdo (Next
GenerationSequencing-NGS), que tém permitido o sequenciamento com elevada velocidade e
“baixo custo”, quando comparado com o tempo gasto com o emprego da técnica de
sequenciamento tradicional (GOLD WA e CHRISTODOULO, 2015). A técnica de NGS
permite a construcdo de painéis de genes para analise de certo numero de pacientes de uma sé

vez (geralmente 16-32). Atualmente esta sendo muito utilizado para pesquisas de mutacoes
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em genes relacionados com encefalopatias epilépricas. O teste tem uma sensibilidade de
cerca 90%, variavel de 80 a 95% de acordo com o0 gene.  Tal anélise implementa a triagem
mutacional, a fim que o teste alcance uma sensibilidade superior a 95% para 0s genes mais
envolvidos em especificas categorias sindromicas (MASTRANGELO, 2015; REAM e
PATEL, 2015).

6.4.7 Sequenciamento de inteiro Genoma e Exoma

O sequenciamento completo do genoma do organismo humano em um U(nico
experimento € conhecido como sequenciamento do inteiro genoma (Whole Genome
Sequencing-WGS). O experimento foi iniciado em 2006 e atualmente ja é uma realidade,
ainda que extremamente dispendiosa para ser aplicada na atividade clinica (NG PC e
KIRKNESS, 2010 ; MASTRANGELO, 2015). Se escolheu, portanto, desenvolver métodos
alternativos, definidos “alvos”, que se concentram somente sobre uma regido especifica do
genoma humano, representando abordagem a precos accessiveis para individuar eventuais
variantes génicas associadas a doencas, inclusive a epilepsia. O sequenciamento de todas as
regides codificantes de proteina do genoma € o candidato promissor: 0 exoma constitui cerca
de 1% do genoma e requere sequenciamento somente de cerca 30 Mb; o sequenciamento do
inteiro exoma (Whole exome sequencing -WES) é somente 1/20, com relacdo ao WGS (NG,
BIGHAM et al, 2010; MCDONELL et al., 2014), mas representa um conjunto altamente rico
do genoma onde procurar as variantes com grande efeitos fenotipicos, sendo muito usada
atualmente para pesquisa em epilepsia (KLASSEN et al., 2011; VEERAMAH et al., 2013;
MCDONELL et al, 2014; REAM e PATEL, 2015; CEN et al, 2015). O

WGS é mais Util para os distirbios com provavel heterogeneidade genética. Esta
estratégia pode estendida também para as doengas com uma genética mais complexa, através
analises de amostra de dimensbes maiores e para o estudo do impacto funcional das variantes
ndo sinénimas identificadas (NG, BIGHAM et al, 2010; CEN et al, 2015; CEN et al, 2015).
Além disso, 0 WGS representa uma base promissora para a medicina gendmica personalizada
(MAJEWSKI et al., 2011). De fato, gracas a identificacdo do gene causador, sera possivel
identificar a via proteica alternada que ode fornecer o alvo para uma terapia mirada (REAM
MA e MIKATI 2014; DIETEL, et al., 2015; TACIK et al., 2015). A tabela 6.5 traz uma
revisao geral das principais técnicas que vem sendo utilizada para o diagndstico genético em

epilepsia com suas indicagdes clinicas.

Pagina 66



Tabela 6.5- Métodos de investigacdo genética nas epilepsias

TIPODE _ DESCRICAO QUANDO UTILIZAR
INVESTIGACAO

Cari6tipo convencional

Caridtipo molecular
(Microarray)

Sequenciamento de um
Unico gene (Sanger)

Sequenciamento para
pesquisa de mutacao
especifica

Pesquisa de duplicagdo/
delecdo em um Unico gene

Painel de genes associados
a uma determinada

Estudos de metilagcdo

Hibridizacdo fluorescente
in situ (FISH

Sequenciamento do inteiro
exoma (whole Exome
Sequencing-WES) ou
Genoma (Whole Genome
Sequencing-WGS)

Representacdo estrutural e numérica das copias
cromossémicas do individuo.

Baseia-se sobre hibridizacdo de DNA do
paciente com DNA controle em sondas
especificas empregadas seja para evidenciar
polimorfismos de um dnico nucleotideo (SNP-
arrays) ou para determinar rearranjos
cromossémicos submicroscopicos, como as
CNVs, em diversos loci contemporaneamente
(Array-CGH).

Revela alteragdes na sequencia de bases
nucleotidicas que compde 0s genes e prevé se
esta provoca alteragdes nos aminoacidos

Pesquisar mutacao especifica

Avalia CNV em um gene especifico

Sequenciamento de nova geragdo para
pesquisa de alteragbes em painéis de genes
previamente determinados

Sondas que
cromossémicas.

revelam especificas regides

Sonda que individualiza
cromossomicas especificas

regides

Avaliar alteracBes de sequéncia e CNVs no
inteiro exoma (para sequéncia codificante) ou
genoma.

Em pacientes com epilepsia
associada a dimorfismos,
anomalias congénitas mdltiplas,
suspeita de monossdmias,
trissdmias ou rearranjos
cromossémicos (translocagdes,
duplicagdes, delecoes, anel

cromossémico...)

Sobretudo quando a epilepsia esta
associada a retardo do
desenvolvimento, retardo mental,
deficit cognitivo, autismo e/ou
dimorfismos.

Quando se suspeita que a epilepsia
e causada por alteracdo em um gene

especifico  (SCN1A, SLC2A1,;
GRIN2A..)
Nos genitores para determinar o
significado da mutacdo ainda
desconhecida
Quando se suspeita de uma

alteracdo em um gene especifico
com sequenciamento negativo.

Em disturbios associados a muitos
genes, como as encefalopatias
epilépticas.

Quando suspeitar de alteragdo de
metilacdo em genes especificos
como na Sindrome de Prader- Willi
e Angelman.

Confirmar delecdo ou duplicagdo
em regido especifica

Quando se tem uma forte suspeita
que a epilepsia é geneticamente
determinada e as outras
investigacbes ndo levaram a
resultados ou ndo sdo adequadas
para a tipologia da epilepsia (ex.
epilepsias generalizadas ou
epilepsias familiar com feno6tipos
variaveis), ou ainda para estudo de
ligacdo e associacdo em familias
multigeracionais.

Adaptada de Olson 2014; Gobbe et al, 2014
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7 OBJETIVOS

7.1 GERAL

Investigacdo genética e familiar em individuos com diferentes formas de epilepsias.
7.2 ESPECIFICOS

Avaliar historia familiar atraves de construcdo da genealogia;

Avaliar alteracGes genémicas estruturais, através de técnica de Array-CGH nos individuos e
familiares com epilepsia associados a RM e/ou distdrbios psiquiatricos, deficiéncias
intelectuais, dismorfismos, déficit cognitivo e/ou autismo;

Avaliar alteracBes génicas nos individuos com encefalopatia epiléptica de inicio precoce,
através de painel NGS constituidos com 21 genes associados as formas graves de
encefalopatias epilépticas;

Validar, através de sequenciamento Sanger, as variantes significativas resultantes da analise
do painel NGS, no proposito, genitores e eventuais familiares que possam apresentar fenétipo
alterado;

Avaliar, através de sequenciamento Sanguer, alteracfes no gene GRIN2A nos pacientes com
Epilepsia Rolandica Atipica;

Relacionar fendtipo (quadro clinico e tipo de epilepsia) com genotipo (mutacdo génica
especifica) nas amostras estudadas;

Observar os diferentes impactos: clinico, familiar, social, econémico, psicoldgico, ético, na
amostra estudada, refletindo sobre a importancia do diagndstico precoce.
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8 METODOLOGIA

8.1 DESENHO DO ESTUDO
Estudo de corte transversa, descritivo e analitico.
8.2 COMPOSICAO AMOSTRAL

8.2.1 Selecdo dos sujeitos da pesquisa

Os sujeitos do estudo foram selecionados dos ambulatorios de epilepsia do Complexo
HUPES/Magalhaes Neto e de um consultério de neurologia infantil em um hospital privado

de Salvador.

8.2.2 Critérios de incluséo e exclusdo
Foram incluidos na pesquisa trés diferentes grupos de pacientes admitidos nos dois

ambulatorios citados.
8.2.2.1 Primeiro grupo:

Composto de pacientes com epilepsia, com indicativo de recorréncia familiar. Foram
selecionados a partir de revisdo de prontuarios e contatados todos aqueles que constassem no

prontuario a informacao de possuir familiares com historico de epilepsia.
8.2.2.2 Segundo grupo:

Este grupo foi constituido por pacientes com Encefalopatia Epiléptica (EE), com crises
intratdveis, com ou sem recorréncia familiar, que preencheram os critérios do protocolo

estabelecido pelo servico de neurogenética do hospital Gaslini (Anexo 1).
8.2.2.3 Terceiro grupo:

Foram alocados pacientes com Epilepsia com descargas centro-temporais (Epilepsia
Rolandica) com evolucdo atipica, com ou sem heranca familiar. Pelo menos dois critérios
foram essenciais para enquadramento destes pacientes: a presenca de ponta-onda continua no
sono (POCS) em algum momento da evolucdo e ter havido piora clinica e eletrografica com

drogas antiepilépticas bloqueadoras de canais de sédio.
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Foram incluidos os familiares dos trés grupos que apresentavam fendtipo compativel
com o propo6sito e/ou com qualquer tipo de epilepsia e 0s genitores dos sujeitos do 2° grupo,

mesmo sem nenhum histérico de epilepsia.

Um critério indispensavel para inclusdo na pesquisa de qualquer um dos participantes
foi a condicdo voluntaria expressa e declarada, apds leitura, escuta e esclarecimento dos

objetivos desta pesquisa, por assinatura do termo de consentimento pés-informado (Anexo 2).

Foram excluidos os sujeitos com epilepsia com etiologia secundaria e sujeitos sem ocorréncia

familiar detectado apds a construcéo da genealogia.

8.2.3 Recrutamento dos sujeitos da pesquisa e coleta de material

Para esta etapa foi formada uma equipe de trabalho composta por profissionais e
estudantes nas areas de: psicologia (5), fonoaudiologia (2), fisioterapia (3), enfermagem (2),
servico social (2), biomedicina (2), Filosofia e sociologia (1), os quais foram informados
sobre 0s objetivos da pesquisa, participaram de encontro de formacao, leitura de artigos sobre
0 tema, preparacdo para eventuais intercorréncias no momento do contato com o paciente,
além de reflexdo sobre ética, direitos, deveres e responsabilidade em pesquisa. Todos

assinaram um termo de compromisso ético (Apéndice 1).

Grupo 1. Variaveis de interesse foram extraidos dos prontuarios dos individuos que
atenderam aos critérios de interesse para composicdo do grupo, as quais estdo expostas no
quadro ( 8.1).

¢ N° do prontuério ¢ Dados pré-natais

¢ Registro geral e Idade de inicio das crises

o Nome e Data da primeira consulta no ambulatério
¢ Data de nascimento ¢ Diagnostico ou suspeita diagndstica

® Sexo ¢ Tipo de crises

¢ Escolaridade e RM/distlrbios cognitivos

e Estado civil o Malformacdes congénitas

¢ Proveniéncia e Familiares com epilepsia

e Endereco o Familiares com distarbios neuropsiquiatricos
e Contato telefénico ¢ Grau de parentesco

¢ Nome do responsavel e Consanguinidade

Quadro. 8.1 Variaveis extraidas dos prontuarios dos individuos com histdria familiar para
epilepsia
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Em seguida com os dados para contato, foram feitos ligacdes telefonicas e agendados
encontros presenciais com os interessados. Os encontros aconteceram em trés distintos finais
de semana, (1° em 1-2/03/2014; 2° em 8-9/03/2014 e 3° em 15-16/3/2014), no Projeto
Pequena Ponte, espaco da Associacdo Pequena Fraternidade de Salvador-Bahia, localizado na
Avenida Aleomar Baleeiro Km 8, n. 10A. Para a locomocéo dos individuos da pesquisa até o
local do encontro foram colocados a disposi¢do conducdo saindo de um local central da
cidade. O encontro foi programado com antecedéncia pelos profissionais que constituiram o

grupo de pesquisa.

No local do encontro, ap0s esclarecimento sobre 0s objetivos da pesquisa, prosseguiu-
se com a leitura coletiva do TCLE e individualmente, com o auxilio dos colaboradores da
pesquisa, 0s individuos prosseguiram com 0s questionamentos, esclarecimento das davidas e
assinatura do documento. Todos os participantes do estudo (pacientes e responsaveis) foram
convidados a responder ao questionario de qualidade de vida, QOLIE-89 (Quality of life in

Epilepsy Inventory), (anexo 3) e coleta de material bioldgico.

Ainda no local do estudo foram iniciadas as pesquisas para avaliacdo familiar a qual
foi continuada nas visitas domiciliares com diferentes membros da familia, a fim de
prosseguir com a constru¢do de genealogias. A coleta de material bioldgico dos familiares

inseridos na pesquisa, quando possivel, foi realizada em domicilio no momento da visita.

Grupo 2: Para composicao deste grupo, foram selecionados previamente 26 individuos com
encefalopatia epiléptica, dos quais 20 prosseguiram no estudo. Apos a assinatura do TCLE foi
realizada avaliacdo familiar para construcdo da genealogia e coletado material biolégico dos
propositos e genitores (trios) e, eventualmente, de outros familiares afetados. Os encontros e
coleta de material deste grupo de pacientes ocorreram em um espaco na Pituba, Rua Territdrio

do Acre, 65, voluntariamente disponibilizado por um laboratério privado de Salvador.

Grupo 3: Foram selecionados 7 individuos com Epilepsia Rolandica atipica. Apds a
assinatura do TCLE foi realizada avaliagdo familiar para construcdo das genealogias e
coletado material biolégico dos propdésitos e genitores (trios), quando possivel. O local de
encontro e coleta de material de 4 sujeitos deste grupo foi no espaco da Pituba e 3 no hospital

das clinicas (ambulatério), a estes foram feitas visitas domiciliares.

Todas as genealogias foram registradas graficamente, através de simbolos e letras,

constituindo o heredograma, a fim de: estabelecer grau de parentesco entre o propdsito e
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outros familiares com o fenotipo clinico de epilepsia; averiguar a ocorréncia de casamentos
consanguineos e sua relacdo com a manifestacdo do fendtipo do propoésito. Foram registrados,
além do fenotipo epilepsia outros fendtipos relatados e/ou constatados como: retardo mental
ou outros alteracdes neuropsiquiatricas; distdrbios de comportamento, de linguagem e/ou
dificuldade intelectual, malformacGes congénitas, dismorfismos, mortes prematuras,
recorréncia de abortos esponténeos ou infertilidade, além de qualquer fen6tipo, mesmo

complexo, que incidissem ao longo das geracdes dentro da mesma familia.

8.2.4 Coleta de sangue extracdo e quantificacdo de DNA Gendmico

Foram coletados dos sujeitos de pesquisa e seus familiares, por punc¢éo venosa, 10 mi
de sangue em tubos de ensaio contendo EDTA. As amostras foram armazenadas a -20°C até

0 momento da extracdo do DNA.

O DNA gendmico foi extraido do sangue total utilizando o Kit comercial (QlAamp®
DNA Blood Mini Kit), seguindo o protocolo standard resumido no quadro 4, anexo 3. Em
seguida 0 DNA foi quantificado, utilizando o espectrofotometro Ultrospec® 1100 pro
(Amersham Biosciences). Para estimar a amostra quali-quantitativamente, foi efetuada uma
corrida eletroforética em gel de agarose 1%, confrontando a banda das amostras de DNA

gendmico com um fragmento de 1Kb de DNA ladder.

