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RESUMO 

Introdução. A epilepsia genética com crises febris plus - GEFS+ (do inglês: genetic 

epilepsy with febrile seizures plus) é uma síndrome epilética familiar, com um padrão 

de herança monogênico, com predomínio autossômico dominante, heterogeneidade 

fenotípica, penetrância incompleta, e prognóstico clínico variável. Tem como 

principal característica, mas não essencial, as crises tônico-clônicas generalizadas 

desencadeadas por febre. Cerca de 30% das famílias com GEFS+ têm o diagnóstico 

molecular realizado, entretanto, a maioria dos pacientes com GEFS+ permanece 

sem etiologia genética identificada. Objetivo. Investigar alterações moleculares e de 

número de cópias em pacientes com GEFS+. Métodos. Foram avaliados 19 

pacientes com GEFS+. O sequenciamento completo do exoma (Whole Exome 

Sequencing – WES) foi realizado em todos os pacientes, e a análise cromossômica 

por microarranjos – (Chromosomal Microarray Analysis – CMA) em 17 pacientes. No 

WES foi realizada uma análise focada em potenciais genes candidatos para GEFS+ 

e outras síndromes epilépticas relacionadas, por meio de painéis de bioinformática 

que abrangeram um total de 192 genes candidatos. Na CMA foram consideradas 

como relevantes todas as alterações observadas nos pacientes, e não observadas 

nos controles (339 indivíduos da população brasileira). A análise da patogenicidade 

das variantes foi conduzida segundo as diretrizes do Colégio Americano de Genética 

Médica e Genômica. Resultados. Os fenótipos identificados em nossa coorte de 

estudo foram: crises febris plus (FS+) com outros tipos de crises generalizadas 

(13/19 [68,4%]) e FS+ (6/19 [31,6%]). Foram encontradas alterações genéticas 

patogênicas ou provavelmente patogênicas em 36,8% (n=7/19) dos casos. Destes, 

em 42,9% (n=3/7) foram encontradas alterações genéticas nos genes candidatos já 

estabelecidos com o fenótipo GEFS+ (SCN1A e SCN2A); 42,9% (n=3/7) 

apresentaram alterações genéticas provavelmente patogênicas em genes que têm 

sido associados principalmente com outras formas de epilepsias genéticas 

generalizadas – EGG (EFHC1, CLCN2 e SLC2A1); e 28,6% (n=2/7) dos casos 

tinham alterações genéticas provavelmente patogênicas em genes associados com 

fenótipos de encefalopatias epilépticas da infância (SCN3A, CACNA1E e MTOR). 

Um paciente com FS+ e com outros tipos de crises generalizadas e afasia, 

apresentou duas alterações genéticas concomitantes não relacionadas, sendo uma 

variante no gene SCN1A p.K1654R de significância incerta (VUS), mas não descrita 



    

na literatura; e a outra uma CNV (Copy Number Variation) patogênica (deleção “de 

novo” em 7q33q35) Conclusão. Utilizando o sequenciamento de exoma completo e 

uma análise focada em painéis de bioinformática abrangentes para múltiplos genes 

associados com o fenótipo GEFS+ e outras epilepsias na infância, foi possível 

encontrar alterações genéticas patogênicas ou provavelmente patogênicas em 

36,8% (n=7/19) dos pacientes, o que é ligeiramente superior ao relatado na literatura 

(30%). Nossos achados apoiam o sugerido por outros autores quanto ao 

compartilhamento de determinantes genéticas entre os dois grandes grupos de 

epilepsias generalizadas (GEFS+ e EGG) e também das encefalopatias epilépticas 

da infância, e portanto, sugerimos a investigação de variantes, não apenas em 

genes associados ao fenótipo GEFS+, mas também que se estenda essa 

investigação, quando possível, para genes relacionados a outras epilepsias na 

infância, especialmente para síndromes de epilepsia genética generalizada e 

encefalopatias epilépticas. 

Palavras-chave: Epilepsia Genética com Crises Febris Plus, Crises Febris, 

Sequenciamento de Nova Geração, Sequenciamento do Exoma Completo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

ABSTRACT 

Introduction. Genetic epilepsy with febrile seizure plus (GEFS+) is a familial 

epileptic syndrome, with a monogenic inheritance pattern, predominantly autosomal 

dominant. It shows phenotypic heterogeneity, incomplete penetrance, and variable 

prognosis. GEFS+ has the main characteristic, but not essential, the presence of 

generalized tonic-clonic seizures triggered by fever. Molecular diagnosis in GEFS+ 

families occurs in around 30%, so most of the patients with GEFS+ remain without 

identified genetic changes. Objective. To investigate molecular and copy number 

alterations in patients with GEFS+. Methods. We included nineteen patients with 

GEFS+. Whole-exome sequencing - WES was performed in all patients and 

chromosomal microarray analysis - CMA in seventeen patients. The WES approach 

focused on potential candidate genes for GEFS+ and other related epileptic 

syndromes using a bioinformatics multi-gene panel containing 192 genes. In the 

CMA approach, all variants observed in patients but not observed in controls (339 

individuals from the Brazilian population) were considered relevant. We characterized 

the putative pathogenicity of the variants of interest according to the American 

College of Medical Genetics and Genomics guidelines. Results. The clinical 

spectrum of the GEFS+ phenotypes identified in our study were distributed as 

follows: febrile seizures plus (FS+) with other generalized seizure type (13/19 

[68.4%]) and FS+ (6/19 [31.6%]). We found pathogenic and likely pathogenic genetic 

variants in 36.8% (n=7/19) of the patients. Of these variants, mutations in genes 

known to be associated with the GEFS+ phenotypes (SCN1A and SCN2A) were 

found in 42.9% (n=3/7) of cases, 42.9% (n=3/7) in genes associated with genetic 

generalized epilepsies - GGEs (EFHC1, CLCN2, and SLC2A1), and 28.6%, (n=2/7) 

in genes associated with childhood epileptic encephalopathies - CEEs (SCN3A, 



    

CACNA1E, and MTOR). We identified a patient with FS+ with other generalized 

seizure types and aphasia, who presented two concomitant, unrelated genetic 

alterations: a variant classified as a variant of unknown significance (VUS) in the 

SCN1A p.K1654R, not yet described in the literature, and a pathogenic “de novo” 

CNV (7q33q35 deletion). Conclusion. Using WES combined with a focused analysis 

based on a bioinformatics multi-gene panel approach, which includes genes 

previously associated with the GEFS+ phenotype and other childhood epilepsies, we 

found pathogenic and likely pathogenic genetic variants in 36.8% of the patients 

tested. This is slightly higher than the 30% diagnostic yield reported in the literature. 

In addition, our findings support previous suggestions that genetic testing for GEFS+ 

should also include genes related to other generalized epilepsies and epileptic 

encephalopathies. Therefore, we suggested that the search for genetic variants in 

patients with GEFS+ should include genes related to other types of childhood 

epilepsies 

Keywords: Genetic Epilepsy with Febrile Seizures Plus, Febrile Seizures, Next 

Generation Sequencing, Whole Exome Sequencing.  
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1.  INTRODUÇÃO 

1.1. ASPECTOS GERAIS DA EPILEPSIA GENÉTICA COM CRISES FEBRIS 

PLUS (GEFS+) 

GEFS+ é uma síndrome epilética familiar, nomeada inicialmente por Scheffer e 

Berkovic no ano 1997 (1), como “Epilepsia Generalizada com Crises Febris Plus” 

(GEFS+, do inglês: Generalized Epilepsy with Febrile Seizures Plus), decorrente do 

estudo de uma extensa família australiana com um padrão clínico característico de 

convulsões generalizadas geralmente desencadeadas por febre, com uma herança 

típica autossômica dominante e alta heterogeneidade fenotípica. Desde a descrição 

inicial da síndrome, até hoje, tem ocorrido avanços significativos, como a descoberta 

de mutações genéticas relacionados diretamente com a fisiopatologia da doença (2). 

Entretanto, o espectro fenotípico foi ampliado, incluindo além das crises 

generalizadas com febre, as crises sem febre e crises focais, razão pela qual o 

conceito de epilepsia “generalizada” foi trocado por “genética”, sendo nomeada 

atualmente: “Epilepsia Genética com Crises Febris Plus”, porém, sempre com a sigla 

de GEFS+ (agora do inglês: Genetic Epilepsy with Febrile Seizures Plus) (3). 

 

1.2. ESPECTRO FENOTÍPICO DO GEFS+. 

O espectro fenotípico do GEFS+ é muito mais amplo do que o inicialmente 

descrito. Possui dois grandes grupos bem diferenciados em relação a sua gravidade, 

e o desenvolvimento de encefalopatia ou não (Figura 1). Assim, o espectro benigno 

inclui crises febris, crises febris plus e crises febris/crises febris plus com crises 

generalizadas ou focais; enquanto o espectro mais grave apresenta o 

desenvolvimento de encefalopatias: a Síndrome de Doose e Síndrome de Dravet 

(1,2,4-6). As crises febris (FS, do inglês: febrile seizures) são o fenótipo mais comum 

do GEFS+, caracterizadas por crises tônico-clônicas generalizadas associadas com 

febre e com a manifestação da doença numa faixa de idade restrita entre os três 

meses e os seis anos (6). As crises febris plus (FS+, do inglês: febrile seizure plus) é 

o segundo fenótipo mais frequente, onde as crises com febre acontecem além dos 

seis anos de idade, ou aparecem crises tônico-clônicas generalizadas sem 

associação com febre antes dos 6 anos de idade. As crises FS/FS+ com a presença 

de outros tipos de crises, sejam generalizadas ou focais (ausências, mioclônicas, 

atônicas, ou crises focais) são um fenótipo menos comum, mas, reportes deste 
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1.3.1. MUTAÇÕES DOS CANAIS DE SÓDIO 

No ano 1996 Lopes-Cendes et al. (22), identificaram um lócus no cromossomo 2 

numa análise de uma extensa família australiana de 58 indivíduos vivos com 23 

afetados com uma ampla gama de variabilidade clinica que ia desde convulsões 

febris isoladamente até um grave distúrbio convulsivo com atraso intelectual, 

entidade clínica “familiar” que após uma análise fenotípica detalhada e padrão de 

herança Schefer e Berkovic denominariam como GEFS+ em 1997 (1). Logo, no ano 

1998, Wallance et al (12), publicaram a primeira mutação genética associada com 

GEFS+ no gene SCN1B, sendo ao mesmo tempo a primeira descrição de mutação 

num canal de sódio no sistema nervoso central humano. Porém, a maioria das 

famílias com GEFS+, não pareciam ter mutações no gene SCN1B (lócus no 

cromossomo 19q) (23), publicando-se quatro trabalhos de famílias no relacionadas 

com fenótipo GEFS+ entre o ano 1999 e, o início do ano 2000 com alteração 

genética num único lócus, no cromossoma 2q (23-26), lócus onde meses mais tarde 

(ano 2000) Escayg et al (13).,  publicariam os resultados da sua pesquisa sobre a 

identificação da mutação no gene SCN1A. A mais frequente mutação em pacientes 

com o espectro GEFS+ (6) e em pacientes com a Síndrome de Dravet (27). 

Descobertas que marcaram o início da compressão da biologia básica das 

epilepsias genéticas, na primeira década do século XXI (27). Posteriormente, foram 

identificadas mutações nos genes SCN2A (14, 29, 30) e SCN9A, sendo sugerido por 

vários autores que este último provavelmente atue como gene modificador para a 

evolução do espectro benigno do GEFS+ para a Síndrome de Dravet em pacientes 

com mutação do gene SCN1A (15,31-33). Da mesma forma, estudos experimentais 

fizeram a mesma sugestão, agora no papel da mutação do gene SCN8A, como gene 

modificador do fenótipo da doença (34,35), sendo recentemente identificada esta 

mutação pela primeira vez em humanos, em uma família com GEFS+ (6), entretanto, 

esse dado precisa ser confirmado.  

 

1.3.2. MUTAÇÕES DOS RECEPTORES GABAA 

Em 2001, posterior à descoberta do gene SCN1A foi descrita a primeira 

evidência genética da relação entre epilepsia e disfunção dos receptores GABAA 

(mutação do gene GABRG2) no estudo de uma extensa família francesa com 

fenótipo compatível com GEFS+ (16), achados confirmados por Audenaert et al. 

(36), na China (ano 2006), Sun et al. (37), na Bélgica (ano 2008), e Billot et al. (38), 
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novamente na Franca (ano 2015). Em 2004 foi informada outra mutação no receptor 

GABAA, desta vez na subunidade delta. Os receptores GABAA são importantes 

mediadores da inibição neuronal, por tanto as mutações em ambas as variantes 

podem estar associadas com o aumento da excitabilidade neuronal (39). 

 

1.3.3.  OUTRAS ALTERAÇÕES GENÉTICAS DE INTERESSE NO 

GEFS+ 

Por volta de uma década mais tarde da descrição do primeiro gene associado 

no GEFS+, o gene SCN1B (12), e as descrições iniciais de mutações nos receptores 

GABAA (16); foram descritas novas alterações que aumentam a suscetibilidade das 

crises epiléticas como o HCN2 (20) e CACNA1H (19). A primeira (HCN2) representa 

a associação inicial entre a mutação de canais iónicos regulados por nucleotídeos 

cíclicos como um potencial colaborador da epilepsia poligênica, além de observar 

que a variante “del PPP” em HCN2 ocorre com maior frequência em pacientes com 

GEFS+ e FS. A segunda, uma mutação de ganho da função dos canais de cálcio 

(CACNA1H) sugere o aumento da suscetibilidade das convulsões alterando 

diretamente as propriedades elétricas neuronais, e indiretamente alterando a 

expressão gênica. Em 2014, Schubert et al (18), fazendo uso de tecnologia de última 

geração (whole-exome sequencing – WES) identificou uma mutação no gene STX1 

que possui importante papel na exocitose das vesículas sinápticas, sinalizando que 

o STX1 é responsável por uma maquinaria de liberação pré-sináptica em síndromes 

de epilepsia associada a febre. Mais recentemente, em 2015, Puranam et al. (21), 

identificaram uma forma rara, provável causa de epilepsia generalizada em 

pacientes com GEFS+, a mutação de uma proteína auxiliar que interagem com os 

canais de sódio voltagem dependentes (o gene FHF2 ou FGF13), sugerindo que a 

redução da expressão do gene FGF13 prejudica a excitabilidade dos interneurônios 

inibitórios, resultando em maior excitabilidade dentro dos circuitos locais do 

hipocampo e do fenótipo clínico da epilepsia.  

Um estudo publicado na revista “American Academy of Neurology”, com 

participação dos autores que fizeram a descrição familiar fenotípica inicialmente do 

GEFS+ (6), revisaram a informação de mais de 160 famílias com GEFS+ 

investigadas ao redor do mundo, mostrando que 31% delas tem mutações em genes 

que codificam para canais iônicos de sódio (SCN1A, SCN2A, SCN1B, SCN9A), em 
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receptores gabaérgicos (GABRG2) e naqueles que desempenham importante papel 

na exocitose das vesículas sinápticas (STX1B). Além disso, 18% das famílias 

analisadas evidenciaram alelos de suscetibilidade em GABRD, CACNAIH e HCN2 

em 719-721 del PPP. Por outro lado, as mutações mais frequentemente 

identificadas foram nos genes SCN1A em 19% das famílias (28/147), SCN1B in 8% 

(8/101), e GABRG2 em 9% (10/113). 

Ainda assim, a maioria das famílias com GEFS+ não tem uma mutação 

genética identificada (3), entretanto, a proporção exata de famílias sem mutação 

conhecida não tem sido estudada com precisão, particularmente porque o 

diagnóstico de GEFS+ em famílias pequenas é muito difícil. Desta forma, a maioria 

dos pacientes permanecem sem alterações genéticas identificadas, sendo também 

desconhecido no nível molecular as alterações que justifiquem a heterogeneidade 

fenotípica (6).  
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2.  OBJETIVO 

2.1. OBJETIVO GERAL 

• Investigar alterações moleculares e de número de cópias em paciente com 

GEFS+. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Investigar a presença de mutações em pacientes com GEFS+, por meio de 

Sequenciamento do Exoma (Whole Exome Sequence -WES) combinado a uma 

análise por painel de bioinformática; 

• Avaliar alterações de número de copias através de análise cromossômica em 

microaranjos (Chromosomal Microarray Analysis – CMA); 

• Avaliar a possível patogenicidade das mutações encontradas utilizando os 

critérios recomendados pelo Colégio Americano de Genética Médica e 

Genômica.  
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3.  METODOLOGIA 

3.1.  ASPECTOS ÉTICOS 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Estadual de Campinas, conforme número de parecer 3.203.311 e CAAE 

12112913.3.0000.5404 (Anexo I). Após orientação e esclarecimentos, todos os 

participantes e/ou seus responsáveis legais, assinaram o termo de consentimento 

livre e esclarecido (Anexo II). 

3.2.  CASUÍSTICA  

Foram incluídos no estudo 19 pacientes, provindos do Ambulatório de 

Neurologia Infantil do Departamento de Neurologia da FCM/Unicamp (n=4) e de 

centros colaboradores nacionais (Bahia, n=10) e internacionais (Honduras, n=2; 

Peru, n=2; e Argentina, n=1), com critérios clínicos de epilepsia genética com crises 

febris plus – GEFS+ (do inglês: genetic epilepsy with febrile seizures plus). A 

informação clínica coletada incluiu: exame neurológico, análises do histórico de 

crises epilépticas, registro de eletroencefalografia, neuroimagem e análise histórico 

familiar de crises epilépticas, sendo revisada por médicos especialistas em 

neurologia/epilepsia pediátrica e genética. Todos os pacientes foram diagnosticados 

e classificados fenotipicamente segundo as diretrizes da Liga Internacional contra a 

Epilepsia – ILAE (do inglês: the International League Againts Epilepsy) (40). 

Pacientes com encefalopatia epiléptica por síndrome de Dravet e Doose, não foram 

incluídos no estudo.  

Os indivíduos afetados, dentro do espectro GEFS+, foram categorizados 

fenotipicamente em: (a) CF -crises febris (em inglês: febrile seizure -FS), (b) CF+ -

crises febris plus (em inglês: febrile seizure plus -FS+), e (c) fenótipo complexo (em 

inglês: complex phenotype), conforme descrito na tabela 1 (6,40). Para inclusão no 

estudo, os probandos deviam pertencer as categorias b ou c. Pacientes com outras 

condições neurológicas associadas, foram identificados incialmente com uma das 

três categorias fenotípicas em menção previa, seguido da condição neurológica 

associada, por exemplo: CF+ e TEA (crises febris plus e transtorno específico do 

aprendizado). 
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Tabela 1. Categorização fenotípica do espectro GEFS+. 

(a) CF -crises febris (em inglês: febrile seizure -FS) 

Pacientes com crises epilépticas em presença de febre, tipicamente do tipo tônico-clônica 

generalizadas (TCG), sem progressão das crises além dos 6 anos de idade. 

(b) CF+ -crises febris plus (em inglês: febrile seizure plus -FS+) 

Pacientes que tem crises TCG afebris além das crises TCG febris antes dos 6 anos de 

idade, assim como pacientes onde as crises febris progridem além dos 6 anos de idade. 

(c) Fenótipo complexo (em inglês: complex phenotype). 

Pacientes com CF ou CF+ em presença de outros tipos de crises epilépticas além das 

TCG: ausências, mioclônicas, atônicas, focais. 

*Critérios para categorização fenotípica: Zhang et al., 2017 (6) e Myers et al., 2018 (40). 

 

3.3. EXTRAÇÃO DO DNA GENÔMICO  

A extração do DNA genômico foi realizada a partir de amostras de sangue 

periférico coletadas dos pacientes (e familiares, quando foi possível), utilizando o 

protocolo de extração com fenol-clorofórmio descrito no (Anexo III). Em seguida, 

foram conferidos os parâmetros de qualidade das amostras obtidas, avaliando:  

(a) Qualidade: segundo a integridade do DNA observada em gel de agarose 

(a) Pureza: relação de absorbância 260/280 com um valor entre 1,8 e 2,0 

(b) Quantidade: quantidade ideal entre 150-200 ug, mínimo de 5ug/UL 

(c) Concentração: mínimo de 50ug/UL 

A integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% e os 

padrões de pureza, quantidade e concentração foram medidos fazendo uso de um 

espectrofotômetro modelo Epoch. As amostras com os parâmetros de qualidade 

adequados foram diluídas de forma padronizada para uma concentração de 50ug/UL 

em 70uL, para serem submetidas ao sequenciamento completo de exoma. 
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3.4. SEQUENCIAMENTO COMPLETO DE EXOMA (do inglês: WHOLE EXOME 

SEQUENCING – WES) 

A preparação das bibliotecas de DNA e sequenciamento completo de Exoma 

foram realizadas utilizando o kit SureSelectXT Human All Exons V6 -Agilent 

Technologies, e a plataforma Illumina Hiseq 4000, respetivamente. Em seguida, a os 

dados brutos (arquivos FASTQ) dos resultados de cada caso sequenciado foram 

processados segundo um workflow robusto para análise de dados de 

sequenciamento de alto desempenho, desenvolvido pela nossa equipe de 

bioinformática no Laboratório de Biologia Computacional e Bioestatística (BCB), 

Unicamp (41,42) cujas etapas são listadas a continuação: (a) controle de qualidade 

pré-alinhamento (Rqc e FastQC), (b) alinhamento das sequencias contra o genoma 

de referência GRCh37 por meio do alinhador BWA, (c) processamento do arquivo de 

alinhamento (Picard), (d) realinhamento de inserções e deleções (GATK), (e) 

recalibração da qualidade (GATK), (f) controle de qualidade pós-alinhamento 

(Picard), (g) descoberta de variantes (GATK), (h) anotações das variantes 

identificadas no formato VEP. Posteriormente foram disponibilizados os arquivos 

com as variantes no formato VCF para proceder com a investigação e análise das 

alterações genéticas na nossa coorte de estudo.  

 

3.5.  INVESTIGAÇÃO E ANÁLISE DAS ALTERAÇÕES GENÉTICAS 

A investigação das alterações genéticas na nossa coorte de pacientes com 

GEFS+ foi conduzida utilizando duas metodologias principais: 

a) Análise do exoma completo, para avaliação da sequência das regiões 

codificantes do genoma, e 

b) A análise cromossômica em microaranjos (Chromosomal Microarray Analisys 

– CMA) para identificar alterações no número de cópias. 

 

3.6. ANÁLISE DOS DADOS DERIVADOS DO SEQUENCIAMENTO 

COMPLETO DE EXOMA 

A análise dos dados de WES foi realizada através da plataforma em nuvem:  

VarStation (https://varstation.com), desenvolvida por pesquisadores do Hospital 

Israelita Albert Einstein de São Paulo, Brasil para processamento e análise genética 

https://varstation.com/
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focada em dados de sequenciamento de nova geração (NGS - Next-Generation 

Sequencing). Esta plataforma, está personalizada parcialmente de acordo com as 

diretrizes sugeridas pela American College of Medical Genetics (ACMG) (43), que 

permite a pré-classificação de patogenicidade ou não das variantes. A customização 

de um pipeline especifico para uso por nossa equipe de pesquisa para os fins do 

presente trabalho foi necessário, com criação de filtros e painéis de multiplex genes 

de acordo com as alterações genéticas descritas na literatura até finais de 2019, e 

associadas ao espectro GEFS+ e outras epilepsias na infância potencialmente 

relacionadas (convulsões febris e encefalopatias epilépticas na infância – EEI), isto 

com o objetivo de ampliar nossa procura de potenciais alterações na nossa 

casuística. (Tabela 2).  
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Tabela 2. Genes pesquisados por painéis criados para chamada de variantes.  

1. Espectro GEFS+ (14 genes) 

CACNA1H, FGF13, FKBP4P6, GABRD, GABRG2, HCN2, SCN1A, SCN1B, 

SCN2A, SCN8A, SCN9A, STX1A, STX1B e TMEM121 

2. Convulsões febris (44 genes) 

ADGRV1, AP4S1, APP, AUH, CACNA1H, CACNB4, CHD2, CLCN2, COG4, CPA6, 

CPLX1, DYRK1A, EFHC1, GABRA1, GABRB3, GABRD, GABRG2, GPT2, HCN1, 

HERC2, ICK, JRK, KCNJ6, KCNQ2, KCNQ3, KCTD7, KMT5B, MBD5, MBOAT7, 

MT-TK, NCAM2, PCDH19, RNU12, SCN1A, SCN1B, SCN2A, SCN9A, SLC2A1, 

SLC35C1, SLC6A1, STX1B, STXBP1, TBC1D24 e VPS11 

3. Encefalopatias epilépticas na infância (134 genes) 

AARS1, ADORA2A, ALG13, AP3B2, ARFGEF2, ARHGEF9,ARHGEF15, 

AARS(AARS1), ARX, ASAH1, ATP1A2, ATP6V1A, BRAT1,CACNA1A, CACNA1E, 

CACNA2D2, CASK, CDKL5 (STK9), CHD2, CHRNA7,CLCN4, CNPY3, CNTNAP2, 

CPA6, CSNK1E, CYFIP2, CYP2A6, CYP2C64P,DCX, DOCK7, EEF1A2, ENG, 

ERBB4, FAN1, FARS2, FGF12, FHF1(FGF12),FLNA, FOLR1, FOXG1, GABRA1, 

GABRB3, GABRG2, GNAO1, GPRIN1, GRIA3,GRIN1, GRIN2A, GRIN2B, 

GRIN2D, GRK5-IT1, HADHB, HAGLR, HCN1,HDAC4, HNRNPU, HOXD(HAGLR), 

HPD, IQSEC2, IRF2BPL, JNK3(MAPK10),KCNA2, KCNH5, KCNQ2, KCNQ3, 

KCNQ5, KCNT1, KCNT2, KCTD3, KCTD7,KIAA1456(TRMT9B), TRMT9B, KLF13, 

MAGI2, MAPK10, MBD5, MECP2,MEF2C, MTMR10, MTMR15, MTOR, NECAP1, 

NEDD4L, NRG2, OR10H2, PACS2,PCDH19, PCDHG@, PCDHGC3, PIGA, PIGQ, 

PLCB1, PNKP, PNPO, POLG,POLG1(POLG), PRRT2, PTPN23, QARS(QARS1), 

QARS1, RARS2, RB1, RHOBTB2, SCN1A, SCN1B, SCN2A, SCN3A, SCN8A, 

SEPSECS, SERPINI1, SIK1, SLC19A3, SLC25A22, SLC1A2, SLC2A1, SLC35A2, 

SLC35A3, SLC9A6, SNAP25, SPTAN1, SRGAP2, SRPX2, STXBP1, SYNGAP1, 

SYNJ1, SZT2, TBC1D24, TCF4, TOR1A, TRPM1, UBA5, VRK2, WDR45, 

YWHAG, ZEB2, DEPDC5, PRICKLE2 e C10orf2(TWNK). 

 

Por fim, a análise foi conduzida, incialmente, com a chamada de variantes de 

forma geral com filtro customizado contendo informações para frequência da 

populacional menor que 1%, alterações de splicing, alterações exônicas e 

profundidade de leitura (read depth) igual ou maior que 10, e posteriormente 
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3.7.  PREDIÇÃO DO POTENCIAL DELETÉRIO, CLASSIFICAÇÃO 

DE PATOGENICIDADE E VALIDAÇÃO DE ALTERAÇÕES 

A análise das alterações genéticas obtidas no WES foi realizada de acordo 

com o pipeline a seguir, segundo as recomendações da American College of 

Medical Genetics (ACMG) (43), e adaptações sugeridas pela nossa equipe de 

investigação no Laboratório de Genética Molecular da Unicamp para melhorar a 

detecção variantes “patogênicas” e “provavelmente patogênicas” no gene SCN1A 

(44). Critérios replicados e acoplados para variantes de interesse nos outros genes 

estudados na presente investigação.  O procedimento de sequenciamento é 

explicado a seguir:  

 

ETAPA 1 

Para cada variante de interesse encontrada foi preciso investigar os seguintes 

critérios:  

1. Tipo de variante: 

Determinar se a variante é: 

• Nonsense, frameshift, em sítio de splice nas posições ±1 ou 2, em códon 

de iniciação, ou deleção de um ou mais éxons (variante nula); 

• Deleções ou inserções in-frame e perdas de stop códon (muda o 

comprimento da proteína, sem ser nula); 

• Missense (troca do resíduo de aminoácido); 

• Sinônima/silenciosa (sem troca de resíduo de aminoácido). 