As analises genéticas do DNA extraido foram realizadas no “laboratorio di Malattie
Muscolare e Neurogenetica — Unita Operativa Complessa (UOC)- Dipartamento di

Neurologia Pediatrica e Malattie Muscolari” do Hospital Gaslini de Genova-Italia.
8.3 INVESTIGAGCOES GENETICAS

8.3.1 Triagem citogendmica por técnica de Array-CGH

A triagem para verificar alteracdes cromossdmicas estruturais a nivel gnémico foi
realizada por técnica de array-CGH nos pacientes que apresentavam, além do fenotipo
epiléptico, ou que tivessem historia familiar de: dismorfismos, déficit cognitivo, deficiéncia
intelectual, retardo mental, espectro dos transtornos autisticos e ou disturbios
neuropsiquiatricos, independente do grupo que pertenciam. Deste grupo oram avaliados com

esta técnica 44 sujeitos (26 propdsitos e 18 familiares) pertencentes aos 3 grupos.
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A investigacdo foi realizada utilizando uma matriz de CGH de oligonucleotidios de
acido nucleico 8X60 (anélise de 8 amostras com 60,000 sondas genémicas), comercializada
pela Agilent Technologies® (USA), versao 7.2 de 2012.

O DNA de referéncia (controle) e o DNA dos sujeitos foram dosados no nanodrop e
levado a uma concentracéo final de 13 microlitros (ul).

Para desnaturacdo do DNA foram acrescentados as amostras 2,5 pl de Rondom primer
e levados por 10 min ao aquecedor (termo block) a uma temperatura de 96°C e em seguida um
choque térmico de 5 min em gelo; A mix para marcacgéo foi preparada separadamente em dois
tubos 1,5 ml identificados previamente e separados por sexo, um para cada paciente e seu

respectivo controle.

A marcacdo foi realizada acrescentando em cada tubo: 5ul de buffer 5x, 2,5ul de
DNTP 10x, 1,5ul de cianina 5 (Cy5) no tubo dos pacientes e 1,5ul de cianina 3 (Cy3) no tubo
dos controles e 0,5ul de enzima para completar a mix em ambos os tubos. VVolume final de
9,5ul por amostra. Apds distribuicdo da mix nos respectivos tubos, estes foram aquecidos em

banho-maria a 37°C por 2 horas, em seguida aquecidos por 10min a 96°C.

Para a purificacdo, a cada tubo contendo as amostras foi acrescentado 430yl de buffer
TE (comercializado pela Promega), em seguida transferidos para tubos millipore® com
filtros, previamente identificados. Prosseguiu-se com uma centrifugacdo a 14000rcr por 10

min. O mesmo processo foi repetido acrescentando desta vez 480ul de buffer TE.

Transferido o filtro para novo tubo com a abertura voltado para dentro e centrifugado a

1000rcr por 1 min.

Apbs eliminar o filtro, estes foram submetidos a centrifugacdo a vacuo por 40min para

secar o marcado.

O pellet marcado foi ressuspenso com 9,5 ul de buffer TE e submetido a leitura no nanodrop

com o programa Micro-array para avaliacdo da intensidade da marcacéo.

Apo6s um breve centrifugacdo foi realizada a hibridagdo: em cada tubo contendo o
material marcado dos pacientes com seus respectivos controles foram acrescentados 0s
reagentes de hibridacdo conforme o protocolo do fabricante (Agilent kit OLIGO- aCGH
hybridization®, pg 10 do manual).
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Em seguida os tubos foram submetidos a um aquecimento de 96°C x 5 min e ao final
do tempo, transferidos imediatamente para o banho-maria por 30min a 37°C, seguida de uma

breve centrifugacao.

No interior de um porta-laminas metalico contendo a lamina divididas nas 8 porcdes,
as amostras foram transferidas para seus respectivos espacos, previamente identificados e
registrados em caderno, em seguida coberto com a matriz array. Posicionou-se 0 suporte
porta-lamina contendo a matriz acoplada com as amostras em forno de hibridizacdo para o

processo overnight.

No dia seguinte o porta-laminas contendo a matriz, foi retirada do hibridizador e as
laminas lavadas em dois baffers indicados pelo fabricante (OLIGO-aCGH Wash Buffer 1 e
2). Apos liberar a lamina no buffer 1, esta foi posicionada em porta ldmina de vidro para
lavagem com o bufer 2, previamente aquecido em um back sobre agitador a temperatura de
37°C.

Matriz foi analisada pelo scanner Bundle Agilent Microarray (v8.1). A viséo geral do
gréfico foi obtida utilizando o software CGH analytics (v3,2,32) com as configuracdes padrédo
(algoritmo aberracdo: ADM-2, janela de 2 Kb, média centralizada de 10. Filtro de aberracéo:
nimero minimo de sondas para amplificacdo e delecdo > 5, nivel de alinhamento < 100 e
minimo desvio médio absoluto Log Ration para amplificacdo e dele¢do 0.0 e tamanho minimo
(Kb) para regido de amplificacdo e delecdo 0.0). O genoma de construcdo hgl9. llustracdo do
procedimento completo na figura 8.1. Os significados das variantes resultantes do
experimento foram pesquisados nos bancos de dados de CNV (database of genomic Variants-
DGV; Copy Number Variation in Disease-CNVD; GEO-DATASETS; DECIPHER entre
outros disponiveis online. Além disso, foram pesquisados na literatura a partir do OMIM e
PubMed, artigos que relacionassem as diferentes CNV encontradas com o fenétipo de cada

propdsito e/ou familiares. Os resultados foram armazenados em bancos de dados.
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Figura 8.1. Esquema completo da técnica de Array-CGH.

7.4.2 - Painel NGS para pesquisa dos genes candidatos para encefalopatias epilépticas-
Grupo 2.

O painel NGS dos 21 genes candidatos para encefalopatias epilépticas utilizado neste
estudo foi desenvolvido pelo laboratério de neurogenética do hospital Gaslini de Genova.

O painel NGS realiza analises concomitantes das porcbes codificantes dos 21 genes
especificados na tabela 8.1. Foram submetidos a esta avaliacdol6 pacientes com
encefalopatia epiléptica pertencentes ao grupo 2.

A customizacdo do painel com os 21 genes selecionados foi realizado pela empresa
comercial lon AmpliSeq™ e recebeu a identidade “IAD40215 Encefalopatia Epiléptica”.
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Tabela 8.1-Enquadramento sindrémico e genes candidatos dos pacientes para analises por
NGS.

INDICACAO PARA ANALISES

ENQUADRAMENTO SINDROMICO GENES CANDIDATOS
o Encefalopatia de inicio precoce 1 ARHGEF9 1 SCN8A 0 TBC1D24
o Epilepsia Piridoxina-dependente 0 KCNQ2 o SLC2A1 0 KCNT1

o Espectro S. de Dravet - PNKP o SPTAN1 1 PLCB1

o ST3GALS3 0 SCN2A 0 STXBP1
o Espectro CSWS/ Sindrome de Landau Kleffner . TBC1D24 7 ALDHTA1 = PMPO

1 SCN1A o PCDH19 o CDKL5

o GRIN2A 0 ARX 0 SLC25A22

o Espasmos infantil/Sindrome de West

A aplicacdo do método previu uma sequéncia de trabalho de dois dias consecutivos
seguindo as 4 etapas previstas na metodologia NGS: 1-Construgdo da biblioteca; 2-
Amplificacdo dos fragmentos; 3-Sequenciamento e 4-Andlises dos dados. Na figura 8.2
encontra-se esquematizada estas etapas as quais estdo sumarizados no texto. O protocolo
completo da técnica podem ser consultado no anexo 8.

ih e &k

CONSTRUCAO DE  PREPARACAO DO AMPLIFICACAO .
BIBLIOTECA MODELO G ANALISES DOS

DAS SEQUENCIAS DADOS

Figura 8.2- As quatro etapas do sequenciamento NGS com a metodologia da lon AmpliSeq
™

Para a preparagdo da biblioteca foi utilizado o kit 2.0 da Ion Ampliseq ™. Foram
utilizados para cada amostra 2l de master mix HiFi; 5ul do pool de primers que constitui o
painel; 1 pl de DNA a concentragdo de 5ng/ul; 2ul de H20, volume final de 10pl. A mistura

foi submetida a amplificacdo por PCR seguindo o programa: 99°C x 2 min; 16 x (99°C x 15s;
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60°C x 4 min); 10°C. Apds a corrida foi previsto um total de 690 amplicons (73,4 Kb)
divididos em dois pools. Na etapa seguinte foi realizada uma digestdo parcial dos primeres,
acrescentando em cada amostra 1pl da substancia FuPa em seguida pipetando 5 vezes, logo
apos as amostras foram incubadas no termociclador a 50°C x 10min; 60°C x 20min; 10°C.
Sucessivamente foi adicionado o Barcode (ligase), em uma concentragdo de 1:4, utilizando
para cada pool: 0,5ul do adaptador lon P1; 0,5ul de lon Xpress barcode X; 1,0ul de H20,
volume final de 2ul. Para ligase, foi acrescentado a cada amostra 11ul do material digerido e
acrescentado 2ul de solucdo Switeh; 1ul da diluicdo barcode-adaptador; 1ul de DNA ligase,
pipetando por 5 vezes. A mistura foi submetida ao termociclador a 22°C x 30 min; 73°C x
10min; 10°C. Esquema na figura 12. Ap0s esta etapa a biblioteca foi submetida a duas etapas
de purificacdo e dosada com o quantificador fluorimetrico com o kit Qubit dsDNA HS

Assay,comercializado pela ThermoFisher Scientific.

DNA GENOMICO ===
—_—
REALIZACAO DA
PCR MULTIPLEX

DIGESTAO PARCIAL DAS
SEGUENCIAS DE PRIMERS

]|
(I
LIGALCAO DOS

ADAPTADORES BARCODE

X

-l

X P1
) LIVRARIA BARCODE

Figura 8.3- Esquema da construcéo de biblioteca para sequenciamento NGS

Apo6s dosagem das amostras e acertamento das concentracdes finais, foi realizada
amplificacdo clonal (PCR OneTouch) a fim de aumentar o sinal para captura. A maquina

“One Touch OT2”, foi preparada conforme indicagdo do fabricante. A preparagdao do material
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para amplificacdo da biblioteca seguiu o protocolo personalizado (anexo 8), a partir da
preparacdo do material listado a seguir:

-Mix de reagentes lon OT2, previamente levados a temperatura ambiente, agitado por 30s e
centrifugado por 2s;

-Reagente B- lon OT2 PCR, agitado por 1min e centrifugado por 2s, observando a
transparéncia da solucéo;

-Mix das enzimas lon PGM Template OT2 200, centrifugacéo por 2s em seguida conservada
em gelo;

-A biblioteca foi vigorosamente agitada por 5 e centrifugada por 2 (25ul);
- As esferas de particulas lon PGM Template OT2 foram elevadas a temperatura ambiente

-A Mix de amplificacdo foi preparada segundo ordem e concentracdo dos reagentes dispostos
na tabela 8.2 e em seguida agitada em vortex por 5s, seguida de centrifugacao de 2s.

Tabela 8.2- Preparagdo da Mix para amplificacdo da biblioteca NGS para encefalopatia
Epileptica. Adaptado do protocolo OneTouch, 2014

ORDEM REAGENTE COR DA TAMPA VOLUME

1 Nuclease desprovida de agua - 25ul

2 Mix de reagentes “lon PGM Roxa 500 pl
Template OT2 200”

3 Reagente B, “lon PGM Template Azul 300 pl
OT2 200 PCR”

4 Mix de enzimas “lon PGM Marrom 50 pl
Template OT2 200 “

5 Biblioteca diluida ao momento - 25ul

- Concentragédo Total 900ul

A biblioteca e os reagentes da PCR foram ressuspensos em H20, a fim de favorecer a
amplificagdo clonal. Apos a preparacdo do OneTouch, foi verificado no Quibit a porcentagem
de bilhas positivas. Esta etapa foi seguida por uma fase de enriquecimento, com finalidade de
separar as IPSs que ndo se ligam ao DNA. Depois do enriquecimento a mistura foi
guantificado no Quibit e anotado a % de ISP positivo. Para ressuspender as particulas do chip
o mesmo foi submetida por 1 min a um agitador com maxima velocidade e em seguida

centrifugada por 2s, seguida por uma rapida pipetagem. As particulas foram acrescentadas a
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mix de amplificacdo conforme ordem pré-estabelecida pelo protocolo. Elevando a
concentragdo da Mix de amplificagéo para 1000pl.

Foi efetuada limpeza da PGM, conforme instrucdes do fabricante e sua inicializacéo

com utilizacao do chip, seguindo as etapas indicadas (vide protocolo anexo).

O teste previu uma sensibilidade superior a 80% para o conjunto de genes e uma sensibilidade
acima de 95% para cada gene individualmente, de acordo com as caracteristicas de cada um

deles. Ao final das analises foram utilizados dois filtros para rastrear as eventuais alteracoes.

As alteracdes potencialmente patogénicas foram validadas por método de sequenciamento
Sanger, juntamente com as amostras dos genitores e familiares dos propositos com quadro
clinico semelhante. Para isso foram desenhados primers da regido de interesse, amplificado 0s
fragmentos por PCR e sequenciados utilizando no sequenciador Applied Biosystems® 3730
x| DNA Analyzer de 96 capilares. As sequencia foram lidas utilizado o software SeqScape®

comercializado pela Applied Biosystems.

As andlises de cada gene individualmente por paciente podem ser contempladas nas tabelas
expostas nos resultados. O processo dos dois dias de trabalho para analises desta amostra

podem ser vistos na figura 8.3.

Figura 8.4- Etapas de trabalho para analises das amostras do grupo 2 por NGS
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8.3.2 Sequenciamento Sanger para verificacdo de mutacdo no gene GRIN2A nos sujeitos
do grupo 3

Esta técnica foi utilizada em todos os sujeitos com Epilepsia Rolandica Atipica

pertencentes ao grupo 3.

O gene GRIN2A contém 14 exons. Para o desenho dos primers foi utilizada a
sequéncia de referéncia NM_000833, ENSG00000183454, composta por um total de 14.450
bp a partir do exon 3. Por conter muitas dinucleotidios CG os éxons 7 e 8 foram desenhados
juntos. O exon 14, sendo o mais longo foi dividido em 3: 14a, 14b e 14c. No total foram
construidos 14 primers a partir do exon 3, para amplificar segmentos de 402-800 pb. A
temperatura de fusdo variou entre 59.55°C a 61.68°C. Aos primers das sequencias R e F,
foram acrescentados as sequéncias T3: 3"-ATTAACCCTCACTAAAGGGA-5 e T7: 5'-
TAATACGACTCACTATAGGG- 37, respectivamente, afim de acelerar e alongar as reacdes
no sequenciamento. Quadro 8.2. Os primers foram diluidos em solugdo para estoque
(100uM) e solugéo para uso (5puM) e armazenados a -20°C e -4°C respectivamente. Quadro 5.