 

 

2. Revisão da literatura: 

Procurar outros artigos descrevendo a variante em questão, ou variantes envolvendo 

o mesmo resíduo de aminoácido na proteína, e estudos funcionais. 

3. Herança e estudos familiares: 

Verificar se a variante está presente nos pais ou não (de novo), e em caso de 

membros da família afetados, se a variante co-segrega com a doença/fenótipo 

estudado. 

4. Frequência da variante em controles/população: 
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Investigar a variante em um grupo de indivíduos sem a doença investigada 

(controles) e/ou verificar a frequência alélica da variante em bancos de dados de 

populações. Os bancos de dados que utilizo são: 

• BipMed: http://bipmed.org/  

• ABraOM: http://abraom.ib.usp.br/  

• NHLBI Exome Sequencing Project (ESP):  

http://evs.gs.washington.edu/EVS/  

• gnomAD: http://gnomad.broadinstitute.org/  

• 1000 Genomes: http://www.internationalgenome.org/  

5. Localização (hot spots) 

Para o gene SCN1A, considerar “hot spots” os segmentos S4 (sensor de voltagem), 

S5-S6 (poro), e S6. Para ver a posição da substituição na proteína, utilizo o site 

https://www.uniprot.org/uniprot/P35498. 

6. Predição de efeito deletério usando algoritmos: 

Utilizar predição “in silico” com os seguintes programas: 

• PANTHER: http://www.pantherdb.org/tools/csnpScoreForm.jsp  

• MutationAssessor: http://mutationassessor.org/r3  

• MutationTaster: http://www.mutationtaster.org  

• Condel: http://bbglab.irbbarcelona.org/fannsdb/  

• PROVEAN: 

http://provean.jcvi.org/protein_batch_submit.php?species=human  

• PolyPhen2: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/bgi.shtml  

• SIFT: https://sift.bii.a-star.edu.sg/  

• Align GVGD: http://agvgd.hci.utah.edu/agvgd_input.php  

• CADD: https://cadd.gs.washington.edu/score  

• PhD-SNP: http://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html  

• FATHMM: http://fathmm.biocompute.org.uk/inherited.html  

• SNPs&GO: http://snps.biofold.org/snps-and-go/snps-and-go.html  

• MutPred2: http://mutpred.mutdb.org/#qform  

 

ETAPA 2 

Em seguida, com base nas informações obtidas sobre a variante, foi respondido 

cada uma das questões na figura 3: 

http://bipmed.org/
http://abraom.ib.usp.br/
http://evs.gs.washington.edu/EVS/
http://gnomad.broadinstitute.org/
http://www.internationalgenome.org/
https://www.uniprot.org/uniprot/P35498
http://www.pantherdb.org/tools/csnpScoreForm.jsp
http://mutationassessor.org/r3
http://www.mutationtaster.org/
http://bbglab.irbbarcelona.org/fannsdb/
http://provean.jcvi.org/protein_batch_submit.php?species=human
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/bgi.shtml
https://sift.bii.a-star.edu.sg/
http://agvgd.hci.utah.edu/agvgd_input.php
https://cadd.gs.washington.edu/score
http://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html
http://fathmm.biocompute.org.uk/inherited.html
http://snps.biofold.org/snps-and-go/snps-and-go.html
http://mutpred.mutdb.org/#qform
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ETAPA 3 

Por fim como mostrado na tabela 3, a seguir foram classificadas as variantes obtidas 

como “patogênicas” ou “provavelmente patogênicas”, segundo a combinação de 

critérios para classificação de variantes mostrados na figura 3, acima.  

 

Tabela 3. Combinação de critérios para classificação de variantes “patogênicas” ou 

“provavelmente patogênicas”. 

Classificação Evidências de patogenicidade ou impacto benigno 

Patogênica 

1 Muito Forte + 1 a 4 Fortes 

1 Muito Forte + 2 a 5 Moderado 

1 Muito Forte + 1 Moderado + 1 Suporte 

1 Muito Forte + 2 Suporte 

2 a 4 Forte 

1 Forte + 3 a 5 Moderado 

1 Forte + 2 Moderado + 2 Suporte 

Provavelmente 

patogênica 

1 Muito Forte + 1 Moderado 

1 Forte + 1 ou 2 Moderado 

1 Forte + 2 Suporte 

3 a 5 Moderado 

2 Moderado + 2 Suporte 

*Critérios de acordo com as recomendações do Colégio Americano de Genética Médica (do inglês: American College of 

Medical Genetics – ACMG). 

 

3.8. CONFIRMAÇÃO DAS ALTERAÇÕES GENÉTICAS POR 

SEQUENCIAMENTO AUTOMÁTICO TRADICIONAL PELO MÉTODO DE SANGER 

As variantes de interesse identificadas como resultantes do sequenciamento de 

nova geração e pós predição do potencial deletério e classificação de 

patogenicidade foram confirmadas pela técnica de sequenciamento automático 

tradicional pelo método de Sanger. Até o momento, foram confirmadas as variantes 

genéticas de interesse achadas no gene SCN1A, pela disponibilidade de primers no 

Laboratório de Genética Molecular - FCM da Unicamp. Para a amplificação e 

sequenciamento dos fragmentos de interesse foram utilizados oligonucleotídeos 

iniciadores (primers), para as regiões que flanqueiam os éxons codificantes e as 
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junções éxon-íntron. Foram utilizados ao total 6 pares de primers. As sequências 

nucleotídicas dos primers estão apresentadas na tabela 4. 

 

Tabela 4. Sequências dos primers para amplificação dos éxons do gene SCN1A. 

Éxon Sequência Direta (5’ – 3’) Sequência Reversa (5’ – 3’) 

2 ATTGTGATTGTGCTGGTTTCTC TGAGGCTAATATGACAAAGATGC 

9 TTGAAAGTTGAAGCCACCAC CCTCATACAACCACCTGCTC 

15 GACGGTTAGGGCAGATCAGA GCCATGCTGGTGTATTTCC 

26ª ACGCATGATTTCTTCACTGG CAGGATGACCGCGATGTA 

26b TAAGGGAGACTGTGGGAACC AAGGTGGCGTCTGTAAGCA 

26c GGTCTCCTATCAGCCAATCAC CAGTTTGGCATTGACCTCCT 

 

3.9.  AMPLIFICAÇÃO DE FRAGMENTOS DE INTERESSE 

A amplificação foi feita por meio da reação em cadeia da polimerase (PCR, do 

inglês polymerase chain reaction). As reações foram realizadas para um volume final 

de 10μL, contendo: 1,0µl de tampão; 0,4µl de mistura de dNTP contendo os quatro 

nucleotídeos em quantidades equimolares; 0,4µl de MgCl2; 0,2µl de iniciador (primer 

forward); 0,2µl de iniciador (primer reverse); 0,06µl de enzima polimerase (Taq 

Polymerase); 7,24µl de água e 0,5µl de DNA.  

Devido a dificuldades de amplificação dos fragmentos, foi necessário utilizar a 

técnica de Touchdown PCR para todos os iniciadores (primers) da tabela 4, a fim de 

otimizar o processo de amplificação dos fragmentos para minimizar a ocorrência de 

bandas inespecíficas. Essa técnica consiste em iniciar a amplificação com a 

temperatura de anelamento no primeiro ciclo programada para 10°C acima da 

temperatura de anelamento específica dos pares de iniciadores (primers). Em cada 

ciclo, a temperatura diminui 0,5°C e, após 20 ciclos, atinge a temperatura de 

anelamento ideal. Os ciclos seguintes seguem a temperatura específica dos primers, 

que foram: desnaturação inicial à 94°C por 5 minutos, seguida por 17 ciclos de 30 

segundos a 94ºC, 30 segundos à temperatura de anelamento específica dos pares 

de iniciadores (primers) e 1 minuto à 72°C; e, depois dos ciclos, extensão final à 
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72°C por 10 minutos. A temperatura de anelamento ideal dos pares de primers para 

amplificação dos fragmentos do gene SCN1A foi de 55ºC. 

 

3.10.  DETECÇÃO DE MUTAÇÕES 

A detecção de mutações foi feita por meio da técnica de sequenciamento 

automático tradicional pelo método de Sanger. Antes das reações de 

sequenciamento, os produtos da PCR foram purificados com Exo-SAP para remover 

excesso de reagentes utilizados para a amplificação. Adicionou-se 0,5μl de Exo-SAP 

a 2μl de produto da PCR. As amostras foram incubadas em termociclador a 37°C 

por 15 minutos e depois aquecidas a 80°C por mais 15 minutos. 

Após a purificação, a reação de sequenciamento foi feita para um volume final de 

10μl, sendo: 0,5μl de iniciadores (primers), sendo os mesmos usados para a PCR, 

no entanto, dessa vez foram utilizados separadamente (forward ou reverse) em cada 

reação; 2μl do produto da PCR purificada; 5,5 μl de água e 2,0 μl de tampão do 

BigDye terminator (Applied Biosystems™), utilizado para marcar os fragmentos de 

DNA. As condições para a realização do sequenciamento foram: 95°C por um 

minuto, 25 ciclos de 96°C por 10 segundos; 55°C por 05 segundos; 60°C por 04 

minutos e 4°C hold. Em seguida, iniciou-se a purificação da reação de 

sequenciamento, onde foi realizada a transferência de todo o conteúdo das reações 

de sequenciamento para uma placa polipropileno no formato de 96 poços, utilizando 

cada poço para um fragmento de um indivíduo. Após, a placa foi centrifugada para 

baixar todos os conteúdos, e posteriormente adicionou-se 2,5µl de EDTA e 25µl de 

etanol absoluto 100% (Merck ou Sigma) em cada poço, a placa foi fechada, invertida 

por 10 vezes e armazenada em temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, 

centrifugou-se a placa por 30 minutos à 4.000 rpm, descartou-se o sobrenadante e 

centrifugou-se a placa invertida até atingir 1.000 rpm. Após, adicionou-se 30μl de 

etanol 70% (Merck ou Sigma) em cada poço, centrifugou-se a placa em 1.650 rcf por 

15 minutos em centrifuga refrigerada à 4°C, descartou-se o sobrenadante e 

centrifugou-se a placa invertida a 185 rcf por um minuto. Em seguida, a placa foi 

colocada em termociclador por 3 minutos e meio para secagem, e após cada 

amostra foi ressuspendida em 10 μl de formamida Hi-Di (Applied Biosystems™). 

Posteriormente, as sequências foram submetidas a eletroforese capilar 

automatizada, utilizando o equipamento ABI 3500xL Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems™), e logo alinhadas a sequências de nucleotídeos presentes nos 
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bancos de dados (Ensembl Genomes e NCBI - The National Center for 

Biotechnology Information), através do programa CodonCode Aligner v.8.0.2 DEMO 

(Copyright© 2017, CodonCode Corporation) disponível eletronicamente em 

https://www.codoncode.com/aligner/new.htm.  

 

3.11.  .ANÁLISE CROMOSSÔMICA EM MICROARANJOS 

(CHROMOSOMAL MICROARRAY ANALISYS – CMA) 

Como mencionado previamente no numeral 3.5, além da análise do Exoma 

completo, para avaliação das regiões codificantes do genoma, foi também realizada 

uma análise cromossômica em microarranjos (Chromosomal Microarray Analisys – 

CMA), para identificar possíveis alterações no número de cópias (do inglês Copy 

Number Variation – CNV). 

Do total da casuística, em dois (02) casos, não foi possível a realização desta 

metodologia devido a falta de material biológico (DNA). Os demais, que totalizam 17 

pacientes, foram investigados por análise cromossômica por microarranjos (CMA – 

Chromosomal Microarray Analysis) com o chip Genome-Wide Human SNP Array 

6.0™ (Affymetrix®, Santa Clara, CA, USA). Estes, contêm oligonucleotideos para a 

análise de SNPs e CNVs, permitindo a análise de desequilíbrios genômicos, bem 

como de genotipagem em larga escala.  

Para a identificação de CNVs na nossa coorte de pacientes, foram utilizados 

dois metodos de análise cromossômica em microarranjos (Chromosomal Microarray 

Analisys – CMA): 

a) Local pipeline – BRAINN, Carvalho et al. (BRAINN: do inglês Brazilian 

Institute of Neuroscience and Neurotechnology). 

b) Método ChAS (do inglês Chromosome Analysis Suite) 

 

3.12.  PROTOCOLO LOCAL (LOCAL PIPELINE – BRAINN, 

CARVALHO et al.) 

A análise de dados gerados por CMA foi realizado pela pós-doutoranda Bárbara 

Henning, de acordo com as instruções previamente estabelecidas pela equipe do 

BCB, que utiliza um pipeline desenvolvido pelo Prof. Benilton com três (03) métodos 

para chamadas CNV. Assim, foi realizado um pré-processamento de dados, 

conforme descrito a seguir:  

about:blank
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Pacientes (identificação de alterações) 

a) Normalização de todos os arrays pelo rawcopy (45)  

b) Identificação de alterações no número de cópias por PSCBS (46) 

c) Identificação de alterações no número de cópias pelo copynumber (47) 

d) Identificação de alterações no número de cópias pelo GADA (48) 

e) Para todos os itens acima, selecionou-se apenas alterações que: 

e.1) Apresentaram pelo menos 25 marcadores (ou sondas) para deleção; 

ou pelo menos 50 marcadores (ou sondas) para duplicação;  

e.2) Apresentaram tamanhos maiores que 100kb  

e.3) Denominou-se deleção as alterações que apresentaram LRR ≤ -0,3; e 

denominou-se duplicação as alterações que apresentaram LRR ≥ 0,3 

f) Em seguida, foi realizada interseção entre os achados de cada um dos 

métodos e manteve-se apenas as regiões que foram determinadas como 

alteradas nos três métodos utilizados para a chamada de CNVs. 

Ao final de executar os incisos do “a” até o “f” cada indivíduo (caso) tem um 

conjunto de alterações combinados e consistentes nos 3 métodos de 

chamada de variantes (b-d). 

 

Controles (identificação de alterações) 

g) Para os controles, uniu-se todas as alterações encontradas entre os 339 

indivíduos controles da população brasileira. Isso gerou o conjunto de 

alterações encontradas em pessoas saudáveis (alterações que não devem 

ser relevantes para pacientes).  