Para reacdo de amplificacdo dos fragmentos por PCR foi feito uma mix contendo: 10ul de
Hot Master Mix®; 2,5ul de primers F+R (5uM); 1,0ul DNA [80]; 11,5 pl H20, para um
volume final de 25ul. As amostras foram submetidas a amplificacdo um programa de: 94°C -
27:84°C 40°’; 61°C40°’; 68°C 45’ x 12 ciclos; 60° x 12 ciclos; 59°C x12 ciclo; 68°C 5°; 8°C
+ co. Ap06s amplificacdo o produto foi submetido a uma corrida eletroforética em gel de
agarose 1,5%. Foi acrescentado a 4ul de cada amostra 4ul de corante brometo de etidio e
transferido os 8l para o gel para realizando uma corrida de 20min a 120v, juntamente com
1,7ul ladder, 100pb®. Em seguida o gel foi fotografado e o produto da PCR foi purificado
utilizando-se uma placa de purificagdo a qual foi banhada acrescentado a cada poco 80ul de
H20 + 25ul do produto e submetido x 4’a agitador a vacuo; acrescentado mais 25ul H20,

submetido placa de agitagdo x 10’. Figura 14.
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GQRIN2d

chr1E gplS. 30 I Hi: i i 1611 .2 EFELE.
RefSeq.NM 000833
ENSG00000183454
DEFINITION Homo sapiens glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate

14 exon - 14450 bp mRNA linear
Primers:
EXON 3 Tm=59.83
‘e EXON 4 Tm=59.55°c
3F ‘-QAGCCMGTTGGTMTCCCTTTC 4F: AGACAGTGCGTATTTCCAACAATGA
3® JAGGAGAGGCAAGACCTGSTTC . I oo oo mao e
EXON 5 EXO 6
Tm=61.11°c Tm=61.10°c
5F: gAGAATCTGGCAGGACAAAAAGC 6F: AGATCTCTGGCAGGGAAAGGATT
5R: gARATGCGTGGGAGAAAGAAGC 6R: AGACGACGTGTATTTTCTATGACATTTTG
EXON 7+8 Tm=61.00°c EXON 9
7+8F: gAGTCCTTGGGAAAGCCACTTC Tm=60.85°c
7+8R: gACCATGGCCARACAGAGCTAA  9F : FARFACGACTCACTATAGGGAGAAAT GGATGTCTGGGCTTCCT

9R: AATTAACCCTCACTAAAGGGAGAATTGGTCAGGCTGGTTCTGA
EXON 10 Tm=59.55°c EXON 11 Tm=61.00°c
10F: AgAGGTTCTAGGGCAATCACAGG 11F: gATTGTCATCCTGCCCTAATGC
10R: AGAAAAACCTTCTGGCTTTTGTGC — 11R: gATCAAAGCATCCTGGATTTGC
EXON 12
Tm=61.22°c EXON 13 Tm=60.23°c
12F: AgAATGATGAGGGGATGGAGAGG 13F: gATCTGTTCCAAACCCAGAAGC
12R: AGAAGGGAGCAAACTCATCATGC 13R: gACTGGTAAGGGGAGGAAGTGC
l4a Tm=59.87°c /14b Tm=60.60°cC EXON 14 l4c Tm=61.68°c
14aF: gAAGTCTCCCAGAGGGATGAGG

gAGCAAGAAGTGCAAATCTCACC  14DbF:
AGATGTTGTCAGGTTCCCTGTGG 14bR:

l4aR: gACGACAATGTTATCGTAGGAATGC
AgAGACTGGGCACAGAACAATGC

14cF:
l4cR:_AgACTCTTAGCAGGGCACTATTGG Caudas: T3R @B c 77F W - pPrimer GRIN2 A

Quadro 8.3- Primeres para sequenciamento Sanger do gene GRIN2A

A mistura para reacdo de sequéncia foi preparado com 3,4ul de H20 + 2,0ul de buffer
B5x® (vortexado)+ 2,0ul de primeir T3 e T7 nos tubos correspondentes as sequéncias
reversas (R) ou Forward (F) + 0,6pl de BigDye® (vortexado) + 2,0ul do produto purificado
da PCR, para um volume final de 10ul de reacdo a ser amplificada para cada amostra e cada
fragmento F e R. A reag&o foi amplificada em termociclador utilizando o seguinte programa:
24 ciclos a 96°C x 2’; 96°C x 30°”; 60C x 2’ + 8°C final. Em seguida o produto foi purificado
em placa de purificacdo: a placa foi banhada com 10ul de solucgdo injetavel, em cada amostra
foi acrescentada 20ul da mesma solucdo. Transferidos os volumes de 30pl de cada amostra
nos respectivos pogos, previamente identificado na placa, a qual foi levada para o agitador a
vacuo por 4. Apds este tempo foi acrescentado +25ul de solucdo injetdvel com uma nova
agitacdo a vacuo por 4’. Mais 25ul da solugdo injetavel foi acrescentado aos pocos contendo
as amostras e levado a placa agitadora por 10°, afim de ressuspender a solu¢do. Em seguida a

solucdo foi transferida para a placa de sequenciamento e levado ao sequenciador Applied
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Biosystems® 3730 xI DNA Analyzer de 96 capilares. As sequéncias foram lidas utilizado o
software SeqScape® comercializado pela Applied Biosystems.
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9 RESULTADOS

9.1 RESULTADOS DO GRUPO EPILEPSIA FAMILIAR (G-1)

9.1.1 Caracteristicas gerais da amostra

Do total de prontuario revisados (n.968) 23,3% (226) tinham informacdo sobre
recorréncia de epilepsias nas familias. Destes, 63,7% (144) eram da cidade de Salvador; 5,3%
(12) da regido metropolitana e 23,4% (53) provieram de diferentes cidades do interior do
Estado, com distancia variando de 49,5km a 681Km. Em 7,5% (17) dos 226 pacientes nao foi
possivel identificar a procedéncia. A idade variou entre 05 a 79 anos, com média de 32,1
anos. Tabela 9-1.

Tabela 9-1 Caracterizacdo das 226 pessoas atendidas no ambulatério de epilepsia do
Magalhaes Neto-Complexo HUPES, com indicativo de recorréncia familiar quanto ao sexo,
idade e procedéncia.

SEXO IDADE PROCEDENCIA
n/ (%) Parametros Anos
Localidade n / (%)

Feminino 121 /(45%) Meédia 32,1  Salvador 144 - (63,7%)

Masculino | 101 / (53%) Mediana 31,0  Regido Metropolitana 12 - (5,3%)

Né&o 4 | (2%)  Desvio Padrao 12,6  Interior do Estado 53 - (23,4%)
informado

N&o informado 17 - (7,5%)

Cidade do interior com
menor e maior distancia (Km)
Candeias Erico Cardoso
49,50 681

Do total dos prontuérios selecionados (226) foi possivel contatar por telefone apenas
24,3% (55). Do total de contatados, 58,2% (32) foram incluidos no estudo; 11,1% (6)
negaram a existéncia de outros casos de epilepsia na familia; 7,4% (4) recusaram fazer parte
do estudo e, 21,8% (12) ndo compareceram aos encontros agendados. Deste grupo habitavam
em Salvador 68,7% (22); 9,4% (3) residem na regido metropolitana e, 22% (7) no interior do
Estado. Quanto ao sexo 53,1% (17) eram feminino. A idade variou entre 5 e 67 anos com

média de 30,5. A tabela 9.2 e grafico 9.1 ilustram estes achados.
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Tabela 9.2 - Caracterizacdo dos sujeitos de pesquisa do grupo 1 do estudo “Investigagdo
genéticas e familiar em pacientes com epilepsias no Estado da Bahia”, quanto ao sexo,
média de idade e procedéncia.

SEXO IDADE PROCEDENCIA
n / (%) Parametros Anos
Localidade % [/ (n)
Feminino 17 (53,1%) Meédia 30,5 Salvador 58,2% - (22)
Masculino 15 (46,9%) Mediana 26,0 Regido Metropolitana 9,4 %) - (3)
Desvio Padrdo 13,8 Interior do Estado 22% - (7)

Cidade do interior com
menor e maior disténcia (Km)
Barrocas V. da Conquista
203 517

O grau de escolaridade variou: 15,6% (5) dos sujeitos terminaram, estavam cursando
ou ndo concluiram o ensino fundamental-1 (13-52 series); 15,6% (5) cursavam ou concluiram
0 ensino fundamental-2 (63-82 séries); 28% (9) tinha o ensino médio (2° grau) completo,
enquanto 9,4% (3) estava cursando ou tinham interrompidos este ensino e 28% (9),

alcancaram o ensino superior (3°). Gréficos 8.1 e 8.2.

Idade em 2014

R

i

0a7 8a1l4 15a18 19230 i1a42 43254 Acima de 54 Nio respondeu
anos

Gréfico 9.1- Idades categorizadas dos sujeitos do G-1 do estudo “Investigacao
geneticas e familiar em pacientes com epilepsias no Estado da Bahia”.
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Escolaridade

X
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Fundamental 1 Fundamental 2 Médio Médio N3o respondeu Superior Superior
completo incompleto completo incompleto

Gréfico 9.2 - Escolaridade dos sujeitos de pesquisa do G-1 do estudo “Investigacdo
genéticas e familiar em pacientes com epilepsias no Estado da Bahia™.

Os 32 propositos incluidos neste grupo constituiam 17 diferentes familia. A Figura 9.1
traz a distribuicdo dos 32 propdsitos dentro das 17 familias e seus respectivos graus de
parentesco. O total de familiares com epilepsia inseridos neste grupo foi de 33 pessoas, 45,2%
do total de casos com epilepsia detectados nas genealogias. A relacdo de consanguinidade foi
detectada somente em uma familia. Em anexo, na sessdo dedicada a avaliacdo familiar, estdo
as genealogias de 16 das 17 familias incluidas em anexo. A 172 familia ndo foi avaliada

devido a distancia, sendo posteriormente excluida por falta de dados para as analises.
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Figura 9.1- Composicdo amostral e relacdo de parentesco entre os propdsitos do grupo 1.

Quanto a classificacdo das epilepsias: 21,8% (7) dos 32 tinha epilepsia idiopatica
(focal ou generalizada); 21,8% (7) epilepsia primaria (focal ou generalizada); 18,8% (6) com
epilepsia familiar: auséncia (4), focal (1) generalizada (1); 6,2% (2) com epilepsia
criptogénica; 9,3% (3) com epilepsia ou crises generalizadas (1- tonico-clonica, 1-
fotosenssivel, 1-com crises generalizadas); 6,2% (2) com crises frontal; 3,1% (1) com crises
motoras no membro superior direito; 3,1% (1) com achados de potencial epileptiforme
temporal; 3,2% (1) com sindrome Roléndica com descarga centro temporais e 3,1% (1) com

epilepsia temporal.

Do total de sujeito estudado 18, 7% (6) relataram crises convulsivas na infancia, sendo
que 12,5% ndo souberam informar. Dos propdsitos 18,7,% (6) tinham algum distarbio
neuropsiquiatrico (Tabela 8.3).

A idade na primeira crise variou entre 01 ano e 4 meses a 26 anos, com média de 9,3
anos. A média do tempo de convivio com as crises foi calculada em 10,8 anos (Quadro 9.1,

gréfico 9.3).

Pagina 90



Tabela 9.3 - Medias, faixas de idade e frequéncias dos 32 propdsitos com relacdo a media de

idade no inicio das crises e tempo de convivio com as crises.

Idade de inicio das crises

Parametros Em ano ‘

Média 9,3
Mediana 9,0
Desvio Padrao 6,2

Faixas de idade Frequéncia % ‘
Delab 11 34,4
De6al4 11 34,4
De15a20 6 18,8
Acima de 20 1 3,1
N&o respondeu 3 9,4
Total Geral 32 100,0
Parametro Em ano ‘
Média 10,8
Mediana 12,0
Desvio Padréo 6,5
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Tempo da 12 crise até 2014

Delab De6al4 De 15 a 20 Acima de 20 N&o respondeu

Gréafico 9.3- Tempo de convivio com as crises de 29 propdsitos do grupo de epilepsia
familiar (G-1) do estudo “Investigacdo genéticas e familiar em pacientes com epilepsias no
Estado da Bahia”

Em 37,5% (12) dos familiares das 16 familias tiveram ou tém convulsdo febril, sendo
que o numero de pessoas com epilepsia variou de 01-22 casos, perfazendo um total de 73
casos. 37,5% (12) dos familiares tém algum tipo de disturbios neuropsiquiatricos (Tabela
9.3).
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Tabela 9.4 — Caracteristicas clinicas individuais e dados familiares dos 32 propoésitos do grupo 1 do estudo ““Investigagcdo genéticas e familiar
em pacientes com epilepsias no Estado da Bahia”.

Familiares N.
Idade da com Familiares
[o} primeira Convulséo Disturbios disturbios com
Paciente Tipo de Epilepsi/crises crise Idade Febril neuropsiquiatricos  psiquiatricos  epilepsia

F1-A  Epilepsia idiopatica generalizada 5 33 X v

Epilepsia generalizzata primaria /Epilessia
F1-D  miocloniche juvenile? 15 42 X X v 14
F1-E  Epilepsia focal idiopatica 5 7 X X

Epilepsia focal Idiopatica com crises
F2-A  secundariamente generalizadas 12 34 v v
F2-B  Epilepsia focal criptogénica 13 46 X X v 6
F2-C  Epilepsia focal criptogénica 2 67 X X
F2-D  Epilépsia generalizada familiar 19 35 X X
F3-A  Epilepsia generalizada fotossensivel 6 20 X X v 6
F4-A  Epilepsia generalizada idiopatica 18 20 X X v 6
F5-A  Epilepsia frontal 34 9 X X v 4
F6-A  Epilepsia temporal 26 50 X X X 3
F7-A  Epilepsia priméria generalizada 10 31 X X v 3
F8-A  Epilepsia parcial familiar/ auséncia 5 15 X X v 2
F9-A  Epilepsia auséncia familiar 3 23 v v v 2
F9-B  Epilepsia auséncia familiar 2 57 X X
F10-A  Epilepsia generalizada primaria 15 25 X X X 5
F11-A  Epilepsia parcial familiar 1,3 18 X v
F11-B  Epilepsia focal priméaria 1,7 13 X v

Epilepsia auséncia familiar/crises
F11-D generalizadas 14 40 X X v 22
F11-O Epilepsia priméria 1 25 v X
F12-A  Epilepsia do lobo frontal 17 26 X X v 2
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F13-A  Epilepsia com generalizagao tonico-clonica

8 22

F13-B Epilepsia generalizada idiopatica

15 32

Continua na proxima pagina....

X

X

Continuacgéo tabela 8.3

F17-A  Epilepsia idiopatica 15 49 X
F17-B  Epilepsia idiopética 12 24 ? X
F17-C  Epilepsia generalizada primaria ? ? X X
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9.1.2 Resultados da triagem genética por método Array-CGH

Das 17 familias, inicialmente incluidos no estudo, uma foi excluida antes da analise
genética devido a falta de material e 6 ndo entravam nos critérios para realizar CGH. Ficando
um total de 20 propoésitos para serem analisados. Destes 45% (9) tiveram resultados
concluidos, 35% (7) tiveram resultados inconclusivos e 0s 20% (4) restantes ndo foi possivel
analisar por falta de qualidade do material genético. (Tabela 9.4).

Tabela 9.5 — Resultado da sele¢do para triagem por CGH dos 29 propdsitos pertencentes a 16
familias do grupo- Epilepsia Familiar.

Rg. Idade Idade1° Tipo de epilepsia ' Triagem genética /
Pesq. /anos crise. éxito

F1-A Idiopatica generalizada CGH /inconclusivo
F1-D 42 15 Generalizada primaria v CGH
F1-E 7 5 Focal Idiopética CGH/ inconclusivo
F2-A 34 12 Crises complexas secundariamente
generalizadas/ OIRDA CGH/ inconclusivo
F2-B 46 13 Focal criptogénica Nao realizado
F2-C 67 2 Focal criptogénica v CGH
F2-D 35 19 Epilépsia generalizada familiar
Né&o realizado
F3-A 20 14 Fotossensivel generalizada v" CGH
F4-A 20 18 Generalizada Idiopética CGH/ inconclusivo
F5-A 34 9 Frontal v CGH
F6-A 50 26 Temporal Sem critério
F7-A 31 10 Primaria generalizada v CGH
F8-A 15 5 Parcial familiar/auséncia Sem critério
F9-A 23 3 Auséncia familiar CGH/ inconclusivo
F9-B 37 5 Auséncia familiar Né&o realizado
F10-A 25 15 Generalizada primaria Sem critério
F11-A 18 la,4m Parcial familiar v~ CGH
F11-B 13 1a, 9m Focal priméria v CGH
F11-D 40 14 Auséncia familiar v CGH
F11-O 25 1 Primaria CGH/ inconclusivo
F12-A 26 17 Lobo Frontal v~ CGH
F13-A 22 8 TCG Sem critério
F13-B 32 15 Generalizada Idiopatica Sem critério
F14-A 25 1a, 6m Rolandica Sem critério
F14-B 28 3 Generalizada primaria Sem critério
F15-A 20 8 Crises focais CGHY/ inconclusivo
F15-B 51 9 Potencial epileptiforme temporal N&o realizado
F16-A 25 ? Crises generalizadas Sem critério
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F16-B 27 ? Crises motoras MSD Sem critério

*Familia 17 (F17-A;F17-B; F17-C) excluida por falta de material para analise

9.1.3 Genealogia e resultados de familia

Familia 1 : ndo consanguinea, residentes em Salvador, trés membos sdo acompanhados em
uma dos ambulatoérios. Possuem 13 familiares com epilepsia 1 caso de convulsdo febril, casos
de morte prematura por feluxo (I11-33 e 11-34) e casos de distarbios neuropsigiatri na familia.
Casal de gémeos com Paralesia Cerebral, ap6s involucéo cognitiva ( 1V-6 e7), com um caso
de aborto espontaneo que os precederam (IV-5), a genitora (I 11-50), tem epilepsia,
estrabismo divergente e histérico de problemas mentais na infancia. Propésitos em estudo
F1-A(111-58); F1-D (111-54) e F1-E (IV-12)

Figura. 9.2- Genealogia da familia 1
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WParkson M Ritardo Mentale lReﬂusso(’_’) [l Steriotpia [I] Regressione psicomotoria/PC [JjConvulsione Febrile [l Epilessia

O resultado da avaliacdo genética por CGH-Array na proposita F1-D demonstrou uma

delecdo em no brago longo do cromossom 2 sub-banda q12.2
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Familia 2: sem relagdo de consaguinidade com relato de um membro colateral com
problemas psiquiatricos e 6 casos de epilepsias (inclusive). Matriarca I11-6-F2A (69anos) teve
a primeira crise com 2 anos e seus filhos 1V-1; 1V-8 e IV-10 respectivamente F2-A; F2-D e

F2-B, no inicio da adolescéncia, como demonstrado na tabela 9.3.

Figura 9.3 Genealogia da Familia 2.

Famiglia 2
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Resultado do CGH na matriarca (F2C) demonstrou uma delecdo no bragco curto do

5

Epilessia [l Pschiatrico

cromossomo 2 sub-banda p11.2-p11.1.
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Familia 11- Com relagdo de parentesco em trés consecutivas geragdes, apresenta uma
frequéncia de patologias associadas em diversos individuos. Com recorréncia de mortes
prematuras (duracdo em vida de no maximo de 1 dia), alguns destes malformados e varios
casos de abortamento espontaneos. Casos de malformacgfes congénitas (pés tortos, bexigas
neurogénicas, labios e palato fendidos, tumores oculares, dismorfismos faciais) além de
graves problemas ortoarticulares; surdez e perda auditiva; diabetes, hipercolesterolemia;
problemas hematoldgicos alem da epilepsia. Diversos casos de disturbios mentais também
foram relatados. Histdria recorrentes de cancer (prostatico?) com morte prematura, também
foi citado; tem recorréncia na familia de cripitorquidia bilateral varios individuos masculinos,
inclusive o irméo do propdsito deste estudo. Uma irmé& da genitora com infertilidade.

Avaliacdes desta familia por CGH demonstra segregacdo de 3 variantes gendmicas (CNV).

(Figuras: 9.4; tabela 9.5).
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Famiglia 11

Figura 9.4 Genealogia da familia 11
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Tabela 9.6- Resultados da Andlise por Array-CGH em membros da familia 11

Localizacédo Localizacao Localizacéo
Gendmica Gendmica Gendmica
(Tamanho do | (Tamanho do | (Tamanho do
duplicado) duplicado) duplicado)
Id Posicéo Start Stop Start Stop Start Stop
Pesq. | Heredograma
F11-A | ll-1 figura (a) 139651255 e e T IR S e
39821083
(169.829 Kb)
F11- 11-18 figura (b) 139651255 R e e
inf Familia central 139821083
(169.829 Kb)
F11-W | I-2 figura (b) 139651255- | —mmmmmmmmeeeeeee 20563936-
Sl G 139821083 20701992
(169.829 Kb) (138.057 Kb)
F11-D | I-2figura (a) 139651255- 32021733 - | e
139794135 32438943
(142.881 Kb) (417.211 Kb)
F11-S 139651255- 32021733 = | e
11-4 figura (b) 139794135 32510863
(142.881 Kb) (489.131 Kb)
F11-B | lI-2 figura (a) 139651255- | mmmmmememmmmmmemen | e
Nucleo familiar 1 139758666
(107.412 Kb)
F11-H | I-1figura(b) |- 32021733 = | e
(I-11)  familia 22510663
central (489.131 Kb)
F11* I-2 figura (b) | -----mmmme- 32021733 e R
(I1-4)  familia 32510863
central (489.131 Kb)
F11-U |figura(b) | ---—=mmmmmeee- 32021733 - | e
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(1n-Vv) familia

central

32510863
(489.131 Kb)

F11-v9

figura (b)
(11-1)

central

familia

32021733 -

32326095
(304.363 Kb)

20496489 -
20750249

(253.761 Kb)

F11-
JA

figura (c)
I1-2 figura 12

31972646-32438943
(466.29,8 Kb)

F11-K

I-1 patriarca
familia central

figura (b)

32021733-32510863
(489.131 Kb)

F11-L

I-1 figura 11
figura (b)

20496489-
20750249

(253.761 Kb)

F11-C

-3 do
familiar 1,
do propésito.

nucleo
irméo

figura (a)

Negativo

F11-T

Filho do terceiro
filho do casal
central 11-3

V-6 heredograma
completo

figura (b)

Negativo

F11-R

Sobrinha do pai do
proposito

Negativo

F11-P

VI-1 familia
central 111-1 fig.11

Negativo

F11-N

VI-1 da familia
central

Negativo
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Tabela 9.7- Descricdo de Variacfes no Numero de Copias > 400kb encontradas em pacientes ¢ familiares com epilepsia do estudo “Investigagdo
genéticas e familiar em pacientes com epilepsias no Estado da Bahia”

Id. Pac. Rearranjo Posicdo gendbmica | Posicdo gendmica | Tamanho Heranca Data base/Significado
ponto de quebra ponto de quebra minimo (1.1SCA / 2.DECHIFER
| proximal | distal [ (Kb) | | 3.NCBI36/4.DGVv.1) |

del(2) (q11.2) 89,441,848 90,234,023 792 ?
Laen | del(2) (p11.2 - pl1.1) 89,276,158 91,766,271 2,490 ?
dup(16) (p12.1) 24,931,032 24,931,892 861 ?
dup(21) (p11.2) 98,324,48 98,334,32 985 ?
del(1) (p21.1 105300275 106208595 908 ?
F7-A del(4) (q24) 104699794 105460788 761 ?
del(6) (p11.2) 57329882 58180963 851 ?
F11-A del(15) (q11.1-q11.2) 20481702 22509254 2,027 Materna
dup(8) (p31.1) 11141188 11145066 3,879 de novo?
dup(21) (p11.2) 9832448 9832448 985 de novo?
dup(15) (q13.3) 32021733 32438943 417 Paterna
SENVSN dup(15) (913.3) 32021733 32510863 489 Paterna
dup(15) (q13.3) 31972646 32438943 466 Materna
F11-H dup(15) (q13.3) 32021733 32510863 489 Paterna
del(15) (q11.1 - q11.2) 20575646 22432687 1,857 Materna
F11-K dup(15) (q13.3) 32021733 32510863 489 Paterna
del(15) (g11.1 - q11.2) 20481702 22784582 2,302 Materna
F11-P del(15) (q11.1 - q11.2) 20603042 22509254 1,906 ?
dup(15) (q13.3) 32021733 32510863 489 Materno
del(15) (q11.1 - q11.2) 20575646 22509254 1,933 ?
del(15) (g11.1 - q11.2) 20481702 22378143 1,896 Materna
F11-U dup(15) (q13.3) 32021733 32510863 489 Paterna
5 del(X) (p22.33) 169064 2865335 2,696 de novo
del(Y) (p11.32 - p11.2) 119064 6781557 6,662 de novo
del(15) (q11.1 - q11.2) 20481702 22432687 1,950 Materna
. dup(Y) (q11.21 -q11.223) 14083244 23649430 9,566 de novo
dup(15) (gq11.1 - q11.2) 20102541 22486999 2,384 ?
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Tabela 9. 8 - Descri¢do de Variagcbes no Nimero de Copias de >100kb e < 400kb encontradas em pacientes e familiares com epilepsia do estudo
“Investigacao genéticas e familiar em pacientes com epilepsias no Estado da Bahia”

Rearranjo

F2-C dup (10) (g26.3)

F5-A dup(3) (g26.1)
S dup(9) (934.3)
F11-B dup(3) (921.2)
F11-B dup(3) (g26.1)
FHEEE del(3) (929)
F11-B dup(9) (934.3)
F11-D dup(9) (934.3)
ST dup(9) (g34.3)
F11-L dup(16) (p12.3)
F11-S dup(9) (934.3)
SHRWAS dup(9) (g34.3)
SHEWAY  dup(16) (p12.3)
SRRV dup(15) (q13.3)
S UVEE dup(16) (p12.3)
ZPDA dup(22) (q11.23)

Posicdo genémica
ponto de quebra
proximal

135276496

162514534
139651255
51835114
162514534
195425875
139651255
139651255
139651255
20496489
139651255
139651255
20563936
2021733
20496489
25664618

Posicéo gendbmica
ponto de quebra
distal

135404523

162619141
139821083
51941665
162619141
195614588
139758666
139794135
139821083
20750249
139794135
139821083
20701992
32326095
20750249
25892253

Tamanho
minimo

(Kb)

128,37

104,86
169,82
106,55
104,60
188,71
107,41
142,88
169,82
253,76
142,88
169,82
138,05
304,36
253,76
227,63

Heranca

?
Materna
De novo
De novo
De novo
Materna
Materna
Materna
Materna
Paterna?

?

?
Materna

Materna
?

*As posi¢coes gendmicas estdo descritas de acordo com a Human Genome Bulding (Build GRCh37, hg19, 2009)

Data base/Significado

(1.ISCA / 2.DECHIFER / 3.NCBI36
/4.DGV v.1/5.CNV-CHOP

N. Genes relevantes
para epilepsia

5. 28 variantes de sobreposi¢do pop. CYP2E1l

(PMID: 25280786)
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Tabela 9.9-Descricdo de Variacbes no Numero de Copias de <100kb encontradas
“Investigacao genéticas e familiar em pacientes com epilepsias no Estado da Bahia”

Pac.

F2-C
F2-C
F2-C
F2-C
F3-A
F3-A
F3-A
F5-A
F7-A
F7-A
F7-A
F7-A
F11-B
F11-B
F11-B
F11-B
F12-A
F12-A
F12-A
F12-A
F12-A
F12-A
12-A

Rearranjo

dup(9)(p11.2)
dup(9)(g21.13)
del(11)(gq13.5)
dup(22) (q12.3)
dup(4) (g34.1)
dup(4) (934.3)
del(4) (p13)
dup(19) (
del(14) (g24.2)
del(15) (g24.2)

dup(16) (p13.11)

del(19) (g24.2)
del(4) (p13)
dup(4) (g34.1)
dup(9) (p24.2)
del(21) (p22.3)
del(1) (p31.1)
del(2) (936.3)
dup(3) (g26.31)
del(4) (p13)
dup(6) (p22.3)
dup(9) (p31.1)

dup(16) (p13.11)

*As posi¢des gendmicas estdo descritas de acordo com a Human Genome Bulding (Build GRCh37, hgl19, 2009)

Posicdo genémica
ponto de quebra

proximal

3851630
77588923
75915308
32327784
173429497
181496115
42107069
10158842
73425739
75632573
16276056
6702568
42107069
173429497
3851630
43826675
81951282
226329408
172538344
42107069
21597975
21597975
16276056

Posicéo gendbmica
ponto de quebra

distal

3851689
77641141
75915367
32327843
173429556
181562163
42107128
10158901
73425798
75632632
16276115
6797381
42107128
173429556
3931394
43826734
81951341
226329467
172538403
42107128
21598034
21598034
16276115

Taman
ho
minimo
(Kb)

60
52
60
60
60
66
60
60
60
60
60
94,81
60
60
79,76
60
60
60
60
60
60
60
60

GALNTLG6

C3P1
DCAF4
COMMD4

ABCC6

C3, GPR108, TRIP10...

5.Ndo descrita
5.Néo descrita
5.Ndo descrita
5.Néo descrita
5.Ndo descrita
5.Néo descrita
5.Ndo descrita

5.Nédo descrita
5.Nao descrita
5.Nédo descrita
5.Néao descrita

5.Nédo descrita

em pacientes e familiares com epilepsia do estudo

Data base/Significado
(1.1SCA / 2.DECHIFER 3.NCBI36
/4.DGV v.1 /5.CNV-CHOP)
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9.2 RESULTADOS DO GRUPO- ENCEFALOPATIAS EPILEPTICAS-G2

9.2.1 Caracteristicas gerais da amostra

Dos 20 sujeitos analisados no grupo das encefalopatias epilépticas, 55% (11) eram do
sexo feminino; a idade variou de 01-15 anos (meédia de 7,7/ mediana 8,0/desvio padrdo 4,0).
Graficos 8.4, 8,5 e 8,6. A idade na primeira crise variou de 2 dias a 10 anos, sendo que 70%
(14) dos pacientes tiveram a primeira crise até o primeiro ano de vida. A média de tempo de

convivio com as crises foi de dois anos (mediana 0,8, desvio padréo de 2,6). Grafico 9.7.