Remoção nos pacientes das alterações achadas nos controles 

h) Finalmente em TODOS os indivíduos (casos) são removidas as alterações 

encontradas no grupo controle. Assim, toda alteração que fica finalmente 

em cada indivíduo é uma alteração que não foi observada nos controles.   

 

Os incisos desde o “a” até o “h”, se correspondem com o pré-processamento dos 

dados, uma vez feita esta etapa. Assim, uma CNV é chamada de duplicação se o tg 

≥ 2 e deleção de o td ≥ 2. (tg= número de métodos “b,c,d” que chamou a duplicação; 

td= número de métodos “b,c,d” que chamou a deleção). 
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3.13.  MÉTODO ChAS 

Nessa estapa, foi utilizado o programa Chromosome Analysis Suite (ChAS - 

versão 3.1.0.15 (r9069) – Affymetrix®) (hg19) que foi desenvolvido e disponibilizado 

gratuitamente pelo fabricante dos chips (Anexo IV). A análise e interpretação foi 

realizada em colaboração com o Laboratório de Citogenética Humana e 

Citogenômica da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual de 

Campinas – Unicamp, que utiliza um “Guia Prático para interpretação de 

desequilíbrios genômicos identificados pelas técnicas de Hibridação Genômica em 

arrays (a-GH) ” que é um protocolo adaptado a partir de revisão da literatura, e que 

neste trabalho foi utilizado com pequemas modificações. (Anexo V). 

Assim, para as análises de CNVs, foram utilizadas quantidades mínimas de 

marcadores (oligonucleotídeos), sendo 25 oligonucleotídeos consecutivos para 

deleções e 50 para duplicações, de acordo com as instruções do fabricante. Além 

disso, foi utilizado filtro de tamanho de 100kb para a chamada de CNV para os chips 

com os parâmetros de qualidade acima do indicado pelo fabricante, e filtro de 

tamanho de 300kb para os chips que não obtiveram os parâmetros de qualidade 

acima do indicado.  Para as análises de regiões de homozigose (ROH – Regions of 

Homozygosity), foi utilizada a quantidade mínima de 500 oligonucleotídeos 

consecutivos e filtro de tamanho de 1.500kb.   

A análise e interpretação dos dados de CMA foram realizadas através da 

comparação de cada alteração com um banco de dados composto por 290 

indivíduos (121 masculino; 169 feminino) da população geral brasileira, utilizado 

como grupo controle. Além disso, todas as alterações foram comparadas em bases 

de dados como: Banco de Dados de Variantes Genômicas (DGV), Banco de Dados 

de Variantes Genômicas da Affymetrix® (aDGV), DECIPHER (DatabasE of 

Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources), o 

ClinGen (Clinical Genome Resource) e OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man).   

As interpretações de ROH e CNVs foram realizadas de acordo com o 

protocolo (Anexo V). Assim, CNVs encontradas foram classificadas em cinco 

classes: 

• Classe I – Benignas: variantes comuns encontradas em mais de 1% da 

população geral. 
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• Classe II – Provavelmente benignas: variantes não comuns, que não 

possuem genes em sua extensão, ou ainda que compreendem apenas 

regiões íntrônicas. 

• Classe III – Variante de relevância clínica incerta (VOUS): variantes não 

comuns, “de novo” ou herdadas, e que incluem exóns de genes sem função 

definida, não relacionados a doenças ou não sensíveis a dosagem, e que não 

têm significado clínico conhecido. 

• Classe IV – Provavelmente patogênicas: variantes não comuns: com 

pontos de quebra que se sobrepõe  parcialmente aos de outros indivíduos 

portadores do mesmo desequilíbrio, porém o gene ou região crítica ainda não 

foram identificados; variantes descritas previamente em apenas um indivíduo 

com fenótipo similar;  variantes que incluem exóns de genes 

comprovadamente relacionados a doenças e aos sinais clínicos do indivíduo 

em avaliação, e possuem padrão de herança compatível com o número de 

cópias e consequências patogênicas da mutação – ganho ou perda de 

função. 

• Classe V – Patogênicas: variantes documentadas e bem estabelecidas na 

literatura, como as síndromes de deleção e duplicação; descritas em dois ou 

mais casos registrados nos bancos de dados de indivíduos com descrições 

fenotípicas similares, correlação evidente entre o desequilíbrio genômico e o 

fenótipo do indivíduo em investigação. 

 

3.14.  MÉTODO COMPLEMENTAR PARA CONFIRMAÇÃO DE 

RESULTADOS CMA: CARIÓTIPO DE SANGUE PERIFÉRICO COM 

BANDAMENTO G   

Para a confirmação de uma alteração cromossômica de 9,8 Mb encontrada 

por CMA em um paciente, análise cromossômica com bandamento G do paciente e 

seus genitores foram realizados em colaboração com o Laboratório de Citogenética 

Humana e Citogenômica do Departamento de Genética Médica e Medicina 

Genômica da Faculdade de Ciências Médicas. Assim, os cariótipos foram realizados 

por meio de cultura de linfócitos obtida pela técnica descrita por Moorhead et al em 

1960 (49), com modificações, e o bandamento G foi realizado de acordo com a 

técnica descrita por Sanchez et al em 1973 (50), com pequenas modificações. O 
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protocolo detalhado encontra-se no anexo VI.  Foram analisadas 20 metáfases de 

cada indivíduo em microscópio óptico comum da Olympus® e as imagens foram 

capturadas utilizando o programa FISHView da Applied Spectral Imaging®. A 

resolução obtida foi de 400 a 550 bandas. 
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4.  RESULTADOS 

4.1  CARATERIZAÇÃO SOCIO DEMOGRÁFICA E FENOTÍPICA 

Um total de 19 pacientes com GEFS+ foram avaliados neste estudo. A idade 

média de início das crises foi de 17,1 meses ± 14,8, todos os pacientes 

apresentaram crises febris, dos quais o 63,2% apresentou a combinação de crises 

febris e afebris, outros tipos de crises epilépticas além das tônico-clônico 

generalizadas (TCG) estiveram presentes no 84,2%.  O 78,9% dos casos tinha um 

histórico familiar de epilepsia. Em 63,2% dos pacientes houve presença de 

transtorno específico do aprendizado (TEA) e/ou atraso da linguagem, e os exames 

de neuroimagem foram normais no 73,7% dos casos. O fenótipo complexo (FS ou 

FS+ com outros tipos de crises epilépticas além das TCG) foi o mais frequente, 

representando o 68,4 dos casos (tabela 5).   

 

Tabela 5. Dados sociodemográficos e clínicos. 

Característica  Resultado 
Número de pacientes (n) 19 
Gênero (M; F) 11/19 (57,9%); 8/19 (42,11%) 
Idade média de inclusão no estudo ±DP 

(anos) 
9,8 ± 5,5 (rango 3 – 20) 

Idade média do início das crises ±DP 
(meses) 

17,1 ± 14,8 (rango 3 – 60) 

Crise febril e febril-afebril (CF: CF/AF) 19 (100%) / 12 (63,2%) 
Tipo de crise epiléptica  TCG (16/19; 84,2%); Focal (7/19; 

36,8%); M (6/19; 31,6%); Ausência (6/19; 
31,6%); T (2/19; 10,5%); C (2/19; 10,5%); CQ 

(1/19; 5,3%);  
Histórico familiar de epilepsia (sim; não; 

SD) 
15/19 (78,9%); 2/19 (21,1%); 1/19 

(5,3%) 
Neuroimagem (normal; anormal*; SD) 14/19 (73.7%); 3/19 (15,8%); 2/19 

(10,5%) 
Comorbidades † 3/19 (15,8%) 
Desenvo

lvimento 
Normal 7/19 (36,8%) 
TEA 4/19 (21,1%) 
Alteração da 

linguagem 
1/19 (5,3%) 

TEA 
 + alteração da 

linguagem 

3/19 (15,8%) 

TEA + ataxia 4/19 (21,1%) 
Fenótipo

/subtipo GEFS+ 
FS+ (crises febris 

plus) 
6/19 (31,6%) 

Fenótipo complexo 13/19 (68,4%) 
*TCG= tônico-clônico generalizadas; M= mioclônica; A= ausência; T= tônica; C= clônica; CQ= crises de queda; SD= 

sem dados; TEA= transtorno específico do aprendizado. * discreta atrofia de hipocampo esquerdo, hipersinal na porção 
anterior do corno ventricular. † Glaucoma, fibrose e hipotiroidismo. Caracterização  
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4.2.  INVESTIGAÇÃO E ANÁLISE DAS ALTERAÇÕES GENÉTICAS 

A investigação das alterações genéticas na nossa coorte de pacientes com 

GEFS+ foi conduzida utilizando duas metodologias principais: 

a) O sequenciamento total de exoma (Whole Exome Sequence – WES) para a 

análise da sequência das regiões codificantes do genoma, e 

b) A análise cromossômica em microaranjos (Chromosomal Microarray Analisys 

– CMA) para identificar alterações no número de cópias. 

 

4.3.  RESULTADOS DA ANÁLISE DE EXOMA COMPLETO 

4.3.1  RESULTADOS ESTATÍTICOS GERAIS DOS DADOS SEQUENCIADOS E 

TRIAGEM BÁSICA DE MUTAÇÕES 

A média do número de variantes genéticas por pacientes nos dados brutos do 

exoma (sem filtros) foi de 303.489,16 ± 120.188,66 (rango 478.654 – 135.368), após 

o pipeline para filtragem de alterações genéticas de interesse definido por nossa 

equipe de pesquisa, o número de alterações caiu para   2.245,11 ± 345,02 (rango 

1.727 – 2.889) logo do primeiro filtro geral (frequência populacional <1%, alterações 

de splicing e éxons, e, profundidade de leitura (read depth) ≥ 10. Após o segundo 

filtro com um painel múltiplos de 192 genes descritos na literatura e associados com 

o fenótipo de GEFS+ (14 genes), crises febris na infância (44 genes) e encefalopatia 

epiléptica na infância (134 genes) a média de variantes genéticas alvos por paciente 

diminuiu para 1,35 (rango 2-6). Como resultado desde análise, na coorte total de 

pacientes, foram encontradas 53 variantes genéticas raras de interesse, em 22 

genes em 18 dos 19 participantes do estudo, para sua posterior avaliação e análise 

detalhadas da sua repercussão funcional (Figura 4). 

Das 53 variantes genéticas de interesse encontradas: 40 minsense (não 

sinônima), 11 Indels (inserções ou deleções) – alteração de matriz leitura 

(Frameshift), 2 SNV ou Indels – criação de código de parada de transcrição 

(Nonsense / Stopgain). Também foram encontradas 36 variantes genéticas SNV -

sinônimas (Synonymous). A porcentagem média de regiões alvo mapeadas com 

uma profundidade de leitura (RD – read depth) de 10x foi de 92,97% (Figura 5). 
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4.3.2.  IDENTIFICAÇÃO DA PATOGENICIDADE DAS VARIANTES 

Para avaliar as 53 variantes genéticas em 22 genes candidatos resultantes da 

filtragem inicial de alterações exposto na figura 4, foi feito uma análise de predição 

do potencial deletério e classificação da patogenicidade, segundo o fluxo de trabalho 

e critérios de classificação expostos na figura 3 e tabela 3 na metodologia. Como 

resultado dessa análise detalhada; foram identificadas 12 variantes genéticas 

patogênicas (P) e provavelmente patogênicas (PP) em 8 dos 22 genes candidatos, 

presentes em 7 (37%) dos 19 pacientes com GEFS+ estudados. Dessas 12 

variantes genéticas 8 (67%) foram do tipo troca de sentido (missense), 2 do tipo de 

mudança na matriz de leitura (frameshift) e 2 do tipo ganho de parada (stopgain) 

(Figura 6).  

Dois das variantes genéticas foram classificadas como “patogênicas” do tipo 

“missense”: SCN1A p.(R946C), e SCN1A p.(R393H), as duas do tipo “missense”.  

Seis variantes foram classificadas como provavelmente patogênicas, do tipo 

“missense”; SCN2A p.(E1153K), EFHC1 p.(R221H), EFHC1 p.(P77T), CACNA1E 

p.(N1463D), e CLCN2 p.(R629Q) – esta última encontrada a mesma variante em 

dois pacientes diferentes. E, quatro variantes foram classificadas como 

provavelmente patogênicas, do tipo “splicing”, incluindo: SCN3A 

p.(Ala461_Val462delinsLeuTer), SLC2A1 p.(Pro266fs), MTOR  p.(Asn1106fs), e 

MTOR p.(Ala1105delinsAlaAlaThrCysAlaArgSerTrpSerSerThrTer). As quatro 

variantes provavelmente patogênicas do tipo “splicing” são apresentadas na tabela 

6. As duas variantes patogênicas e seis provavelmente patogênicas do tipo 

missense são apresentadas na tabela 7, nesta última também se apresentam quatro 

variantes de significância incerto “VUS”, que consideramos relevantes reportar pelos 

seguintes motivos:  duas em SCN1A p.(R1639C) observada em dois indivíduos 

(gêmeas), encontrando-se a substituição da proteína em uma posição de domínio 

funcional onde as alterações patogênicas são mais frequentes e a variante não tem 

sido reportada nos bancos de dados de frequência populacional nem descrita na 

literatura; as outras duas alterações foram a SCN1A p.(K1654R) e  SCN1A 

p.(R101W), a primeira não tem sido reportada em bancos de dados de frequência 

populacional nem descrita na literatura, foi validada pelo método de sequenciamento 

Sanger observando-se a mesma variante na mãe, sendo uma variante de herança 

materna, e a segunda se encontra reportada nos bancos de dados com uma 

frequência (<0.1%), foi considerara deletéria pelos métodos de análise “in sílico”. A 
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Tabela 6. Classificação de patogenicidade das alterações splicing encontradas em pacientes com GEFS+. (SCORES) 

    

Evidência de patogenicidade 

Número 

De 

Critérios 

  

No. 
caso 

Alteração 

de 

Nucleotídeos 

Alteração 

Proteica 

Prevista 

Gene 

1.
 T

ip
o 

de
 v

ar
ia

nt
e 

2.
 R

ev
is

ão
 

da
 li

te
ra

tu
ra

 

3.
 H

er
an

ça
 

e 
es

tu
do

s 
fa

m
ili

ar
es

 