Sexo

B Feminine M Masculino

Gréfico 9.4- Frequéncias do total de sujeitos do grupo 2 por sexo

Pagina 105



B Idade

Numero de sujeitos por idade

16

14

1z

10

a

5]

4

1.,

° (2] [E] Gl @ [4 [l (1] (2] N. de sujeitos

Meédia 7,7 - Mediana 8,0 - Desvio Padrio 4.0

Gréfico 9.5- Numero total de sujeitos do grupo G2 por idade

Faixa etaria dos pacientes

%

DeOa7

De 8al4

Gréfico 9.6- Frequéncias das idades por faixa etaria
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Idade na primeira crise

e idade em dias (d); més (m) e ano (a)

Gréafico 9.7- Distribuicdo das idades dos 20 pacientes do G-2 em ocasido da primeira crise

Quatro (20%) dos pacientes inseridos neste grupo tinham lagos de parentesco (2 irmas
e 2 primas). As analises familiares de 85% (17) dos sujeitos mostraram recorréncia familiar de
epilepsia em 76,5% (13), com uma variacdo entre 1-5 casos por familia; 29,4% (4) dos
familiares avaliados tiveram convulsdes febris (CF) e disturbios neuropsiquiatrico-DNP:
(retardo mental, deméncia, esquizofrenia, sindrome do pénico, déficit de atencdo com
hiperatividade) foram relatadas nas familia de 41,1% (7) dos 17 propdsitos avaliados, com
uma variacdo de 1-25 casos por familia. Somente 15% (3) das familias avaliadas
apresentaram consanguinidade. Familiares de 5 propositos ndo puderam ser avaliados.
(Tabela 9.9 e gréfico 9.8).
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Tabela 10- Casos de epilepsia, convulsdes febris e distdrbios neuropsiquiatricos em familiares
de 17 propdsitos do grupo 2.

Caso (ld.pesq.) N de casos com

N casos com N. casos com epilepsia na Consanguinidade

DNP CF familia (n.geracao)

007(GB)
ci(cm)
004(CC)
028(DD)
P7(FF)
023(HG)
019(HA)
P3(JM)
022(KO)
D1(LR)
001(LCM)
010(MC)
P6(ME)
013(MLM)
014(MD)
D2(PR)
017(PB)
P1(RR)
C4(VM)
P5(VE)

o

1
p
3
4
5
6
7
8
9

N
(6]

©O OO0 OO0 B X Xk OO S MXELROONOO©OO

B N W R NAMXXEOAONRXNOOOMRN

1 WIN B, OO X XN OOV

Consaguindade

%

Sim N3o avaliado

\ J

Gréfico 9.8- Frequéncia de consanguinidade nas familias de 17 prop6sitos do G2.
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Quanto aos tipos de crises 15% (3) dos pacientes tiveram crises focais; 5% (1) teve
crises focais secundariamente generalizadas (ESES); 10% apresentavam crises generalizadas;
15% (3) crises parciais complexas; 5% (1) crises parciais complexas com componente
atonico; 10% (2) crises febris mioclénicas astasticas; 5% (1) com crises hemifaciais; 5%(1)
com mioclonias e 30% (6) apresentavam espasmos infantis, dois destes com outras crises ou
sindromes associadas. (Tabela 10). As principais caracteristicas clinicas destes pacientes

podem ser visualizadas na tabela 11.

Quanto a avaliacdo genética laboratorial, 80% (16) dos 20 propdsitos deste grupo
foram incluidos para andlise com um painel de 21 genes com a metodologia de
sequenciamento de Gltima geracdo (Next Generation Sequencing -NGS); destes 25% (4)
apresentaram mutacdes génicas significantes nos genes CDKL5, SCN1A, ARX e SLC25A22,
tendo sido 50% (2), comprovado na validacdo (CDKL5 e SCN1A)ambos mutacdo de novo,
um (SLC25A22) mostrou-se em estado de heterozigose no probando e na genitora e dois
irmdo com quadro clinicos semelhantes apresentaram alelos normais. A mutacdo do gene
ARX, ndo foi possivel terminar a analise a tempo para ser apresentada nestes resultados. A
tabela 9.2 traz as especificacfes das mutacGes encontradas, bem como as caracteristicas dos

propositos e familiares validados

Tabela 11 — Tipos e frequéncias das crises apresentadas pelos 20 pacientes com
Encefalopatias Epilépticas-G2.

CRISES EPILETICAS

PACIENTES TIPOS DE CRISES FREQUENCIA %
P5(VE) Crises focais complexas secundariamente 1 5,0
generalizadas ESES
P6(ME) +P3(JM)+022(KO) Crises focais simples 3 15,0
028(DD) +019(HA) Crises generalizadas 2 10,0
P7(FF) Crises hemifaciais 1 5,0
D1(LR) +D2(PR) Crises febris mioclonicas astasticas 2 5,0
001(LCM)+010(MC)+017(PB) Crises parciais complexas 3 15,0
P1(RR) Crises parciais complexas com componente atonico 1 5,0
C1(CM)+004(CC)+023(HG)+014(MD) Espasmos infantil 4 20,0
007(BG) Espasmos infantis; crise parcial versiva E; CPC 1 5,0
ca(vm) Espasmos infantis, S. Ohtahara, S. West 1 5,0
013(MLM) Mioclonias 1 50
Total geral 20 100,0
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Tabela 12- Caracterizacdo dos pacientes elegiveis para analises por painel de genes- NGS

P7-FF

001-b LC

Idade/Sexo

28/F

24/F

10/F

11/F

12/ M

11/F

10/ M

16/F

15/F

741 M

4,10/ F

54/M

9,6/F

59/F

Inicio das
Crises

7 meses

2 dias

6 meses

9 meses

6 meses

5 anos

1 ano, 4 meses

10 anos 8 meses

2 anos

4 anos

1ano, 2meses

1ano

6 anos

2anos e 6 meses

Aspectos Clinica

Espasmos epilépticos; completude de ondas lentas
difusas.

Espasmos epilépticos; suspeita de S. Ohtahara, S.
West; apresenta Sindrome do nervo sebaceos limiar;
Déficit cognitivo; hemimegaencefalia; assimetriaa de
face;

Crises febris miocl6nicas astaticas. EEG con surtos de
CEP generalizado, sem crises. Deficit de atengéo.

Crises mioclonicas astaticas precipitada por febre;
RNM e EEG anbmalos (com surtos de CEP
generalizados, sem crise);

Crise parcial complexa com componente atdnico e
queda de cabega; distirbio de comportamento com
hiperatividade; dificuldade escolar, aquisicdo de
escrita, leitura e calculo;

Crise focal simples, crises hemifacial sensoriomotor,
inabilidade na fala; hipersalivagdo; crises parciais
complexas; crises durante o sono; Epilepsia Rolandica
Atipica; hipotonia; displaxia oromotor; retardo mental.

Crises focais complexas secundariamente
generalizadas durante o sono. Encefalopatia ESES.

Crises focais simples; crises hemifaciais sensomotor,
hipersalivagdo.  Epilepsia  Rolandica  Atipica.
Hipotonia.

Crise complexa hemifacial; Epilepsia Rolancica
Atipica; Atraso na aquisicao da leitura e escrita;

Crises parciais complexas, com vOmito e cefaleia;
Ataxia.

Espasmos infantis; retardo psicomotor; dismorfismos;
suspeitado sindrome de Smith Optiz (afastado)

Espasmos infantis, crises parcial versiva para
esquerda, crise parcial complexa; parada ou regressdo
psicomotora; sinais piramidais.

Crises parciais complexas no sono; crises parciais
complexas, motoras com versdo da boca e salivagéo.

Mioclonias ao acordar; mioclonia estatica; auséncia
atipica; parada ou regressdo psicomotora; Ataxia.
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16/M 3 meses

7,6/ M 25-30 dias

/M 8meses

6/F 1més

8,4 /M 1més

Relatos de solucos
desde a primeira

mamada

8a/M 4 meses

Espasmos infantis; crises versivas com clonias; retardo
psicomotor; hipotonia; Achados em neuroimagens:
aumento dos ventriculos cerebrais; reducdo do corpo
caloso.

Crises  parciais complexas com  vocalizacdo;
Convulsbes febris dos 4-6 anos e 11m; ataxia no
inicio. Apresenta dificuldade escolastica

?

Crises focais com olhos versivos; crises parciais
complexas com clonias; convulsdes febris;distarbio do
comportamento / hiperatividade; transtorno opositor;
RNM: alteracBes dos sinais da substancia branca no
lobo occiptal esquerdo e na regido hipocampal (edema
ou gliose ?); anomalias epileptiformes.

Espasmos infantis; retardo psicomotor; manifestacdes
extrapiramidais (discretos movimentos
coreoatetosicos); sinais piramidais; hipotonia. Dupla
hemipareses espastica sem controle cervical.

As analises dos 12 pacientes restantes revelaram polimorfismos raros (abaixo de

0.05%) em alguns dos 21 genes avaliados, pelo menos 29 destes foram ndo sinénimos. A

tabela 9.2 traz a relacdo dos polimorfismos ndo sinbnimos encontrados nos diferentes genes e

pacientes avaliados.

Do total dos 20 pacientes, 45% (9) foram avaliados também por CGH. Dos quatros

ndo avaliados pelo painel 50% (2) foram avaliados por CGH. A tabela 9.3 traz os resultado

das CNVs encontradas nestes pacientes. Tabela 12- Polimorfismos resultantes das andlises de

21 genes sequenciados com painel-NGS.
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Tabela 13- Polimorfismos resultantes da analises de 21 genes sequenciados com painel-NGS em 16 pacientes com encefalopatia epiléptica
pertencentes ao grupo 2.

Homo
sapiens
(hg19) Nao
dbsnp Homo sapiens Outras  Sindni
N° ID. Pac. Cromossomo g Tipo Zigosidade  Cobertura  variants (hgl19) Gene variantes ma
001-LCM
2 166908537 SNV Heterozigotos 69 SCN1A Né&o -
9 131390244 SNV Heterozigotos 170 rs141475745 SPTAN1 Né&o Néo
11 7936207793621 Insercéo Heterozigotos 32 SLC25A22 Né&o Néo
16 29825126 SNV Heterozigotos 39 rs11150573 AC009133.20, PRRT2 Néo -
20 62045403 SNV Heterozigotos 30 KCNQ2 Né&o
2 C4-VM
2 166211094 SNV Heterozigotos 90 SCN2A N&o
2 166848740 SNV Heterozigotos 24 SCN1A N&o
9 131351042 SNV Heterozigotos 137 SPTAN1 -
9 138645901 SNV Heterozigotos 75 KCNT1 -
9 138647036 SNV Heterozigotos 180 KCNT1 Nao

Continua na préxima pagina
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...Continuacéo tabela 9.2 (Pg 2)

16 29825022 SNV Heterozigotos 110 AC009133.20, PRRT2 Nao
16 29825126 SNV Heterozigotos 25 AC009133.20, PRRT2 N&o

P-3-JM
16 9934691 SNV Heterozigotos 96 rs9924016 GRIN2A No Nao

16 29825126 SNV Heterozigotos 20 rs11150573 AC009133.20, PRRT2 No N&o

P-5-VE

12 52094965 SNV Heterozigotos 112 SCN8A N&o
12 52094965 SNV Heterozigotos 112 SCN8A N&o
12 52094965 SNV Heterozigotos 111 SCNB8A -

16 9928100 SNV Heterozigotos 42 rs201444481 GRIN2A Né&o

2 166179779 SNV Heterozigotos 153 rs141815642 SCN2A No Né&o
2 166246235 SNV Heterozigotos 144 rs73025979 SCN2A No Né&o
2 166179779 SNV Heterozigotos 153 rs141815642  SCN2A No Néo
2 166246235 SNV Heterozigotos 143 rs73025979 SCN2A No -

2 166903495..166903496 Delecéo Heterozigotos 203 SCN1A No -

12 52100334 SNV Heterozigotos 292 rs187115247 SCN8A No Néo
16 9934691 SNV Heterozigotos 110 rs9924016 GRIN2A No N&o

Continua na proxima pagina
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....Continuacao tabela 9.2 (Pg 3)

16 29825126 SNV Homozigoto 43 rs11150573 AC009133.20, PRRT2 No

2 166179779 SNV Heterozigotos 156 rs141815642 SCN2A No Nao
2 166179779 SNV Heterozigotos 152 rs141815642  SCN2A No -
2 166903495..166903496 Delecdo Heterozigotos 265 SCN1A No

2 166903495..166903496 MNV Heterozigotos 265 SCN1A No -
5 125891713 SNV Heterozigotos 269 rs138056453  ALDH7Al No -
5 125929001..125929004 Delecédo Heterozigotos 268 rs5871220 ALDH7A1 No -
5 125929001..125929004 MNV Heterozigotos 268 rs5871220 ALDH7A1 No Néo

| H

9 138594163 SNV Heterozigotos 53 rs146292575 KCNT1 No Nao
9 138656897 Heterozigotos 187 rs116691849 KCNT1 No Néo
9 mssw13 SNV Heterorigotos 53 15139034501 KONTL  No  Sim

9 138594163 SNV Heterozigotos 53 rs146292575 KCNT1 No N&o
9 138656897 SNV Heterozigotos 187 rs116691849 KCNT1 No Néo
16 9934691 SNV Heterozigotos 144 rs9924016 GRIN2A No -

16 29825126 SNV Heterozigotos 60 rs11150573 AC009133.20, PRRT2 No Néo
20 8639167 Heterozigotos 99 PLCB1 No =

|

1

44365454

022-KO

Heterozigotos

21

rs112394294

ST3GAL3

SNV

X

99551403

Heterozigotos

120

rs191333060

PCDH19
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023-HG
2 166221706 SNV Heterozigotos 124 rs145662546 SCN2A Né&o

16 29825126 SNV Homozigoto 60 rs11150573 AC009133.20, PRRT2 Nao
20 62038510 Heterozigotos 41 rs187252584 KCNQ2 Né&o
9 028-DD

9 138594203 SNV Heterozigotos 53 rs146152956 KCNT1 No N&o
131389748 SNV Heterozigotos 10 rs112955915 SPTAN1 No Né&o
138594203 SNV Heterozigotos 52 rs146152956 KCNT1 No Né&o

16 9934691 SNV Heterozigotos 103 rs9924016 GRIN2A No -

16 29825126 SNV Homozigoto 36 rs11150573 AC009133.20, PRRT2 No Néo

10 007-BG
2 166211094 SNV Heterozigotos 275 SCN2A No Néo
2 166848568 SNV Heterozigotos 464 rs149315236 SCN1A No N&o

2 166892966 SNV Heterozigotos 61 SCN1A No N&o

16 29825126 SNV Homozigoto 100 rs11150573 AC009133.20, PRRT2 No Néo
X 18582647..18582648 MNV Heterozigotos 65 No -
X 18582647..18582648 Delecdo Heterozigotos 65 No -

11

Continua na proxima pagina
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Continuacdo tabela 9.2 (Pg5)

2 166211094 SNV Heterozigotos 226 SCN2A No Nao
2 166245642 SNV Heterozygous 179 rs138123155  SCN2A No Né&o
2 88740 SNV Hewrozigos 12 SCNIA  No  Sim
9 138664787 SNV Heterozigotos 278 rs146810749 KCNT1 No Nao
16 29825126 SNV Homozigoto 109 rs11150573 AC009133.20, PRRT2 No Né&o
19 50367493 SNV Heterozigotos 305 rs145904995 PNKP No Nao
12 P1-RR
19 50367493 SNV Heterozigotos 305 rs145904995 PNKP No Néo
2 166211094 SNV Heterozigotos 49 No N&o
2 eessg740 SNV Hewrozigos %6 No  sim
2 166894680 SNV Heterozigotos 57 No -
9 131340319 SNV Heterozigotos 36 No -
9 131340361..131340363 MNV Heterozigotos 35 No -
9 131340361..131340363 Delecdo Heterozigotos 35 No -
16 9934691 SNV Heterozigotos 64 rs9924016 No -
16 29825126 SNV Homozigoto 36 rs11150573 No Néo
13 P6-ME
2 166894343 SNV Heterozigotos 328 rs144679294 SCN1A No N&o
19 s68466 SNV Heterozigots 53 13447225 PNKP  No  sSim
20 62055522..62055523 MNV Heterozigotos 6 KCNQ2 -
X 18582647..18582648 MNV Heterozigotos 30 CDKL5 -
X 18582647..18582648 Delecéo Heterozigotos 30 CDKL5 -

P7-FF

2 166211094 SNV Heterozigotos 185 SCN2A No Néo
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Continuacao tabela 9.2 (Pg6)

9 131367308 SNV Heterozigotos 274 rs200543425 SPTAN1 No -
9 138669210 SNV Heterozigotos 237 rs149028586 KCNT1 No Né&o
9 138669252 SNV Heterozigotos 240 rs142726010 KCNT1 No Né&o
9 131367308 SNV Heterozigotos 274 rs200543425 SPTAN1 -
9 138669210 SNV Heterozigotos 238 rs149028586 KCNT1 Né&o
9 138669252 SNV Heterozigotos 240 rs142726010 KCNT1 Nao
16 29825126 SNV Homozigoto 64 rs11150573 AC009133.20, PRRT2 No Nao
20 62038585 SNV Heterozigotos 196 rs35647984 KCNQ2 No Né&o
20 62038585 SNV Heterozigotos 196 rs35647984 KCNQ2 Néo
X 18582647..18582648 MNV Heterozigotos 96 CDKL5 -
X 18582647..18582648 Delecédo Heterozigotos 96 CDKL5 -
15 D1-LR
16 9934691 SNV Heterozigotos 89 rs9924016 GRIN2A No -
16 9943856 SNV Heterozigotos 64 GRIN2A No -
16 29825126 SNV Homozigoto 36 rs11150573 AC009133.20, PRRT2 No Néo
17 46022869 SNV Heterozigotos 94 PNPO, RP11-6N17.9 No -
16 014-MD
12 52096441..52096481 Delecéo Heterozigotos 193 SCN8A No -
12 52096441..52096481 MNV Heterozigotos 193 SCN8A No -
16 9934691 SNV Heterozigotos 179 GRIN2A No -
16 29825126 SNV Homozigoto 66 AC009133.20, PRRT2 No Néo

SNV= Variante de um Unico nucleotideo (Single Nucleotide Variants )
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9.3 RESULTADOS DAS AVALIACOES DO GRUPO 3-EPILEPSIA ROLANDICA

Dos 11 pacientes pertencentes a este grupo 63,6% (7) eram do sexo feminino a média
de idade foi de 11,4 anos (mediana, 11,0 / desvio padréo de 2,5), com variagédo entre 7- 15,
sendo que 90,9% estavam na faixa etaria entre 8 e 15 anos (Gréaficos 8.9). A idade na primeira
crise variou entre 1 ano e 5 meses a 10 anos (grafico 9.0), sendo a média de tempo de
convivio com as crises de 7,3 anos (mediana 6,0 / desvio padrdo 3,5). Apenas 27,3% dos
propdsitos tiveram convulsdo febril. A avaliacdo familiar de 10 dos 11 propositos revelou
recorréncia de crises epilépticas em 63,6% das familias, nenhuma destas tinham relacdo de

consanguinidade (Gréficos 9.9 e 10)

Idade dos pacientes em 2014

De8al4

Gréfico 9.9- Faixa de idades dos pacientes do grupo 3-Epilepsia Rolandica

Idade no inicio das crises

Gréfico 10 Idade no inicio das crises dos propositos do grupo G-3
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Tabela 14- Caracteristicas clinicas dos pacientes com Epilepsia Rolandica pertencentes ao
grupo 3.

IDADE DE
INICIO DAS
Id. pesquisa SEXO IDADE CRISES

CARACTERISTICAS CLINICAS

Crises focais, complexas secundariamente
generalizadas, piora com carbamazepina
ndo responde a valproato. Epilepsia
Rolandica Atipica. Atraso na aquisi¢do da
leitura e escrita. Com ESES.

1 POCS-1(RRS) M 11 06

Crises focais, convulsdo febril. Descargas
frontotemporais de ponta onda continua no
sono, piorando com carbamazepina.
Dificuldade no aprendizado.

2 POCS-2(1VSS) M 07 01

Crise focal simples, crises sensoriomotor,
crises parciais complexas; crises durante o
sono, piora com carbamazepina; hipotonia

3 POCS-3(IMM) F 10 05 displaxia retardo mental, inabilidade na fala;
hipersalivacdo; Epilepsia Rolandica Atipica.
EEG com descargas centrotemporais e
ponta onda continua no sono.

Teve convulsdo febril, crises focais
complexas com discargas centro teporais e
ponta onda contiinua no sono, piora com

4 POCS-4(NCRS) F 14 06 uso de carbamazepina. Responde ao
valproato., dificuldade no aprendizado,
atraso do desenvolvimento psicomotor.
Epilepsia Rolandica Atipica

Crises focais complexas secundariamente
generalizadas no sono. Retardo Mental,
cluster frequentes de descargas
5 POCS-5(VESP) M 13 01 generalizadas com pontas ondas lentas
continua no sono, aumentando quando em
uso de carbamazepina-Encefalopatia ESES.

Crises focais complexas, sem convulsdo
febril.,, parada e regressdo neuroldgica,

6 POCSS5.1(VSP) M 12 1a,5m dificuldade na fala e comunicacdo, atraso na
aquisicao da leitura e escrita
Retardo no desenvolvimento
7 POCS5.2(JASP) = 08 06 neuropsicomotor, parada regressao

neurologica, afasia, ataxia, dificuldades na
aquisicdo da comunicacgdo; dificuldade de
aprendizado escolar. Retardo mental
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8 POCS-6(MEPB)  F

g POCS-7(FSF) F
POCS-8(LRC) F

10

11 POCS-9 (PRC) F

15

14

11

10

10

02

9m

06

Crises focais simples; crises hemifaciais
sensomotor; Hipotonia. Epilepsia Rolandica
Atipica.

Crise complexa, crise hemifacial; convulséo
febril ; Atraso na aquisicdo da leitura e
escrita; Epilepsia Rolancica Atipica;

Crises  febris mioclénicas  astaticas.
Convulsao febril; EEG com surtos de CEP
generalizado,. Déficit de atenc&o.

Crise mioclonica-astaticas precipitada por
febre. Retardo mental e EEG com surtos de
CEP generalizados,.

O seguenciamento do gene GRIN2A, ndo mostro mita¢bes nos casos concluidos.

Alguns polimorfismos foram revelados. O como pode ser visto na tabela 15.

Tabela 15- Resultado Seguenciamento do GRIN2A nos pacientes do grupo 3

CODIGO PACIENTE SNV
POCS-1(RRS) 159924016
POCS-2(IVSS) Inconclusivo
POCS-3(JMM) rs9924016
POCS-4((NCRYS) Inconclusivo
POCS-5(VESP) rs201444481
POCS5.1(VSP) rs201444481
POCS5.2(JASP) WT
POCS-6(MEPB) WT
POCS-7(FSF) WT
POCS-8(LRC) rs9924016
POCS-9 (PRC) Inconclusivo

ALTERACAO SINONIMO
€.[1498-34C>T]; Intronica 7 NAO
ENST00000404927:¢.[1498-34C>T] NAO
ENST00000396575:¢.[1652-13T>C]; NAO

ENST00000396575:C.[1652-13T>C];

ENST00000404927:c.[1498-34C>T]
ENST00000396575:¢.[1123-38G>T] ?
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10 DISCUSSAO

A estratégia metodoldgica para analise genética das amostras do grupo 1 ndo foram
suficientes para atender a todas as familias. Isso ocorre pela heterogeneidade de fenétipos
epilépticos apresentados nas diferentes familias e mesmo dentro da uma familia. As
tecnologias de ultima geracdo para investigagdo gendémica sdo complementares,e quando

isoladas ndo sdo capazes de detectar as diferentes alteraces.

A propria metodologia escolhida para avaliar este grupo (Array-CGH) tem suas
limitagdes quanto ao fenotipo epiléptico, recente estudo de Zara, 2013, discute a nédo
eficacia do CGH em pacientes com epilepsia generalizadas sem outras morbidades
associadas. Esta também é a recomendacdo do Consoércio Internacional de
CitogenémicaArray-(ISCA), o qual reconhece a complexidade de fatores envolvidos
desde o ensaio (testes) até analise dos resultados (CNVs), além da prépria limitacdo da

técnica.

A pesar disso, os resultados aqui gerados sdo importantes para esta populacgéo,
mesmo que ainda ndo se saiba o significado de muitas das variantes encontradas, estes

dados direcionam para um aprofundamento para futuros estudos.

Foi decidido ndo seguir as recomendacGes do ISCA quanto a avaliacdo dos
resultados, isto € verificar entre os bancos de dados publicos de CNV a condicdo de
patogenicidade das alteracbes encontradas. Isto porque ndo encontramos uma
concordéncia dos pontos de quebra de muitas das CNVs encontradas em nossos pacientes
quando comparados com as depositadas nos bancos de dados recomendados. Muitas

fizeram sobreposicdes mais, ndo tinha sido comprovadamente patogénica.

Callawayet al., 2014, descreve que as CNV patogénicas podem associar-se a um
significativa variabilidade fenotipica, bem como ser consideradas patogénicas ou
presumivelmente patogénicas para quadros clinicos ndo correlacionados com a indicacéo

que se esta investigando gerando um resultado casual.

Acreditamos que ainda sejam necessarias muitas discussdes e reflexdes a respeito da
interpretacdo dos dados gerados a partir do CGH. Se ja sdo reconhecidas a existéncia de
limitacOes intrinsecacom relacdo a diferentes plataformas utilizadas (em termo de
tipologia e de cobertura), fazendo com que os resultados de um laboratério ndo sejam

reproduzidos 100% por outro, a mesma ressalva vale para os resultados gerados.
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Sem falar em todas as condigOes que envolvem a penetrancia e expressividades das alteracfes
genéticas e os envolvimentos dos fatores ambientais, individuas e familiares de cada sujeito

avaliado também influenciam nesta avaliacgéo.

Nesse estudo foram consideradas as variacbes acima de 60 kb,apesar de que seja
recomendado na literatura apenas CNV acima de 400kb, por acreditar que, se a mudanga em
um anico nucleotideo é capaz de precipitar patologias tdo graves como tantas que

conhecemos, desprezar estes resultados neste momento seria precipitado.

Os resultados encontrados neste estudo foram comparados com outros achados na
literatura, através dos bancos de dados OMIN (Online Mendelianlnheritance in Man) e
PubMed, Buscou-se a partir da CNV encontrada na nesta analise e casos clinicos semelhantes

para serem comparados.

Com esta estratégia as 3 variantes encontradas segregando na familia F11, assume um
sentido importante pois, com pelo menos duas delas (9934.3 e 15913.3), foi encontrada uma
correlacdo de até 100% dos sintomas apresentados por alguns membros da familia, com genes
localizados nestes seguimentos cromossdmicos. Como alguns genes que causam surdez
neurossensorial (fenotipo encontrado em 100% dos avaliados) e genes relacionados com

diferentes causas de canceres familiar, também este um achado significativo na familia.

E neste segmento cromossdmico que estdo também localizadas enzimas que
participam do sistema ABO, e muitas delas conhecidas por causar morbidades e mortalidades

neonatais importantes como, por exemplo, a galactosemia.

Com relacdo a epilepsia a variante encontrada em 15g13.3 nesta familia, contem um
gene que codifica para a subunidade 7 do receptor nicotinico de acetilcolina. Achados de
epilepsia envolvendo os estes tipos de receptores, ja trouxeram importantes contribuicdes para
este campo. Uma delecdo desta variante é conhecida por causar a sindrome de
microdelecd015913.3(OMIM - # 612.001), responsavel por um quadro clinico que vai desde
problemas de desenvolvimento neuroldgico graves até encefalopatias epilépticas (Endris et
al., 2010).

A alteracdo desta variante encontrada no nosso estudo foi em duplicagdo, a sindrome
microduplicacdo15q13.3 existe, mas ndo tdo fortemente associada a epilepsias com a delecéo.
Sdo encontrados uma variabilidade fenotipicas nos pacientes descritos com esta duplicacao,

revelada pela primeira vez em 2009, ja que ate entdo esta variante era tida como benigna(ref).
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Os sintomas descritos nos poucos casos relatados na literatura sdo muito variaveis, até
dentro de uma mesma familia (REF). E o que acontece também na familia aqui
estudada, nem todos com a variante tém epilepsia, mas todos apresentavam sintomas
associados. Os principais achados encontrados nesta variante sdo: retardo mental,
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, dificuldade de comunicacdo, problemas
comportamentais, distlrbios do espectro autistico, insénia e casos de convulsdes
(BEAL, 2013). Até o momento ndo foi encontrado na literatura um numero de pessoas
( 8 individuos) pertencentes a uma mesma familia com quadro clinicos semelhantes,
acreditamos que possa existir mais pessoas com a variante que ainda ndo foram

testadas.

Outras variantes encontradas neste grupo de pacientes foi a 2p11.2-p11.1, nos
bancos de dados como CNV benigna. Trés pacientes de 2 diferentes familias (F1, F2)
apresentaram esta variante em delecdo, com dimensdes diferentes. Achados na
literatura correlacionam genes ai mapeados com as manifestacbes de espectros
autisticos e outras alteracGes relacionadas com o desenvolvimento neuroldgicos, Neste
momento nao temos condi¢cdes de afirmar o envolvimento desta varidvel com o0s
quadros clinicos apresentados pelos respectivos pacientes, sendo necessarios novos

estudos para maiores esclarecimento

Acreditamos que com os resultados gerados a partir do Array-CGH nesta
familia sera possivel trazer muitas contribuicfes, porém estudos adicionais devem ser
feito utilizando outras metodologias para comprovacdo e fortalecimento das hipdteses

geradas.

Supde-se que os principais resultados obtidos nesta pesquisa ndo séo fatos
inéditos, s6 vem a corroborar com pensamentos que remontam 410 aC, pois foi o
préprio Hipdcrates que afirmou que a epilepsia poderia ser herdada como qualquer
outra doenca do cérebro. Pensamento este que foi sequido e comprovados por diversos
estudos, no passado e no presente, como os relatados em Zara et al., 2000; Schinzel e
Niedrist, 2001; Bahi-Buisson, 2005; Battaglia; Guerrini, 2005; David et al., 2001,
Johnson et al., 2011.

O fato de existir tantas familias com recorréncia de epilepsia nés faz pensar

que a afirmacdo feita por Sander e Shorvon (1996) a qual assume significado nestes
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casos, de fato para a maioria dessas familias a epilepsia € somente mais um dos sintomas

apresentados decorrentes de um disturbio maior (neuroldgico e/ou genético).

Através da historia familiar de 32 individuos foi possivel detectar 85 novos casos de
rocorréncia de epilepsia no ambito familiar. Estes achados nos convida a levar em
consideracdo as observacOes de Beigueman (2000); Bricarelli (2008), Azevedo (2006) e
quando afirmam que diante de um padrdo genético se faz necessario um olhar para além do
individuo. Schaefer e Thompson Jr.(2015), sdo mais contundentes quando afirmam que, na
era pés-gendmica, com maiores possibilidades de diagnostico de doengas genética, “uma
historia familiar detalhada é uma informacdo tdo critica para o prontuério de uma paciente
quanto a medicgdo dos proprio sinais vitais e resultados laboratoriais”. Estes achados reforcam
a necessidade de avaliacdo familiar a através de heredograma dos individuos afetados para

estabelecimento dos riscos de recorréncia

A genealogia da familia F1, nos mostra segregacdo de sinais e sintomas patoldgicos
impactantes em 3 geracOes ( falta acrescentar). Foi observado na realizagdo dos heredogramas
aspectos de negacdo, no relato de outros afetados, este achado também foi relatado por
Bricarelli (2008), que descreveu impactos psicoldgicos imensuraveis para uma mae em ver
um filho com algum problema de salde, esta senhora tem 5 dos seus 7 filhos com epilepsia,

além de netos, irmaos, sobrinhos e ela propria.