4.
 F

re
qu

ên
ci

a 

P
op

ul
ac

io
na

l 

(C
on

tr
ol

es
) 

5.
 L

oc
al

iz
aç

ão
 e

m
 

"h
o
t 
s
p
o

ts
" 

6.
 P

re
di

çã
o 

"in
 s

ili
c
o
" 

Classificação Validação 

P
V

S
1 

P
M

4 

P
S

1 

P
S

3 

P
M

5 

P
S

2 

P
M

6 

P
P

1 

P
S

4 

P
M

2 

P
M

1 

P
P

3 

M
u

it
o

 f
o

rt
e 

F
o

rt
e 

M
o

d
er

ad
o

 

S
u

p
o

rt
e 

2 

c.796_797insGTTCC

AGAACATCCCGCT

CCACCCAGCTCTC

CCGCGTCCCCACA

ACGCATCCGGCTG

ATCGATCGGATTA 

p.(Pro266fs) 
 

SLC2A1 
+ NA - - - - -* -** -*** + NA NA 1 0 1 0 

Provavelmente 
patogênico 

A ser 

validada 

c.1380_1381insCTG

TGACATTCGATAG

CCATGTGCAGGCG

GCCGGCCGTGCC

ACCGGCGAGGCG

GGCGAGGTCGCG

TTCGGCACTGC 

p.(Ala461_V

al462delinsL

euTer) 

SCN3A + NA - - - - -* -** -*** + NA NA 1 0 1 0 
Provavelmente 
patogênico 

A ser 

validada 

3 

c.3315_3316insTGG

AA 

p.(Asn1106f

s) 
MTOR + NA - NA - - -* -** -*** + NA NA 1 0 1 0 

Provavelmente 
patogênico 

A ser 

validada 

c.3314_3315insAGC

CACCTGCGCAAGG

TCCTGGTCGAGTA

CGTGAACGAAACG

GCAAGCGAGTGG

GGCGCGAACATC 

p.(Ala1105d

elinsAlaAlaT

hrCysAlaArg

SerTrpSerS

erThrTer) 

MTOR + NA - NA - - -* -** -*** + NA NA 1 0 1 0 
Provavelmente 
patogênico 

A ser 

validada 

O Pipeline para determinar a evidência de patogenicidade e posterior classificação das variantes, está descrito na metodologia, na figura 3 e tabela 3 respetivamente. A tabela 
completa com a classificação para todas as variantes de interesse analisadas pode ser encontrada no apêndice 3.0. As tabelas completas que se correspondem com o 
numeral 2, 4 e 6 do apartado de evidência de patogenicidade”, podem ser encontradas no apêndice 3.1, 3.2 e 3.3 *Os genitores (pais) não testados; **A co-segregação com a 
doença não foi investigada; ***A frequência não foi calculada, pois o n é muito baixo; + =presença; - = ausência; NA= não avaliado.  
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Tabela 7. Classificação de patogenicidade das alterações missense encontradas em pacientes com GEFS+. (SCORES) 
    

Evidência de patogenicidade 

Número 

De 

Critérios 

  

No.  

Caso 

Alteração 

de 

Nucleotídeos 

Alteração 

Proteica 

Prevista 

Gene 

1.
 T

ip
o 

de
 v

ar
ia

nt
e 

2.
 R

ev
is

ão
 

da
 li

te
ra

tu
ra

 

3.
 H

er
an

ça
 

e 
es

tu
do

s
fa

m
ili

ar
es

 

4.
 F

re
qu

ên
ci

a 

P
op

ul
ac

io
na

l 

(C
on

tr
ol

es
) 

5.
 L

oc
al

iz
aç

ão
 e

m
 

"h
o
t 
s
p
o

ts
" 

6.
 

P
re

di
çã

o 
"i

n

s
ili

c
o
" Classificação Validação 

P
V

S
1 

P
M

4 

P
S

1 

P
S

3 

P
M

5 

P
S

2 

P
M

6 

P
P

1 

P
S

4 

P
M

2 

P
M

1 

P
P

3 

M
u

it
o

 
fo

rt
e 

F
o

rt
e

 

M
o

d
er

ad
o

 

S
u

p
o

rt
e

 

2  c.4387A>G p.N1463D CACNA1E - - - - - - + -** -*** + + - 0 0 3 0 
Provavelmente 
patogênico 

A ser 

validada 

4  c.1886G>A p.R629Q CLCN2 - - + NA - - + -** -*** + NA - 0 1 2 0 
Provavelmente 
patogênico 

A ser 

validada 

5  

c.1886G>A p.R629Q CLCN2 - - + NA - - + -** -*** + NA - 0 1 2 0 
Provavelmente 
patogênico 

A ser 

validada 

c.229C>A p.P77T EFHC1 - - + NA - - + -** -*** + NA - 0 1 2 0 
Provavelmente 
patogênico 

A ser 

validada 

c.662G>A p.R221H EFHC1 - - + NA - - + -** -*** + NA - 0 1 2 0 
Provavelmente 
patogênico 

A ser 

validada 

7  c.4961A>G p.K1654R SCN1A - - - - - - - + -*** + - - 0 0 1 1 VUS Validada 

10  c.2836C>T p.R946C SCN1A - - + + + - + -** -*** + + + 0 2 4 1 Patogênico Validada 

13  c.4915C>T p.R1639C SCN1A - - - - - - -* -** -*** + + + 0 0 2 1 VUS Validada 

14  c.4915C>T p.R1639C SCN1A - - - - - - -* -** -*** + + + 0 0 2 1 VUS Validada 

15  c.301C>T p.R101W SCN1A - - - - - - + -** -*** + - + 0 0 2 1 VUS Validada 

16  c.1178G>A p.R393H SCN1A - - + + + - -* -** -*** + + - 0 2 3 0 Patogênico Validada 

18 c.3457G>A p.E1153K SCN2A - - - NA - - + -** -*** + + - 0 0 3 0 
Provavelmente 

patogênico 
A ser 

validada 

O Pipeline para determinar a evidência de patogenicidade e posterior classificação das variantes, está descrito na metodologia, na figura 3 e tabela 3 respetivamente. A tabela completa com a classificação para todas 
as variantes de interesse analizadas pode ser encontrado no apêndice 2.0. As tabelas completas que se correspondem com o numeral 2, 4 e 6 do apartado de evidência de patogenicidade”, podem ser encontradas 
no apêndice 2.1, 2.2 e 3.3 respetivamente. VUS: Variantes de significado incerto (Variants Unknown Significance); *Os genitores (pais) não testados; **A co-segregação com a doença não foi investigada; ***A 
frequência não foi calculada, pois o n é muito baixo; + =presença; - = ausência; NA= não avaliado. 





50 

 

4.4.  RESULTADOS DA ANÁLISE DE CMA 

Dos 19 casos totais de nossa coorte de pacientes com GEFS+, 17 foram 

investigados para identificar alterações no número de cópias, 2 deles não tiveram 

material biológico (DNA) para a análise. Como descrito na metodologia a análise 

cromossômica em microarranjos (Chromosomal Microarray Analisys – CMA), foi 

realizada por dois métodos:  

(a) Local pipeline – CMA-BRAINN, Carvalho et al. (BRAINN: do inglês 

Brazilian Institute of Neuroscience and Neurotechnology).  

(b) Método ChAS (do inglês Chromosome Analysis Suite). 

Alterações no número de copias foram encontradas em 16 dos 17 pacientes 

estudados quando comparados com um grupo controle de 339 indivíduos da 

população brasileira. No total 48 CNVs foram observadas com uma média por 

individuo de 0,44 duplicações (ganhos) e 2,56 deleções. Em seguida, foi criado um 

mapa de todas as CNVs possíveis, localizando todos os pontos iniciais ou finais das 

CNVs observadas nos participantes do estudo. Este procedimento foi realizado em 

todos os cromossomas. Todas as CNVs de todos os pacientes foram plotadas como 

uma densidade de CNV ao longo dos cromossomas (Figura 8), observamos que há 

uma densidade mais alta no cromossoma 7, como consequência de 13 deleções em 

um dos casos do estudo, alteração identificada também pelo método ChAS, 

evidenciado que trata-se de uma deleção intersticial de aproximadamente 9,8 Mb no 

braço longo do cromossomo 7, envolvendo as bandas q33-q35 (arr[GRCh37] 

7q33q35(136901668_146708552)x1). Assim, cariótipo de sangue periférico com 

banda G foi realizado a fim de confirmar a deleção no paciente (Figura 9.A), 

confirmando-se a alteração, seguidamente foi realizado o cariótipo dos genitores 

(Figura 9. B-C), cujo resultado foi normal para ambos os pais, sendo classificada a 

alteração como “de novo” e patogênica segundo os critérios da ACMG/AMP 

(Tabelas 8 e 9), pipeline CMA-BRAINN Carvalho et al., e método de ChAS 

respetivamente). 
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Figura 8. Densidade acumulada de CNVs (n=47) em todos os pacientes estudados (n=16) ao longo 
dos cromossomas -Método CMA-BRAINN. A altura é uma representação da densidade dos eventos 
CNV observados em cada região do cromossoma. Chama a atenção uma densidade mais alta no 
cromossoma 7.  
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Tabela 8. Alteração patogênica no número de cópias. Resultado do CMA (Chromosomal microarray analysis) – Pipeline CMA-
BRAINN*   

N
o

 C
as

o
 

C
h

r 

P
o

si
çã

o
  

In
ic

ia
l 

P
o

si
çã

o
 F

in
al

 

T
am

an
h

o
 

(K
b

) 

T
ip

o
 C

N
V

 

S
ex

o
 

a
D

G
V

 

D
G

V
 

D
E

C
IP

H
E

R
 

C
li
n

G
E

N
 C

N
V

 

C
la

ss
if

ic
aç

ão
  

Genes registrados no 

OMIM 

7 

7 136901669 137264283 362615 

D
el

eç
ão

 

M
as

cu
lin

o 

S
im

 

S
im

 

S
im

 

S
im

 

P
at

og
ên

ic
a 

PTN(162095),DGKI(604072) 

7 137268624 137307434 38811 DGKI((604072) 

7 137315924 141753993 4438070 

DGKI((604072),CREB3L2(608834),AKR1D1(604741),TRIM24(603406),SVOPL(6117

00),ATP6V0A4(605239),KIAA1549(613344),ZC3HAV1(607312),TTC26(617453),UBN

2(613841),LUC7L2(613056),HIPK2(606868),TBXAS1(274180),PARP12(612481),ND

UFB2(603838),BRAF(164757),MRPS33(611993),AGK(610345),WEE2( 

614084),SSBP1(600439),TAS2R3(604868),TAS2R4(604869),TAS2R5(605062),TAS

2R38(607751),CLEC5A(604987),MGAM(154360) 

7 141795282 141802350 7069 MGAM(154360) 

7 142047385 142257596 210212 - 

7 142275699 142474641 198943 PRSS1(276000) 

7 142474939 142827953 353015 EPHB6(602757),TRPV6(606680),TRPV5(606679),KEL(613883) 

7 142891710 143218845 327136 
TAS2R40(613964),GSTK1(602321),CASP2(600639),TMEM139(616524),CLCN1(118

425),ZYX(602002),EPHA1(179610),TAS2R60(613968)TAS2R41(613965) 

7 143292111 143398030 138923 TCAF2(616252) 

7 143398031 143431033 138923 TCAF2(616252),OR2F1(608497) 

7 143568048 143873376 305329 TCAF2(616252) 

7 144075507 144105929 30423 ARHGEF5(600888),NOBOX(610934) 

7 144106496 144112265 5770 NOBOX(610934) 

7 144112435 146708552 2596118 TPK1(606370),CNTNAP2(604569) 

* Pipeline CMA-BRAINN= método de análises de CMA desenvolvido na equipe de Bioinformática da nossa equipe de investigação, parte do Instituto Brasileiro de Neurociência e 
Neurotecnologia -BRAINN. Chr: cromossomo; Kb: Kilobase; CNV: variação de número de cópias (copy number variation); aDGV: Affymetrix® Database Genomic Variants; DGV: Database of 

Genomic Variants; DECIPHER: DatabasE of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources; ClinGen: Clinical Genome Resource; DNA: Deoxyribonucleic 

Acid 
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Tabela 9. Alteração patogênica no número de copias, como resultado do CMA 
(Chromosomal microarray analysis) – Método ChAS*   

 

No
. 

Ca
so 

N
C 

Tipo 
de 

CNV 

C

hr 

Tama
nho 
(Kb) 

Qd
e. 
Ge
nes 
OM

IM 

Genes OMIM Nomenclatura 
Classific

ação 

7 1 
Dele
ção 

7 
9.806
.884 

50 

PTN (162095), DGKI (604072), CREB3L2 

(608834), AKR1D1 (604741), TRIM24 

(603406), SVOPL (611700), ATP6V0A4 

(605239), KIAA1549 (613344), ZC3HAV1 

(607312), UBN2 (613841), LUC7L2 (613056), 

HIPK2 (606868), TBXAS1 (274180), PARP12 

(612481), MKRN1 (607754), NDUFB2 

(603838), BRAF (164757), MRPS33 (611993), 

AGK (610345), WEE2 (614084), SSBP1 

(600439), TAS2R3 (604868), TAS2R4 

(604869), TAS2R5 (605062), CLEC5A 

(604987), TAS2R38 (607751), MGAM 

(154360), PRSS1 (276000), EPHB6 (602757), 

TRPV6 (606680), TRPV5 (606679), KEL 

(613883), PIP (176720), TAS2R40 (613964), 

GSTK1 (602321), TMEM139 (616524), CASP2 

(600639), CLCN1 (118425), ZYX (602002), 

EPHA1 (179610), TAS2R60 (613968), 

TAS2R41 (613965), TCAF2 (616252), TCAF1 

(616251), OR2F1 (608497), CTAGE4 

(608910), ARHGEF5 (600888), NOBOX 

(610934), TPK1 (606370), CNTNAP2 (604569) 

arr[GRCh37] 
7q33q35(136901668_

146708552)x1 

Classe 5 
– 

Patogêni
ca 

NC: número de cópias; Chr: cromossomo; CNV: variação de número de cópias (copy number variation); Kb: Kilobase; OMIM: 

Online Mendelian Inheritance in Man; DNA: Ácido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic Acid).  

 

4.5.  ANÁLISE FAMILIAR DOS CASOS COM ALTERAÇÕES 

GENÉTICAS RELEVANTES 

A análise familiar foi possível em dois dos casos estudados, onde pelo menos 

ambos os pais dos pacientes foram investigados as alterações genéticas. Porém, se 

mostra na figura 11 o heredograma e alterações genéticas patogênicas e 

provavelmente patogênicas ou de significância incerto (VUS) de interesse, 

correspondentes a nossa coorte de pacientes com GEFS+. Os dados fenotípicos 

ampliados de todos os casos, se apresenta na tabela 9. As características 

detalhadas das mutações podem ser apreciadas na tabela 6 e 7.  

Dentre a casuística, destaca-se o paciente número 7 (figura 11, família 7), 

pela raridade dos resultados. A descrição fenotípica e genotípica detalhada deste 

paciente são descritos a seguir: 
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Trata-se de um paciente do sexo masculino, filho mais novo de pais não 

consanguíneos. Ao nascimento, o paciente apresentou fístula perianal, manifestou 

alergia à proteína do leite com choro intenso e inúmeras evacuações por dia, e aos 

quatro meses apresentou hipotonia muscular e discreto atraso de desenvolvimento. 

As primeiras convulsões febris, sendo duas no mesmo dia, surgiram aos seis meses 

de idade, e houve recidiva das crises febris aos dez meses; aos dois anos e quatro 

meses; e aos dois anos e onze meses, sendo a última crise pós vacina. Aos oito 

meses teve a primeira crise afebril disperceptiva (olhar parado) dando início ao 

tratamento com Oxcarbazepina (OXC), entretanto houve recidiva após um mês. 

Desde então, as crises disperceptivas se tornaram mais frequentes e com um ano e 

um mês passaram a ser diárias e em salvas. Aos dez meses iniciaram crises 

atônicas generalizadas (queda súbita), sendo que estas foram mais raras, presentes 

até um ano e oito meses e controladas após associação OXC e Clonazepam (CNZ). 

Aos dois anos e 11 meses foi associado OXC e lamotrigina (LTG) por persistência e 

piora (crises mais prolongadas e com palidez), entretanto houve piora com LTG e 

apareceram crises mioclônicas por curto período, estas despareceram com a 

redução e após a retirada da LTG. Aos quatro anos foi suspeitado de Síndrome de 

Dravet, fazendo a retirada das drogas contraindicadas em alterações genéticas 

envolvendo os canais de sódio (LTG + OXC) e introduzido Valproato (VPA). Assim, 

nesta época, foram relatadas crises prolongadas de perda de contato ao despertar, 

registradas por eletroencefalografia (EEG) e diagnosticada como crises de ausência 

atípicas, que coexistiam os dois padrões (focais e as ausências), sendo controladas 

apenas aos cinco anos e sete meses com a associação VPA + Etosssuximida (ETX), 

em doses baixas de VPA 15,3 mg/kg/dia e ETX 20,4 mg/kg/dia. Desde então, não 

apresentou mais qualquer tipo de crise.  

Aos quatro anos de idade, o paciente foi diagnosticado com hérnia inguinal 

que foi corrigida cirurgicamente. Avaliação auditiva através do exame BERA 

(Brainstem Evoked Response Audiometry), que investiga a integridade das vias 

auditivas, desde a orelha interna até o córtex cerebral, mostrou resultado normal. 

Além disso, o paciente apresentou precocemente um discreto atraso nos marcos do 

desenvolvimento motor (rolou entre os seis e sete meses, engatinhou aos onze 

meses e andou com um ano e seis meses), assim a coordenação motora global é 

muito boa, entretanto a coordenação fina é bastante limitada. Na linguagem, com um 
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ano e um mês apresentou apenas grunhidos e tinha conduta imitativa (batia palma e 

dava tchau). Entretanto, após meses (com um ano e quatro meses), o paciente 

evoluiu e teve um período de pouca interação e muita agitação (a mãe atribuía ao 

CNZ, sendo então retirado).  O paciente, apresenta ainda ausência de fala, apesar 

de compreender bem com boa interação e com melhora no comportamento. Tem 

dispraxia construtiva, só desenha círculos, e, também tem apraxia oral, não assopra 

e não solta beijo.  Apresenta ainda, dificuldade de aprendizado, assim o paciente 

está sendo alfabetizado por meio do computador e por letras móveis, o que 

possibilitou a ele ler e digitar palavras e textos. Aos sete anos, foi investigado e 

diagnosticado com hipotireoidismo. A investigação da história familiar revelou que a 

mãe teve uma crise febril seguida de queda aos dois anos de idade, a irmã mais 

velha do paciente teve uma crise febril com um ano de idade, e um primo materno 

de primeiro grau apresentou crises de ausências no período entre dois e quatro anos 

de idade (ver detalhes no heredograma – figura 11.A Família 7). 

A análise de WES revelou uma mutação de ponto em heterozigose no gene 

SCN1A ainda não descrita no espectro GEFS+.  Na mutação apresentada, ocorre a 

troca de A>G no códon 4961 (c.4961 A>G) repercutindo na troca do aminoácido 

Lisina por Arginina (p.K1654R), entretanto esta alteração ainda não foi descrita na 

literatura e nos bancos de dados públicos. Para validar essa variante, o 

sequenciamento tradicional pelo método de Sanger foi realizado para o paciente, 

genitores, irmã e tio, mesma que foi confirmada no paciente e na mãe dele (Figura 

10), caracterizando esta mutação como herdada, ou seja, de herança materna, a 

variante não foi relatada até o momento em banco de dados ou na literatura.   

A CMA do paciente revelou ainda a deleção genômica importante, sendo 

considerada uma variação de número de cópias (do inglês, copy number variations – 

CNV) patogênica. A CNV patogênica do paciente aqui descrito, trata-se de uma 

deleção intersticial de aproximadamente 9,8 Mb no braço longo do cromossomo 7, 

envolvendo as bandas q33-q35 (arr[GRCh37] 7q33q35(136901668_146708552)x1). 

Alterações neste lócus tem sido associada a alterações severas da linguagem como 

rasgo fenotípico característico. A discussão destes achados se apresenta na secção 

de discussão.  
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Tabela 10. Resumo das caraterísticas clínicas dos pacientes com GEFS+. 

 

F: febril; AF: afebril; a: anos; m: meses; TCG: tônico-clônica generalizada; M: mioclônica; T: tônica; AT: atônica; C: clônicas; Fo: focal; A: ausência; EP: espasmos; CQ: crises de queda; SD: sem dados; TEA: 
transtorno especifico do aprendizado; MR: ressonância magnética de crânio; CT; tomografia de crânio; D: direita; AHE: atrofia de hipocampo esquerdo; HF: histórico familiar. 

No.  
Caso 

Gênero 
 / idade 

Idade 
avaliação 

(anos) 

Data 
início 
crises 

DIC 
meses 

Crises febris (F) / 
afebril (AF) 

Tipo de 
crise Desenvolvimento Neuroimagem HF 

epilepsia Fenótipo Comorbidades 

1 F/13ª 13 1a6m 18 F/AF C, F TEA + atraso da 
linguagem CT: normal + FS+ ----- 

2 M/18 20 3 m 3 F TCG, M, AT, 
A, Fo Normal Leve AHE + FS+ com outras crises 

generalizadas e crises focais ------ 

3 M/20 18 24m 24 F TCG, M, EP Normal Leve AHE + FS+ com outras crises 
generalizadas Glaucoma 

4 M/17ª 17 1a3m 15 F/AF TCG, M, Fo TEA Normal + FS+ com outras crises 
generalizadas e crises focais Fibrose cística 

5 M/17ª 17 11m 11 F/AF TCG, A, M, 
CQ TEA + ataxia Normal + FS+ com outras crises 

generalizadas ----- 

6 F/7ª 7 3ª 36 F/AF Hemiclônia 
D, CQ TEA + ataxia Normal + FS+ com outras crises 

generalizadas ----- 

7 M/7ª 7 6m 6 F/AF TCG, AT, M, 
A, Fo TEA + afasia Normal + FS+ com outras crises 

generalizadas e crises focais Hipotiroidismo 

8 M/9ª 9 1a7m 19 F/AF Fo. 
Discognitiva TEA Normal - FS+ com crises focais ----- 

9 M/3ª 3 1a4m 16 F/AF TCG, A, Fo Normal Normal + FS+ com outras crises 
generalizadas e crises focais ----- 

10 F/5ª 5 7m 7 F/AF TCG, M, A, TEA + atraso da 
linguagem Normal + FS+ com outras crises 

generalizadas ------ 

11 F/5ª 5 10m 10 F/AF TCG, C, A TEA + atraso da 
linguagem Normal + FS+ com outras crises 

generalizadas e crises focais ----- 

12 M/12ª 12 3ª 36 F TCG, Fo TEA CT: normal + FS+ com crises focais ----- 

13 F/5ª 5 7m 7 F/AF TCG Normal Hipersinal porção ant. 
corno ventricular + FS+ ----- 

14 F/5ª 5 10m 10 F TCG Normal SD + FS+ ----- 

15 M/4ª 4 5m 5 F/AF TCG, A Atraso da linguagem Normal + FS+ com outras crises 
generalizadas ----- 

16 M/9ª 9 6m 6 F/AF TCG, Fo TEA + ataxia CT: normal - FS+ com crises focais ----- 

17 F/6ª 6 2a8m 32 F TCG Normal SD - FS+ Fibrose cística 

18 F/8a 8 5ª 60 F TCG Normal Normal SD FS+ ----- 

19 M/16ª 16 3m 3 F/AF TCG TEA Normal + FS+ ----- 
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5.  DISCUSSÃO 

5.1.  HETEROGENEIDADE CLÍNICA 

O espectro fenotípico de GEFS+ tem mudado significativamente ao longo dos 

anos, cuja descrição é muito mais ampla do concebido incialmente (1), e além das 

crises febris tônico-clônicas generalizadas; as crises mioclônicas, ausências, crises 

TCG afebris e crises focais tem sido descritas e aceitas dentro do espectro 

fenotípico do GEFS+ (8-10), o que levou a à necessidade de uma classificação 

fenotípica mais abrangente: FS (crises febris), FS+ (crises febris plus) e Fenótipo 

complexo, este último quando FS ou FS+ se apresenta com outros tipos de crises 

(mioclônicas, ausências, atônicas, e focais) (40) (Tabela 1). Ainda assim, o fenótipo 

mais frequente continua sendo FS (44%), seguido de FS+ (27%) (6). Ao contrário do 

relatado na literatura, na nossa coorte de 19 pacientes com GEFS+, o fenótipo mais 

frequente foi o fenótipo complexo (68%, n=13/19), seguido do FS+ (31,6%, n=6/19), 

isto provavelmente ocorreu devido as características dos centros de atenção onde 

foram recrutados os pacientes, os quais usualmente atendem pacientes que 

requerem atenção especializada com espectros clínicos mais complexos, onde 

geralmente os pacientes com espectros clínicos mais leves não procuram, ou não 

são remitidos para o atendimento. 

 

5.2.  FREQUÊNCIA DE ALTERAÇÕES GENÉTICAS 

Segundo um amplo estudo publicado por Zhang et al, no ano 2017 (6), 

mundialmente foi estudado cerca de 160 famílias com GEFS+, nas quais 

aproximadamente 31% possuíam uma variante patogênica em um gene conhecido e 

associado com o fenótipo da síndrome, principalmente nos genes SCN1A (19%), 

SCN1B (8%) e GABRG2 (9%). Nós encontramos alterações genéticas patogênicas 

ou provavelmente patogênicas em 36,8% (n=7/19) dos casos. Destes pacientes, o 

42,9% (n=3/7) foram alterações genéticas nos genes geralmente associados com 

fenótipo GEFS+: duas patogênicas do tipo missense no gene SCN1A em dois 

pacientes (28,6%) com fenótipo complexo (caso 10 -p.R946C [fenótipo de FS+ com 

outros tipos de crises generalizadas]; caso 16-p.R393H [fenótipo de FS+ com crises 

focais]), e uma alteração provavelmente patogênica no gene SCN2A p.E1153K em 

um paciente (14,3%) com FS (Figura 11). O 57,1% restante (n=4/7) tiveram 
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alterações genéticas provavelmente patogênicas em genes que tem sido associados 

principalmente com fenótipos de outros tipos de epilepsias genéticas generalizadas 

(42,9%, n=3/7) (EFHC1, CLCN2 e SLC2A1) (51-55) e encefalopatias epilépticas na 

infância (28,6%, n=2/7) (MTOR, SCN3A, CACNA1E) (56- 58), todos os pacientes 

portadores destas alterações apresentaram o fenótipo FS+ com outras crises 

generalizadas (ausências, mioclônicas, tônicas, clônicas, atônicas) e/ou focais 

(alterações ainda não confirmadas por Sanger). Nossos achados podem estar 

relacionados com a natureza da nossa coorte de estudo, que apresenta em 68,4% 

(n=13/19) um fenótipo complexo (Tabela 9), ou mesmo com uma provável natureza 

de fenótipos heterogêneos intrafamiliares dos casos estudados, cuja sobreposição 

fenotípica, especialmente entre GEFS+ e as epilepsias generalizadas clássicas já 

vinha sendo relatado nas últimas duas décadas (9,8,10), porém essa sobreposição 

parece ser consideravelmente maior do que se pensava, cujos dados clínicos e 

moleculares sugerem que os dois principais grupos de epilepsias generalizadas 

compartilham determinantes genéticos, e que nas famílias com GEFS+ até um 5% 

dos indivíduos afetados, podem ter principalmente epilepsia de ausência na infância 

ou epilepsia de mioclônica juvenil (6). Devido a limitações, em nosso estudo só foi 

possível fazer uma análise familiar mais detalhada, em dois pacientes da nossa 

coorte que apresentaram  alterações no gene SCN1A. Não foi possível fazer a 

verificação aprofundada da genealogia dos casos com mutações em genes 

diferentes aos geralmente relatados nas famílias com GEFS+, porque a maioria dos 

pacientes nos quais encontramos estas alterações genéticas já se encontravam no 

banco de dados de nosso laboratório, e atualizar sua informação clínica e 

genealógica de forma personalizada e aprofundada não foi possível, embora foi 

tentado, por tanto, avaliar a provável heterogênea fenotípica nessas famílias e 

provável segregação dessas alterações genéticas, não foi possível. No caso das 

alterações no gene EFHC1 deve ser olhado com cautela, já que a patogenicidade 

das variantes neste gene como causa monogênica de epilepsia é controversa (59), e 

a superestimação do seu potencial efeito genótipo-fenótipo pode influir 

negativamente nas decisões clinicas e atendimento dos pacientes (60), no entanto 

seu estudo para fins de pesquisa é sugerido e necessário para acrescentar 

evidencia científica que ajude na melhor compressão do seu papel no 

desenvolvimento de epilepsia.  
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5.3.  ANÁLISES GENÉTICA POR SEQUENCIAMENTO DE EXOMA 

COMPLETO – WES 

A maioria dos estudos genéticos em famílias com GEFS+ publicados, tem 

sido focados na procura de variantes em painéis predefinidos de genes bem 

estabelecidos com a associação do fenótipo GEFS+, principalmente em genes que 

atuam nos canais de sódio e receptores gabaérgicos (6), o que limita a possibilidade 

de achar outras alterações, sejam novas ou já descritas em outras doenças, que 

poderiam atuar como alterações genéticas causais, ou mesmo alterações 

poligênicas que justifiquem a heterogeneidade fenotípica observada nas famílias 

com GEFS+, um questionamento feito desde os estudos fenotípicos e genotípicos 

iniciais da síndrome (23). Nesse sentido o surgimento das tecnologias de 

sequenciamento de nova geração (do inglês: next-generation sequencing – NGS), 

especialmente a análise de exoma completo (do inglês: whole-exome sequencing-

WES), tem aberto uma ampla janela de possibilidades, como o aumento da 

porcentagem de rendimento de diagnóstico molecular (61), assim como novos (18) 

ou adicionais fatores de risco genético em epilepsias genéticas comuns, com a 

possibilidade de expandir as variantes alvos a serem analisadas de acordo com o 

desejado, possível e planejado, sendo mais importante ainda, o fato de ser possível 

uma reanalise do conjunto de dados direcionando para outros alvos ou objetivos, o 

que é impossível com a metodologia de painéis fixos no número de genes (61).  