A familia F2-, composta de mae e 3 filhos com epilepsia (todas atendidos em um dos

ambulatorio),foi também observado uma segregacdo familiar.

Na familia F11, onde quatro membros sdo pacientes de um dos ambulatérios (mée e dos
filhos e uma sobrinha), observou-se , ser uma familia consanguinea, de 3 gera¢fes com casos
afetados associados a diversos problemas de salde. Sugerindo que o isolamento geogréfico
onde convivem colaborou para a endogamia. Foi encontrado relatos de 8 mortes prematuras
(6 demostrada no heredograma) de individuos malformados, diversos casos de aborto e

ocorréncia de epilepsia em 22 membros da familia, além de varios problemas de saude graves.

A alta especificidade e sensibilidade do painel NGS para rastrear mutacdes génicas em
massa mostrou-se uma técnica eficaz. O painel dos 21 genes mais frequentes nas
encefalopatias epilépticas teve uma sensibilidade geral 90%, variando de 80 a 95% de acordo
com o0 gene. O enquadramento clinico dos pacientes realizados previamente através de

protocolo especifica foi um ponto fundamental para o éxito dos experimentos, esse fato
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ajudou a aumentar o nivel de sensibilidade do teste, relevante para o fendtipo
especifico do paciente.

A metodologia utilizada para o teste foram otimizadas para identificar
mutacdes puntiformes envolvendo um Unica base (SNV) ou um numero reduzido de
bases (classificaveis como indel de pequenas dimensdes). Mutacdes do tipo
delecdes/insercbes /duplicagdes gendmicas ndo puderam ser identificadas com
precisdo neste teste, sendo este um dos limites da técnica. Por este motivo a decisdo

de realizar anélises de CGH nesta populacéo.

Como todo o sequenciamento de massa existiu a possibilidades que mutagdes
puntiformes patogénicas pudessem escapar da identificacdo seja devido a incorreta
avaliacdo das bases nucleotidicas por parte dos instrumentos de bioinforméatica ou
ainda pela possibilidade destas bases ndo serem cobertas pelo sequenciamento de alta

velocidade, implicando em geracgéo de resultados falso negativo.

Sendo estes mais uma limitacdo deste tipo de andlise. Porém o desenho do
teste limitou o numero de bases ndo coberta adequadamente para menos de 5% do
total, no caso dos genes com maior possibilidade de serem candidatos e inferior a 20%

para os demais genes.

O experimento gerou 124 variantes dos 21 genes nos 16 pacientes analisados,
muitas destas variantes sdo polimorfismos encontrados, mesmo que em baixa
frequéncia, na populacédo geral. Os dados depositados nos bancos pablicos, na maioria
das vezes, ndo sdo claros a respeito da populacdo cujos as variantes foram

encontradas, faltando pardmetros para comparar fendtipos.

A mutacdo detectada no gene SLC25A22 (11p15.5) em um dos pacientes
avaliados (P5-VE) estd associada com a forma precoce de encefalopatia epiléptica
infantil 3 (EIEE3- OMIM # 609.304). Este gene codifica para um transportador de
glutamato mitocondrial. Muitas variantes de Splicing alternativo que codificam para
a mesma proteina ja foram descritas (MOLINARI et al.,2005). MutacGes
homozigéticas em SLC25A22 foram descritos em relatos de casos de familias
consanguineas com EIEE (MOLINARI et al.,2005; PODURI et al.,2013). Até a data
atual ndo ha descricdo de mutacdes em heterozigose ou relatos de duplicacdes ou
delecdes neste gene. Em todo painel este foi 0 segundo gene que apresentou maior

dificuldade de cobertura, variando muito de individuo para outro. No paciente em
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estudo a cobertura total deste gene foi de 44%, abaixo do necessario para concluir um
diagndstico pelos pardmetros do servico onde foram realizadas as analises. A decisdo pela
validacao se deu pela histdria clinica do paciente e de seus dois irmdos (um menino e uma
menina) que apresentavam quadros clinicos compativeis, e ainda pela frequéncia que foi
encontrada a mutagdo na regido coberta (65%). Existe a possibilidade de mutagdo em outra
parte do gene ndo coberta que possa estar causando um estado de heterozigose composta neste

paciente. Sendo esta familia uma forte candidata para estudo por exoma.

A mutacdo SCN1A encontrada no paciente 028-DD foi uma mutacdo missense,
caracterizada por um cambio de uma citosina por uma guanina no exon 8 do gene, tendo
como consequéncia a troca de uma Alanina por uma Glicina na cadeia da proteina que
compde a subunidade 1 do canal neuronal de sodio potassio. Mutacdo neste gene é bem
descrita na Sindrome de Dravet e na forma Autossdmica Dominante da Epilepsia
Generalizada com Convulsdes Febris Plus (GEFS+) (OMIM #604.403). Casos herdados
destas condigdes ja foram descritos (TUNCER et al., 2015). A arvore genealdgica deste
paciente ndo demonstra recorréncia de casos de epilepsia, porém existem casos de crises
febris em duas geracOes, além de 15 casos de aborto espontaneo e morte prematura. Estes
achados familiares podem auxiliar no enquadramento diagndstico, demonstrando mais uma

vez a importancia da avaliagdo familiar.

O gene ARX (Aristaless Related Homeobox), localizado em Xp22.13, codifica uma
proteina que atua como fator de transcricdo para regulacdo da atividade de outros genes.
Mutacdes neste gene é bem descrita na S. de Ohtahara e na Encefalopatia Epiléptica Infantil
Precoce EIEE1 (OMIM30350).Como relatado por Mastangelo e Leuzzi, 2012.

A mutacdo encontrada na paciente deste estudo (022-KO) foi uma mutagdo missense
pro troca do aminoacido guanina para uma citosina na posi¢do 1367 (c:1367G>C) no exon 5
deste gene. Foi 0 gene mais dificil de ser sequenciado neste painel e até o nosso estudo
nenhuma outra variante deste gene tinha sido evidenciada pelo laboratério responsavel. A
cobertura, neste caso foi de somente 11% do gene, dados que classifica 0 experimento como
inconclusivo no padrdo determinado pelo laboratorio. Porém achados familiares através da
construcdo da genealogia desta crianga foi decisivo para tomada de decisdo na validacdo deste
resultado. Como demonstrado na tabela 9.9 dos resultados, nesta familia existem 25 sujeitos
com disturbios neuropsiquiatricos, segregando em 5 geragdes da familia consanguinea

materna e 2 geracbes da familia paterna. Sendo os dois genitores aparentemente n&o
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consanguineos. Estes dados sdo condizentes com os descritos na literatura, os quais
associa 0 ARX a forma de retardo mental ligado ao X, como relatado por Bienvenu et
al, (2002); Gronskov et al (2004) e descrita também em 4 individuos masculino em
duas geracdes de uma familia brasileira (GESTINARI-DUARTE et al, 2005). Estes
achados, além de reforcar a importancia da avaliacdo familiar para investigacdo
genética laboratorial, demonstra, como bem discutido por Charzewska et al, (2013) a
importancia em expandir o fenotipo associado com mutagcfes missense no gene ARX.
E provavel que a epilepsia desta crianca um sintoma secundario a um distdrbio maior,

como relatado em Sander e Shorvon (1996).

A validacdo da mutacdo no trios (pai, mée, e crianca) esta sendo realizada por
método de sequenciamento Sanger e pelas dificuldades de padronizacéo da técnica 0s

resultados serdo relatados posteriormente.

A mutacdo no gene CDKL5 encontrada na crianga (023-HG) de 8 anos com
uma grave encefalopatia epiléptica foi mais um achado importante neste grupo
avaliados pelo painel de genes. Por ser localizado no cromossoma X (p22.13), estas
alteracdes sdo muitas vezes letais em homens. Desde sua descoberta (2008) existe uma
tendéncia em correlacionar estes achados como sendo uma Sindrome de Rett. Os
individuos com a Sindrome de Rett, geralmente sdo assintomaticas entre os 6-18
meses de vida, ap0s esta idade, desenvolvem graves e persistentes alteragdes motoras,
cognitivas e comportamentais (NEUL et al., 2010; PANTALEON et al., 2015).
Enquanto a forma classica de Rett s € descrita em meninos em mosaico ou em
concomitancia com a Sindrome de Klinifelter o que provoca uma variabilidade
fenotipica tornando dificil a correlagdo genétipo fendtipo (AMIR et al., 1999;
MURPHY et al., 1994; NAKASHIBA et al., 2000), os poucos achados de mutacdo no
CDKL5 em individuos do sexo masculino vivos tém direcionado para separa¢do em
duas sindromes distintas, também do ponto de vista clinico. As meninas com CDKL5

apresentam fen6tipo que sobrepdes os apresentados por pessoas com a Sidrome de Ret

Descrigdo na literatura demonstram que nos individuos masculinos com
mutacBes CDKLS5 existe um atraso grave de desenvolvimento e inicio das crises antes
da idade de trés meses (PANTALEON e JUVIER, 2013; ERMEL et al., 2014;
GURSOY e ERCAL, 2015) . Estas descri¢des corroboram com os achados do

paciente em estudo fazendo que estes dados possam ajudar a melhor classificar esta
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condicdo, a fim de delinear um quadro clinico que possa servir para diagndstico precoce de

em outras crian¢as na mesma condicao.

A proporc¢édo dos achados de mutacdes neste gene de acordo com o sexo é de 5:1, até
2014 existiam pouco mais de 100 casos no mundo relatados na literatura, sendo 22 casos em
meninos. No Brasil existem relatos na literatura de 2 casos em meninas associada a
diagndstico de Rett atipica (Leitdo, 2013), mas ndo oficialmente sdo conhecidos 9 casos,
sendo este 0 10° caso brasileiro e o primeiro em individuo do sexo masculino. Estes achados,
msmo que nao oficial segue o indice de proporcdo encontrado na literatura, porém acredita-se
que existam muitos outros casos ndo diagnosticados, haja vista que pesquisa deste tipo de
mutacdo tem sido revelada por sequenciamento de Gltima geracdo, atraves destes paines de
genes; Esta técnica ainda ndo esta disponivel para a populagdo e tem um custo de 3.000 euros

por analise.

O sequenciamento do gene GRIN2A, nédo revelou nenhuma mutac¢ao nos paciente que

tiveram a andlise finalizada. Posteriores estudos nestes pacientes deverdo ser realizado.

Este estudo foi o primeiro realizado na Bahia e um dos poucos estudos brasileiro, se ndo o
unico, a utilizar mais de um método de tecnologia de ultima geracdo em uma mesma amostra.
Os dados aqui gerados servirdo de bases para projetos futuros, a fim de melhor caracterizar
esta populacdo o que ajudard no diagnostico precoce de outros casos, e aconselhamento
genético das familias. A nivel clinico um correto enquadramento diagndstico pode inferir no

prognostico.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PACIENTE E/OU GENITORES/ TUTORES DE PACIENTES COM EPILEPSIA DO
AMBULATORIO MAGALHAES NETO

A epilepsia é uma doenca neuroldgica, caracterizada por episddios criticos de crises, as vezes
com perda de consciéncia e convulsdes, que se apresenta improvisamente e tém tendéncia a

repetir-se.

Tais crises dependem de uma descarga excessiva, improvisa e rapida das células do sistema
nervoso central, isto é, as células do cérebro. De acordo com as causas, as epilepsias podem
ser divididas em dois grupos: quando 0s motivos que provocaram as crises nao sao aparentes,
dizemos que se trata de epilepsias idiopaticas ou primarias; se forem identificadas as causas
que geram as crises, se fala de epilepsias sintomaticas ou secundéarias. De cem pessoas com
qualquer tipo de epilepsia, cerca de 40 tem a forma idiopatica, neste grupo os fatores
genéticos sdo determinantes para a manifestacdo das crises. De fato, aproximadamente, 30%

destes casos sdo de natureza hereditaria, transmitidas através da familia.

Os fatores genéticos estdo relacionados com o DNA, seja ele na forma de gene ou como
cromossomo. O DNA € o material que determina as nossas caracteristicas, 0 nosso patrimonio
genético. Funciona como uma “carteira de identidade biologica” onde pode ser lida as
informacdes a respeito da nossa constituicdo, nossa origem materna e paterna, nossa racga e
pode revelar se n6s ou nossos familiares (mesmo agueles mais distantes) temos ou podemos
ter algum tipo de doenca genética e/ou hereditaria. Por este motivo, para saber o tipo de
epilepsia idiopatica que uma pessoa tem, muitas vezes, é necessario analisar o DNA e isso é

feito através de exames de genética molecular.

A genética molecular tem a tarefa de estudar e localizar nos cromossomos, 0s genes
responsaveis pelas mutacdes, nas diversas formas de epilepsias idiopaticas. Nos Gltimos anos
tém sido identificadas mutac6es responsaveis por diversos tipos de epilepsias, assim como de
outros fatores que cause predisposicdo hereditaria a ela. Os resultados destas investigacoes
vém fazendo que as epilepsias sejam mais bem compreendidas e, a partir dai, diversas
estratégias para diagnosticar, tratar e acompanhar pessoas com epilepsia vem sendo

disponibilizado para os médicos.
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Este projeto foi apresentado ao curso de Pés-graduacio em Processos Interativos dos Orgéos e
Sistemas, do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA)
e tem a finalidade de estudar pacientes e familiares com epilepsias idiopaticas e Epilepsias
Mioclbnicas Progressivas, atendidos nos ambulatorios de epilepsia de criangas e adultos do
Hospital Universitario Professor Edgar Santos, HUPES\UFBA, a fim de investigar as
possiveis mutacdes genéticas que contribuem para manifestacdo das crises nesta populacao.

Como sera feita a pesquisa? Se vocé concordar em participar, sera aplicado, pelo seu médico
(sob a superviséo da Profé Dr2 Marielza Fernandez Veiga), um protocolo contendo seus dados
clinicos. Em seguida serd feita, pela doutoranda Rita Maria Alves, responsavel por esta
pesquisa (sob a supervisdo da Profd Dr* Maria Betania Pereira Toralles), o historico de sua
familia, para construcdo da arvore genealdgica, uma arrumacdo em forma de gréfico que
mostra a conexao entre os seus familiares. Este historico tem com o objetivo identificar outros
membros da sua familia que tenham ou tiveram epilepsia, assim como outros fatores que

possam justificar o seu aparecimento.

Os resultados da investigacao clinica e familiar irdo indicar se sera necessario ou nao analisar
0 seu material genético (DNA). Caso os resultados clinicos indiquem que vocé tem epilepsia
idiopéatica e o seu histérico familiar demonstrar que outras pessoas tém ou tiveram sintomas
de epilepsia, vocé e seus familiares serdo incluidos na proxima etapa da pesquisa que é a

analise molecular.

Para a investigacdo molecular sera necessario coletar uma quantidade de sangue ( até 10ml),
de onde sera extraido o DNA. O material genético extraido sera analisado pela doutoranda
responsavel pelo projeto, no laboratério de Neurogenética do Instituto Gaslini de Genova-
Italia, sob a supervisdo do Prof® Dr° Federico Zara e sera utilizado sé e exclusivamente com o
objetivo de analisar 0s genes eventualmente responsaveis pela mutacdo que justificar o

aparecimento da epilepsia.

Para alguns pacientes sera importante fazer fotos com o proposito de auxiliar na formacédo dos
profissionais de saude e gestores de saude publica, para que melhor compreendam e ajudem
na identificacdo de outras pessoas. Portanto sera pedindo permissdo para fazer e utilizar as

fotos. Podendo vocé aceitar ou ndo.

Os dados e registros feitos durante a entrevista serdo discutidos com a equipe envolvida

diretamente com esta pesquisa, mas ndo serdo divulgados aos demais profissionais que
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trabalham na instituicdo. Porém o relatdrio final, contendo citages andnimas, resultados
encontrados, fotos (quando autorizada e devidamente tratadas a fim de evitar excesso de
exposicdo) e outros dados que sejam relevantes, sera utilizado para apresentacGes em
encontros cientificos, publicacbes em revistas especializadas e para servir de consulta para

outros estudos.

O que sera feito com todos os dados individuais e familiares, fotos e material bioldgico
coletado quando a pesquisa terminar?

Seguindo as recomendacOes das Leis, diretrizes e normas que regulamentam a pesquisa em
seres humanos, como a vigente, Resolugéo 466/12, inciso XI.2-f, todos os dados capazes de
identificar os pacientes, serdo mantidos em sigilo absoluto, durante a pesquisa, € ap0s o
término desta. Sendo assim, os protocolos contendo dados clinicos, dados familiares,
resultados das andlises genéticas, fotos e demais dados coletados nesta pesquisa, serdo
armazenados em arquivos fisicos e/ou em forma digitalizada, sob a guarda e total

responsabilidade do pesquisador responsavel, por um periodo minimo 5 anos.

De acordo com as recomendacdes da Resolucdo 466/12 inciso XI-C e visando proteger a
identidade bioldgica dos participantes desta pesquisa, apos a realizacdo das analises, as
amostras de DNA e os demais materiais biologicos ou derivados destes, serdo misturando a
detergente liquido, a fim de inviabiliza-los; acondicionados em recipiente adequado e
descartados, observando os procedimentos de biosseguranca.

Todos os dados, assim como o sangue e 0 DNA coletados, serdo utilizados exclusivamente
para 0s objetivos previstos neste estudo. Casa surja novas exigéncias, dentro desta mesma
pesquisa 0 Comité de Etica em Pesquisa do Complexo-HUPES, responsavel por avaliar este
projeto, sera informado e, se julgarem necessario, retornaremos o contato com todos o0s

participantes do estudo para obter novas autorizagoes.

Quais sdo os beneficios deste estudo? Se vocé estd sendo convidado para participar desta
pesquisa é porque existem dividas quanto a origem (causa) da sua epilepsia ou 0s médicos
querem saber exatamente qual o tipo de alteracdo genética vocé ou a pessoa que VOCE
representa tem. Por tanto, quando ndo for observada nenhuma relacdo da sua condicéo de
satde com os resultados na sua historia clinica, no histdrico da sua familia ou no seu DNA,
podera ndo haver beneficios diretos ou imediatos. No entanto, indiretamente, todos seréo

beneficiados pela oportunidade de afastar a possibilidade de heranga genética na condicdo de
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salde. Este fato ajudard os médicos a direcionar a pesquisa para outras areas. Além disso,
vocé tera a chance de entender melhor a historia genética da sua familia e, quem sabe,
descobrir alguns habitos de vida que podem ser importantes para o controle das crises,

podendo ser estimulados pelos profissionais, para mudancas de habitos.

Quando o resultado for positivo, os beneficios podem ser diretos e\ou indiretos para a pessoa,
a familia e a comunidade. Sem davida, saber o tipo de alteracdo genética que provoca a sua
epilepsia ou se vocé e/ou sua familia tem predisposicdo genética para desenvolver crises
epilépticas, tem impacto na escolha do seu tratamento, a fim de melhorar a sua salde e
consequentemente, a sua condicdo de vida. Os médicos terdo melhor entendimento das causas
que esta gerando as crises e isso interfere diretamente na escolha dos farmacos que vocé deve
ser usado, assim como a influencias de outras substancias que possam provocar e/ou
agravarem as crises. Em alguns casos, o aconselhamento genético, pode informar a
possibilidade de transmissdo deste gene alterado para outros membros da sua familia. Isso
pode inferir diretamente na prevencdo de novos casos na sua familia e/ou no diagndstico

precoce de casos ainda ndo diagnosticados.

Quais sdo os maleficios ou prejuizo para as pessoas que aceitarem participar deste estudo? As
praticas realizadas nesta pesquisa ndo colocam em risco a vida do paciente e nem provoca
danos fisicos. O Unico procedimento, minimamente invasivo, sera a coleta de sangue. No
entanto os procedimentos para coletar o sangue serdo feitos por profissional competente e
experiente, minimizando a possibilidade de possiveis hematomas e/ou eczemas cutaneos, que
eventualmente acontece na pun¢do venosa. Entretanto, quando se conhece a “identidade
biologica” das pessoas alguns danos morais podem acontecer, por este motivo o material
coletado e os demais dados que possam identificar as pessoas que fardo parte desta pesquisa,
serdo protegidos seguindo as normas da Lei que regulamenta normas e diretrizes para
realizacdo de pesquisas em seres humanos como a resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de
Salde. Esta resolucdo é fundamentada nos principais documentos internacionais que
estabelecem diretrizes sobre pesquisa que envolve seres humanos. Nela estdo contidos os
quatros principios basicos da bioética: autonomia, ndo maleficéncia, beneficéncia e justica,
visando assegurar os direitos e deveres que dizem respeito a comunidade cientifica, aos

sujeitos da pesquisa e a coletividade.

Para que este projeto esteja sendo realizado ele foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa

do Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos (CEP-HUPES), localizado no
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hospital das Clinicas, Rua Augusto Viana, s/n- Canela-Salvador Bahia. CEP: 40110-060 e
julgado apito para ser executado. Caso vocé queira conferir a veracidade destes dados podera

pedir informac&o no seguinte contato: e-mail: cep.hupes@gmail.com; Tel: (71) 32838043.

Para garantir o cumprimento da lei a sua participacdo nesta pesquisa serd completamente
voluntaria, ndo sendo oferecida nenhuma remuneracdo ou vantagens. O Senhor (a) tera

autonomia para decidir se deve ou ndo aceitar ou continuar fazendo parte desta pesquisa.

Nenhuma identificacdo dos seus dados nem da sua familia sera possivel por parte de terceiros.
Os resultados das pesquisas efetuadas no seu DNA permanecerdo em ambito rigorosamente
cientifico e, quando publicados em revistas cientificas ou apresentados em congressos
cientificos, serdo de modo que o sigilo da sua identidade e da identidade da sua familia seja

absolutamente garantido.

A propriedade dos dados e dos seus resultados pertence aos pesquisadores responsaveis e sera
conservado em local seguro pelo tempo de 5 anos, podendo o senhor (a) ter acesso a estes
quando desejar. O acesso aos resultados desta pesquisa, por terceiros, mesmo que parente
direto sé sera possivel mediante autorizacdo do interessado, expressa por escrito e legalmente

reconhecida.

As coletas dos dados e materias necessarios para realizacdo deste estudo serdo feitos nos
meses de Janeiro, Fevereiro e Marco de 2014. Abaixo informacges especificas sobre locais,

dias e horas onde sera realizada a pesquisa, assim como contato do pesquisador principal.
Pesquisador principal: Rita Maria Alves

Endereco Comercial: Instituto de Ciéncias da Saude. Av. Reitor Miguel Calmon, s/n, Vale do
Canela — Salvador/BA — CEP 40.110-100. 4° andar, salas 400- Tel.: (71) 3283-8959/ (71)
92321989 (Tim)— E-mail: ritamaria.alves@gmail.com.

Locais de realizagdo da pesquisa:

Coleta dos dados clinicos e familiar: Ambulatério Magalhdes Neto, rua Padre Feijo s/n —
Canela: Dias: as segundas-feiras: 12 rampa, ambulatério de Epilepsia, das 13:00 as 18:00h e

quartas-feiras ambulatorio neuropediatria 32 rampa das 13:00 as 18:00h.

Coleta de Sangue: De segunda a sexta-feira das 8:00h-16:00 (a combinar de acordo com a

disponibilidade dos pacientes)- Laboratério de Imunologia e biologia molecular: Instituto de
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Ciéncias da Saude — Av. Reitor Miguel Calmon (Vale do Canela), s/n, Canela.

Caso necessario, € com 0 prévio consentimento do (da) Senhor (a), faremos visitas
domiciliares a fim de investigar a histéria familiar e/ou realizar busca ativa de outros
membros familiares que, por ventura, estejam impossibilitados de comparecer aos locais de

coletas de dados.

Depois de ler e/ou ouvir a leitura deste termo de esclarecimento, O Senhor (a) esta sendo
convidado a participar desta pesquisa e podera manifestar a sua disposicdo em forma pessoal

ou como responsavel legal pelo paciente, assinando a declaracdo de consentimento a seguir.
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DELARACAO CONSENTIMENTO

Declaro que li, ouvi e/ou acompanhei a leitura do modulo informativo que esclarece sobre a
pesquisa intitulada: “Investigagdo genética e molecular em pacientes com epilepsia idiopatica
familiar ¢ Mioclonicas Progressivas: uma série de casos”, tendo como responsaveis a
doutoranda Rita Maria Alves e a Prof® Dr® Maria Betdnia Pereira Torales e como
coresponsaveis a Profa Dr® Marielza Fernandes Veiga e o Profo Dro Federico Zara. Resalto
que entendi que este projeto faz parte de uma pesquisa de doutorado e que tem inicio e fim,
sendo que sou autonomo (a) para decidir, a qualquer momento, ndo mais fazer parte da
pesquisa, comprometendo-me avisar aos responsaveis da mesma sob a minha decisao, a fim

de ndo prejudicar o andamento do projeto.
Diante do exposto Eu decido que:

Quanto a utilizacdo dos meus registros medico pelo pesquisador, autoridades regulatérias e

pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da instituic&o.
[1 Permito
[1 N&o permito

que seja efetuada a coleta de sangue e a utilizacdo do meu DNA para 0s objetivos descritos no

documento informativo;
[J Autorizo
[J N&o autorizo

a comunicacao aos meus familiares, que eventualmente possam interessar a alteracdo genética

da qual sou acometido;
[1 Permito
] N&o permito

gue ao final da pesquisa o material bioldgico colhido possa ser conservado para eventuais
pesquisas que possa interessar para compreensdo ou aprofundamento dos conhecimentos

sobre esta ou outras patologias genética, desde que a minha identidade nédo seja revelada.

[] Permito
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[1 Nao permito

ser fotografado (a) para eventuais publicacbes em revistas cientificas ou congressos, desde
que estes resultados possa trazer respostas para o conhecimento cientifico e beneficios para as
pessoas com problemas similares, ficando a critério dos pesquisadores responsaveis julgar a
necessidade desta acdo. Sou consciente que esta autorizacao implicara, mesmo que em parte,

na minha identificacao.

Assinatura do
Paciente:

Assinatura dos
Responsaveis: e

No «caso de tutor, registro da documentacdo que comprove a legalidade:

Nome Completo e assinatura do profissional responsavel pela aplicacdo deste termo:

Local e data;
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FICHA CLINICA ENCEFALOPATIAS EPILEPTICAS

SECAO 1

DADOS DO PACIENTE

NOME SOBRENOME O MASCULINO O FEMININ

DATA DE NASCIMENTO LOCAL DE NASCIMENTO

FAMILIARIDADE PARA

PATOLOGIAS NEUROLOGICAS [ NAO [ SIM (anexar arvore genealdgica)  CONSANGUINIDADE [INAO [ISIM

DADOS ANAMINETICOS

GRAVIDEZ: O decurso normal O outr

especificar

PATOLOGIAS
PRENATAL:

FAMILIARIDADE = PARA  EPILEPSIA: O NAo O s

ESPECIFICAR

FAMILIARIDADE ~PARA  CONVULSOES FEBRIS : O NAO O sSIM ESPECIFIC
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CARACTERISTICAS CLINICAS

CRISES EPILEPTICAS

DESENVOLVIMENTO

OUTROS SINTOMAS

TIPO IDADEDEINICIO____ |DADE DE REMISSAO___
TIPO IDADEDEINICIO __ IDADE DE REMISSAO__
TIPO IDADEDEINICIO __ IDADE DE REMISSAO__
TIPO IDADEDEINICIO __ IDADE DE REMISSAO__

CONVULSOES FEBRIS [ NAO [ SIM

ESTADO DE MAL ONAO OSIM O febril O generalizado [ focal

O parada ou regressao psicomotora

O retardo psicomotor

O retardo mental Oleve (QI 70-89)

O ataxia

O disturbios do comportamento/hiperatividade

O circunferéncia craniana

O prejuizo na funcdo verbal
O dimorfismos
O dimorfismos esqueléticos

O manifestagOes extrapiramidais

O envolvimento de outros érgaos

O sinais piramidais O hipotonia

AVALIAGOES NEUROFISIOLOGICAS E NEURORADIOLOGICAS

ATIVIDADE DE BASE O normal O alterado

O moderado (QI 50-69) O grave (QI <50)

Especificar idade de inicio

Especificar idade de inicio

O normal O< 2DP [>2DP

Especificar.

Especificar

Especificar

Especificar

Especificar

Espé_ificar
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ANOMALIAS EPILEPTIFORMES [1SIM (1 NAo Especificar.

EEG
O Resposta foto paroxistica O outros (sensibilidade, padrGes, agua)
Idade de execucao Onormal O alterado
RNM Especificar
Idade de execugao Onormal O alterado
Especificar
TESTES GENETICOS
ONAO Onormal O alterado
ANALISE DE CARIOTIPO Especificar
ARRAY-CGH ONAO Oinormal O alterado  EsPecificar,

CITESTES GENETICOS ESPECIFICOS [ NAO DOinormal O alterado Especificar gene (s)

SECAO 2

INDICACOES PARA A ANALISE

GENES CANDIDATOS

ENQUADRAMENTO SINDROMI(

(obrigatoério, indicar uma Unica opgao)

(facultativo, indicar uma o mais opgoes dentro de uma categoria)

O ARHGEF9 O KCNQ2 O KCNT1 O PNKP O PLCB1 O SCN2A
O Encefalopatia de inicio precoce O SCN8A O SLC2A1 O SLC25A22 [ SPTAN1 O ST3GAL3 O STXBP1
O TBC1D24
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O Epilepsia pirodoxina-dependente O ALDH7A1 O PNPO

O Spéctro Sindrome de Dravet 0O SCN1A 0O PCDH19 O STXBP1

O CDKL5 O KCNQ2 [ SCN2A O SCN8A O SPTAN1 O STXBP1
O Espasmos infantis/Sindrome de West

O ST3GAL3

O Espasmos CSWS/Sindrome Landau Kleffner | O GRIN2A

SECAO 3

DATOS DO PROFISSIONAL QUE PREENCHEU A FICHA CLINICA

NOME E SOBRENOME

DEPARTAMENTO

INSTITUTO

Pagina 154



TELEFONE

ENDERECO E-MAIL

LOCAL, DATA

ASSINATURA
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