 Um estudo feito na Corei do Sul, em indivíduos com síndromes de epilepsia 

genética generalizada (EGG) utilizando sequenciamento de exoma completo (WES), 

realizou a análise focada em potenciais genes candidatos ou de susceptibilidade, 

sendo  51 genes relacionados com EGG e 61 genes relatados em outras epilepsias 

com crises de ausência, mioclônicas e tônico-clônicas generalizas, encontrando que 

27% das variantes encontradas pertenciam a genes que estavam relacionados com 

outros tipos de epilepsia genética, reforçando a hipótese de que geralmente genes 

conhecidos em vez de novos genes (desconhecidos) são os responsáveis pelas 

síndromes comuns das EGG (56). Nós observamos que das 12 variantes genéticas 

encontradas em 7 pacientes, apenas 25% (n=3/12) foram encontradas nos genes 

que tem uma associação conhecida com o fenótipo GEFS+; e o restante de 75% 

pertencem a variantes em genes associados com fenótipos de epilepsias genéticas 

generalizadas (41,7%) e genes relatados em pacientes com fenótipos de 

encefalopatias epilépticas (33,3%) (Figura 6), achados que podem ser explicados 
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devido a uma porcentagem maior de pacientes do fenótipo complexo analisados em 

nosso estudo, e a possível heterogeneidade fenotípica. Além disso, estes achados 

poderiam também estar relacionados com a investigação abrangente de alterações 

patogênicas e provavelmente patogênicas, o que foi possível fazer por meio da 

análise WES, avaliando 178 genes candidatos adicionais aos relacionados aos 

pacientes com GEFS+ e que têm sido relacionados com outros tipos de epilepsia 

genética (tabela 2). Isto, poderia apoiar o sugerido por outros autores (6,8- 10), de 

que os pacientes com GEFS+ compartilham determinantes genéticas com outros 

tipos de epilepsias genéticas, especialmente com o grupo de epilepsias genéticas 

generalizadas (EGG), além das alterações genéticas comuns já conhecidas 

compartilhadas entre os pacientes com GEFS+ e outros com alguns tipos de 

encefalopatia epiléptica, como as Síndromes de Dravet e Doose (5). 

Além das variantes patogênicas e provavelmente patogênicas, identificamos 

em outros quatro pacientes (21,1%), três variantes de significado incerto (VUS) que 

consideramos relevantes baseados em critérios clínicos e fenotípicos, sendo que 

duas delas não têm sido relatadas na literatura e tem segregação familiar em 

pacientes com fenótipos FS+ (caso 13 e 14 [gêmeas]= SCN1A p.R1639C; caso 7= 

SCN1A p.K1654R), e a outra não se teve acesso aos materiais biológicos de  outros 

membros da família afetados para conferir a presença ou não da alteração, 

entretanto, esta alteração já tem sido descrita na literatura sendo associada ao 

fenótipo GEFS+ (caso 15= SCN1A p.R101W) (35,62-67), porém não preenche os 

critérios robustos suficientes para considerar sua patogenicidade. Assim, de modo 

geral, encontramos alterações genéticas de interesse no gene SCN1A que podem 

ter correlação com o fenótipo em 6 de um total de 19 pacientes (31.5%) com 

GEFS+. É importante mencionar ainda que,  as recomendações do ACMG/AMP são 

de extrema importância na classificação de patogenicidade de variantes 

identificadas em genes que causam distúrbios mendelianos (43), a classificação e 

relato de uma variante de significado incerto (VUS) deve ser avaliada e julgada com 

cautela no cenário clínico, visto que com o aumento do conhecimento ao longo dos 

anos de fenótipos relacionados a diferentes doenças genéticas, a reanálise do 

exoma pode alterar a interpretação clínica de uma VUS (68). 
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5.4.  ALTERAÇÕES POLIGÊNICAS EM PACIENTES COM GEFS+ 

MIMETIZANDO ENCEFALOPATIA EPILÉPTICA 

Na nossa coorte de estudo, nós destacamos o caso número 7. Trata-se de 

um paciente com 7 anos de idade no momento da avaliação, com fenótipo de FS+ 

com outras crises generalizadas, além de TEA moderado e afasia. O início de crises 

febris se deu aos 6 meses de vida e afebris aos 7 meses, sem crises epilépticas 

desde os 5 anos de idade, porém sem desenvolvimento de fala (afasia) e 

pertencente a uma família com cinco pessoas afetadas da linha materna em três 

gerações, quatro com convulsões febris e uma com crises de ausência (padrão de 

herança autossômica dominante). Após a análise WES, foi encontrada uma mutação 

de ponto em heterozigose do tipo missense no gene SCN1A p.K1654R, alteração 

presente no paciente e na mãe (Figura 10). A CMA revelou uma CNV de 

aproximadamente 9,8 Mb, revelando uma deleção intersticial no braço longo do 

cromossomo 7, envolvendo as bandas q33-q35 (arr[GRCh37] 

7q33q35(136901668_146708552)x1), alteração confirmada por cariótipo de sangue 

periférico com banda G e ausente nos progenitores (Figura 9). 

A CNV (deleção 7q33q35) foi classificada como patogênica “de novo”, e a 

mutação no gene SCN1A p.K1654R como de significado incerto (VUS), segundo os 

critérios da ACMG/AMP (43,69). A CMA encontrada é uma deleção genômica 

importante. As deleções, também conhecidas como monossomias, são 

caracterizadas pela perda total ou parcial de segmentos genômicos/cromossômicos, 

que levam à haploinsuficiência de loci e podem contribuir para condições genéticas 

específicas (70). Entretanto, deleções intersticiais envolvendo o braço longo do 

cromossomo 7 têm sido raramente relatadas na literatura (71).  Essa deleção 

encontrada em nosso paciente compreende 109 genes, dos quais 56 genes já estão 

registrados na base de dados Online Mendelian Inheritance in Man® (OMIM®), e 

apesar da maioria dos genes contidos nessa deleção ainda não possuírem função 

conhecida ou sensibilidade a dosagem bem estabelecida, a CNV encontrada mostra 

que houve a disrupção do gene CNTNAP2 pela deleção dos três primeiros exóns. 

Este gene é altamente expresso no córtex cerebral em áreas envolvidas com função 

de linguagem (72,73) e tem sido descrito como gene candidato na apraxia infantil da 

fala e no comprometimento específico da linguagem (74,75), manifestações clínicas 

presentes em nosso paciente. Com relação à mutação missense no gene SCN1A 

p.K1654R, apesar de ter sido classificada como VUS segundo os critérios da 
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ACMG/AMP (43), as mutações no gene SCN1A são as mais frequentemente 

descritas com o espectro GEFS+ (6), e essa variante encontrada neste paciente e 

na mãe dele, não foi relatada até o momento em banco de dados ou na literatura, 

por tanto, dada a apresentação fenotípica epiléptica clássica do paciente no contexto 

familiar de GEFS+ e cujas alterações genéticas na CNV não conseguem explicar, a 

variante no SCN1A, poderiam sim, ser a responsável pelo fenótipo GEFS+ 

apresentado neste caso. 

Assim, o paciente aqui relatado apresenta alterações genéticas 

concomitantes, não relacionadas, sendo uma variante no gene SCN1A que sugere a 

causa do espectro GEFS+ e a CNV patogênica (deleção “de novo” 7q33q35) que 

sugere relação com o restante do quadro clínico do paciente, visto que tais 

características não têm sido relatadas em outros pacientes com GEFS+.  Por tanto, 

nós sugerimos que, na presença de pacientes no contesto familiar de GEFS+ 

clássico, com alteração genética em genes previamente descritos para o fenótipo, 

com segregação demostrada, porém com uma condição concomitante importante, 

como transtorno especifico do aprendizado – TEA severo e/ou transtorno grave da 

linguagem sem que exista uma clara relação com a frequência e severidade das 

crises epilépticas, como provável causa desses transtornos em suas formas severa, 

poderia ser importante suspeitar e investigar outras alterações genéticas 

simultâneas e não relacionadas (em diferentes cromossomos), que possam explicar 

a variável expressão fenotípica do paciente, como exposto em nosso caso. 

 

5.5.  RELEVÂNCIA CLÍNICA E LIMITAÇÕES 

A atenção especializada dos pacientes com GEFS+  geralmente é  

negligenciada, por se tratar de um tipo de epilepsia que de modo geral tem bom 

prognóstico, não realizando um estudo clínico aprofundado, muito menos a pesquisa 

de suas prováveis etiologias genéticas, essa dificuldade de acesso aos pacientes 

com fenótipo leves do espectro GEFS+, se traduz em um processo mais lento de 

realização de estudos científicos que permitam avançar na melhor compressão da 

doença, as características moleculares e seu impacto clínico. No entanto, a triagem 

de alterações genéticas em etapas precoces da doença pode influir de forma 

importante na terapia antiepiléptica adequada, prognóstico e assessoramento 

genético (11). Apesar de ser sugerido que as convulsões febris não têm 
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consequências a longo prazo na cognição, infelizmente cerca de 40% das crianças 

com uma primeira crise febril terão recorrência (3), e, no contexto de pacientes com 

GEFS+, onde geralmente os pacientes têm crises febris recorrentes pelo menos até 

os 5 anos de idade, aproximadamente 19% dos casos terão uma mutação no gene 

SCN1A (6) e um tratamento com medicação contraindicada poderia piorar a 

frequência e gravidade das crises epilépticas, o que provavelmente possa ter um 

efeito negativo no desenvolvimento cognitivo, principalmente nos primeiros 5 anos 

de vida (76). Além disso, o tratamento oportuno em etapas iniciais da doença, 

poderia limitar o potencial desenvolvimento na idade adulta de esclerose do 

hipocampo, já que convulsões febris prolongadas podem levar a esclerose mesial 

temporal e epilepsia do lobo temporal (ELT), embora, o grau de risco permaneça 

incerto (3), a relação entre crises febris e epilepsia do lobo temporal (ELT) estão 

sendo progressivamente esclarecidos (77,78). 

Com relação à metodologia de investigação de alterações genéticas, um 

estudo de meta-análise realizado em 2019, aponta o WES como o teste de primeira 

triagem para o diagnóstico clínico, no caso de indivíduos com distúrbios do 

neurodesenvolvimento – NDDs (do inglês: neurodevelopmental disorders), 

demostrando que o rendimento diagnóstico do WES supera consistentemente o da 

CMA (31-53% e 15-20%, respetivamente), propondo um algoritmo de diagnóstico 

que coloca o WES no início da avaliação (68). Em nosso caso, pela natureza das 

características genotípicas do GEFS+, onde o fenótipo geralmente é explicado por 

alterações de ponto (monogênicas), a análise de WES, é, sem dúvida mais eficiente 

do que a CMA. Entretanto, a combinação da análise WES no início, seguido da 

CMA, pode ser de grande relevância nos casos de pacientes com GEFS+ com 

fenótipo pouco claro, podendo evidenciar alterações genéticas concomitantes não 

relacionadas, onde convergem alterações de ponto e CNVs relevantes, como no 

caso apresentado na nossa casuística (número 7). Ainda que estes casos possam 

ser excepcionais, a ampla compreensão da correlação fenótipo-genótipo desses 

tipos de pacientes, poderiam apoiar significativamente a reorientação do manejo 

clínico, além de ser de extrema importância para uma família angustiada na procura 

de respostas.  
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6.  CONCLUSÃO 

 

a) Utilizando o sequenciamento do exoma associado a uma análise focada em 

painéis multigênicos abrangentes associados com o fenótipo GEFS+ e com 

outras epilepsias na infância, nós permitiu encontrar alterações genéticas 

patogênicas ou provavelmente patogênicas em 36,8% (n=7/19) dos pacientes 

com GEFS+ recrutados para nosso estudo. Nossa positividade diagnóstica foi, 

portanto, maior do que o relatado na literatura (30%). 

 

b) Na maioria dos pacientes com alterações genéticas provavelmente patogênicas 

(57%, n=4/7), foram encontradas mutações em genes associados a outros tipos 

de epilepsias generalizadas e encefalopatia epiléptica. Achados que podem estar 

relacionados com a natureza da nossa coorte de estudo, que apresenta 68,4% 

(n=13/19) de pacientes com fenótipo complexo (FS+ com outros tipos de crises 

generalizadas – mioclônicas, ausências, atônicas e focais). Ainda assim, de 

acordo com esses achados, consideramos relevante que a investigação de 

alterações genéticas, quando possível, seja ampliada para genes de outras 

epilepsias na infância, especialmente para síndromes de epilepsia genética 

generalizada e encefalopatias epilépticas como as Síndromes de Dravet e 

Doose, onde a sobreposição fenotípica com GEFS+ está sendo cada vez mais 

evidente por estudos genéticos e clínicos. 

 
 

c) Baseado em nossos achados, sugerimos que para pacientes no contexto familiar 

de GEFS+ clássico, ,porém com comprometimento grave da linguagem ou de 

aprendizagem, sem correlação direta com a frequência e severidade das crises 

epilépticas, seja considerado também  a procura por  outras alterações genéticas 

simultâneas e não relacionadas (em diferentes cromossomos), que possam 

explicar a  variedade de expressão fenotípica.
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8.  APÊNDICES 

 

8.1  Apêndice 1. Predição do potencial deletério – missense. 

 

Predição do potencial deletério das alterações não sinônimas (missense - nonsynonymous SNV) 
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Caso 1  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Caso 2  CACNA1E c.4387A>G p.N1463D 1:181727140 T/C rs943418832 23 PP B P P P PP P B P P P P P 

Caso 3  
ARHGEF15 c.749G>C p.R250P 17:8216387 C/G rs763801843 103 PB B P B B PP B P P B B B B 

ARHGEF16 c.755A>C p.H252P 17: 8216393 T/G rs1317255418 77 PB B B B B B P P B B B B B 

Caso 4 CLCN2 c.1886G>A p.R629Q 3:184071129 C/T rs115961753 43 PP B P P P PP B P P P P P P 

Caso 5 

CLCN2 c.1886G>A p.R629Q 3:184071129 C/T rs115961753 43 PP B P P P PP B P P P P P P 

ADGRV1 c.13037C>T p.P4346L 5: 90074869 G/A rs74632023 98 PP P P B P PP P P P B B B B 

EFHC1 c.229C>A p.P77T 6:52288909 G/T rs149055334 38 PB B B B B B P P B B B B B 

EFHC1 c.662G>A p.R221H 6:52317574 C/T rs79761183 29 PP B B P B B P P B P B B B 

ARHGEF15 c.749G>C p.R250P 17:8216387 C/G rs763801843 103 PB B P B B PP B P P B B B B 
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Caso 6  ADGRV1 c.16841C>T p.T5614I 5:90136624 G/A rs149544995 89 PB B B B B B P P B P B B B 

Caso 7  
HNRNPU c.62A>G p.K21R 1:245027548 T/C rs755839601 26 PB B P B B PP B B P B B B B 

SCN1A c.4961A>G p.K1654R 2:166848824 T/C - 26 P B P P P P B B P B B P P 

Caso 8  CACNA1A c.3358G>A p.A1120T 19:13397515 C/T rs199745070 58 PB B B B B B B P B B P P B 

Caso 9  

ADGRV1 c.3151G>T p.D1051Y 5:89943443 C/A rs145556097 160 PP P P P P PP P P P P B P P 

ADGRV1 c.3191A>C p.E1064A 5:89943483 T/G rs190922596 107 PB B B P B B P P B B B B B 

CACNA1H c.5657G>T p.R1886L 16:1268439 C/A rs58667649 102 PB B B B B B P P B B P B B 

CACNA1H c.5822C>T p.P1941L 16:1268604 G/A rs59935412 98 PP P B P B B P P B B P B B 

Caso 10  
SCN1A c.2836C>T p.R946C 2:166894396 G/A rs121918775 180 PP P P P P PP P P P P P P P 

GRIN2A c.2899G>C p.V967L 16:9858502 C/G rs61731465 32 PB B B B B B B B B B B B B 

Caso 11  GRIN2A c.4330G>A p.V1444I 16:9857071C/T rs150574045 29 PP P P B B PP P B P B B P B 

Caso 12  

ADGRV1 c.5830G>A p.D1944N 5:89979568 C/T rs41302834 23 PB P P P P PP P B P B B B B 

KCNT1 c.1984G>A p.V662M 9:138662917 C/T rs757867931 21 PP P P B B B P B B B B B B 

Caso 13  

SCN3A c.3250G>A p.V1084I 2:165984284 C/T rs140990288 29 PB B B B B B B B B B P B B 

SCN1A c.4915C>T p.R1639C 2:166848870 G/A - 180 PP P P P P PP P P P P P P P 

ADGRV1 c.6443C>T p.A2148V 5:89981765 G/A rs375921325 64 PB B P B P PP P P P B B B B 

ADGRV1 c.10607G>A p.R3536H 5:90040920 C/T rs144618536 29 PB B B B B B P B B B B B B 

Caso 14 SCN3A c.3250G>A p.V1084I 2:165984284 C/T rs140990288 29 PB B B B B B B B B B P B B 
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SCN1A c.4915C>T p.R1639C 2:166848870 G/A - 180 PP P P P P PP P P P P P P P 

ADGRV1 c.6443C>T p.A2148V 5:89981765 G/A rs375921325 64 PB B P B P PP P P P B B B B 

ADGRV1 c.10607G>A p.R3536H 5:90040920 C/T rs144618536 29 PB B B B B B P B B B B B B 

Caso 15  SCN1A c.301C>T p.R101W 2:166915162 G/A rs121917965 101 PP P P P P PP P P P P P P P 

Caso 16  

GABRD c.1202C>T p.T401M 1:1961564 G/A rs116604393 81 PP B B B B PP P P B B P B B 

SCN1A c.1178G>A p.R393H 2:166903479 C/T rs121917927 29 PP P P P P PP P B P P P P P 

ADGRV1 c.9607T>A p.S3203T 5:90016024 A/T rs116480183 58 PB B P B B B P P B B B B B 

Caso 17  

CACNA1H c.826C>G p.R276G 16:1250278 G/C - 125 PB B B B B PP B P B P P B B 

KCNQ2 c.2264A>G p.Y755C 20:62038352 T/C rs3746366 194 PP P P P B PP B P B B P P B 

DEPDC5 c.2836G>A p.A946T 22:32241065 C/T rs538998618 58 PP P P B B PP P P B B B B B 

Caso 18  SCN2A c.3457G>A p.E1153K 2:166221710 C/T rs200138205 56 PP P P P P PP P P P B P B B 

Caso 19  
CACNA1H c.3331G>A p.G1111R 16:1258189 C/T - 125 PB B B P B P P P B B P B B 

MECP2 c.1175T>G p.V392G x:153296140 A/C - 109 PB B B B B B B P B B P B B 

SNV: variante de nucleotídeo único (Single-Nucleotide Variant); ID: identificação da amostra; SNP: Polimorfismo de nucleotídeo único (Single Nucleotide Polymorphism); B: Benigna; PB: Provavelmente Benigna; PP: Provavelmente 
Patogênica; P: Patogênica.  
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ALL 

AFR 

AMR 

EAS 

EUR 

SAS 

ACB 

ASW 

ESN 

GWD 

LWK 

MSL 

YRI 

CLM 

MXL 

PEL 

PUR 

CDX 

CHB 

CHS 

JPT 

KHV 

CEU 

FIN 

GBR 

IBS 

TSI 

BEB 

GIH 

ITU 

PJL 

STU 

Caso 1  

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

-  

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Caso 2  

CACNA1E 

c.4387A>G 

p.N1463D 

1:181727140 T/C 

rs943418832 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

Caso 3  

ARHGEF15 

c.749G>C 

p.R250P 

17:8216387 C/G 

rs763801843 

0,039 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,010 

0,001 

0,046 

0,003 

0,009 

0,005 

0,034 

0,003 

0,012 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

ARHGEF15 

c.755A>C 

p.H252P 

17: 8216393 T/G 

rs1317255418 

0,068 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 



8
0

  

Caso 4  

CLCN2 

c.1886G>A 

p.R629Q 

3:184071129 C/T 

rs115961753 

0,000 

0,000 

0,002 

0,005 

0,000 

0.0005501 

0,006 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,001 

0,010 

1,000 

0,005 

1,000 

1,000 

1,000 

0,009 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

Caso 5  

CLCN2 

c.1886G>A 

p.R629Q 

3:184071129 C/T 

rs115961753 

0,000 

0,000 

0,002 

0,005 

0,000 

0.0005501 

0,006 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,001 

0,010 

1,000 

0,005 

1,000 

1,000 

1,000 

0,009 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

ADGRV1 

c.13037C>T 

p.P4346L 

5: 90074869 G/A 

rs74632023 

0,002 

0,000 

0,007 

0,022 

0,000 

0,003 

0,026 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,002 

0,000 

0,001 

0,007 

0,010 

0,033 

0,040 

0,009 

0,056 

0,018 

0,028 

1,000 

0,008 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

EFHC1 

c.229C>A 

p.P77T 

6:52288909 G/T 

rs149055334 

0,006 

0.002463 

0,008 

0,024 

0,000 

0,003 

0,026 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,002 

0,000 

0,001 

0,007 

0,021 

0,008 

0,005 

0,053 

1,000 

0,024 

0,037 

1,000 

1,000 

1,000 

0,014 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

EFHC1 

c.662G>A 

p.R221H 

6:52317574 C/T 

rs79761183 

0,006 

0.002463 

0,008 

0,024 

0,000 

0,003 

0,025 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,002 

0,000 

0,001 

0,007 

0,021 

0,008 

0,005 

0,053 

1,000 

0,024 

0,037 

1,000 

1,000 

1,000 

0,014 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

ARHGEF15 

c.749G>C 

p.R250P 

17:8216387 C/G 

rs763801843 

0,039 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,010 

0,001 

0,046 

0,003 

0,009 

0,005 

0,034 

0,003 

0,012 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 



8
1

  

Caso 6  

ADGRV1 

c.16841C>T 

p.T5614I 

5:90136624 G/A 

rs149544995 

0,004 

0.003284 

0,000 

0,000 

0,000 

0,004 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,032 

0,000 

0,002 

0,001 

1,000 

0,008 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,023 

0,006 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

Caso 7   

HNRNPU 

c.62A>G 

p.K21R 

1:245027548 T/C 

rs755839601 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

SCN1A 

c.4961A>G 

p.K1654R 

2:166848824 T/C 

- 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

Caso 8  

CACNA1A 

c.3358G>A 

p.A1120T 

19:13397515 C/T 

rs199745070 

0,000 

0.001642 

0,001 

0,003 

0,000 

0,000 

0,003 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

Caso 9  

ADGRV1 

132-310-14 

p.D1051Y 

5:89943443 C/A 

rs145556097 

0,004 

0.002463 

0,002 

0,001 

0,003 

0,002 

0,000 

0,000 

0,000 

0,002 

0,003 

0,003 

0,000 

0,002 

0,002 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,011 

0,023 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,027 

0,009 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

ADGRV1 

c.3191A>C 

p.E1064A 

5:89943483 T/G 

rs190922596 

0,004 

0.002463 

0,002 

0,001 

0,003 

0,002 

0,000 

0,000 

0,000 

0,002 

0,003 

0,003 

0,000 

0,002 

0,002 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,011 

0,023 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,027 

0,009 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 



8
2

  
CACNA1H 

c.5657G>T 

p.R1886L 

16:1268439 C/A 

rs58667649 

0,000 

0.006568 

0,042 

0,012 

0,000 

0,002 

0,021 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,001 

0,000 

0,001 

0,008 

0,036 

0,025 

0,035 

0,044 

0,030 

0,018 

0,019 

1,000 

1,000 

1,000 

0,005 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,001 

0,005 

1,000 

1,000 

0,010 

1,000 

0,005 

CACNA1H 

c.5822C>T 

p.P1941L 

16:1268604 G/A 

rs59935412 

0,000 

0.006590 

0,004 

0,013 

0,000 

0,002 

0,020 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,001 

0,000 

0,001 

0,008 

0,036 

0,025 

0,035 

0,044 

0,030 

0,018 

0,019 

1,000 

1,000 

1,000 

0,005 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,005 

1,000 

1,000 

0,010 

1,000 

0,005 

Caso 10  

SCN1A 

c.2836C>T 

p.R946C 

2:166894396 G/A 

rs121918775 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

GRIN2A 

c.2899G>C 

p.V967L 

16:9858502 C/G 

rs61731465 

0,004 

0.001642 

0,006 

0,004 

0,008 

0,006 

0,002 

0,005 

0,000 

0,003 

0,008 

0,004 

0,008 

0,007 

0,003 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,005 

0,008 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,005 

0,010 

0,011 

0,014 

0,009 

1,000 

0,005 

0,005 

1,000 

1,000 

Caso 11  

GRIN2A 

c.4330G>A 

p.V1444I 

16:9857071C/T 

rs150574045 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,004 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

Caso 12  

ADGRV1 

c.5830G>A 

p.D1944N 

5:89979568 C/T 

rs41302834 

0.001938 

0.005747 

0,005 

0,001 

0,007 

0,000 

0,001 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,002 

0,005 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,006 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,015 

1,000 

1,000 

0,009 

0,014 

1,000 

0,005 

1,000 

0,005 

1,000 



8
3

  
KCNT1 

c.1984G>A 

p.V662M 

9:138662917 C/T 

rs757867931 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

Caso 13  

SCN3A 

c.3250G>A 

p.V1084I 

2:165984284 C/T 

rs140990288 

0,008 

0.003284 

0,006 

0,002 

0,008 

0,005 

0,001 

0,000 

0,000 

0,002 

0,007 

0,005 

0,005 

0,007 

0,002 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,016 

1,000 

0,005 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,010 

1,000 

0,011 

0,005 

0,005 

1,000 

1,000 

1,000 

0,005 

1,000 

SCN1A 

c.4915C>T 

p.R1639C 

2:166848870 G/A 

- 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

ADGRV1 

c.6443C>T 

p.A2148V 

5:89981765 G/A 

rs375921325 

0,002 

0,000 

0,000 

0,001 

0,000 

0,000 

0,001 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,005 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

ADGRV1 

c.10607G>A 

p.R3536H 

5:90040920 C/T 

rs144618536 

0,006 

0,005 

0,004 

0,010 

0,001 

0,001 

0,011 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,001 

0,000 

0,001 

0,004 

0,021 

1,000 

0,010 

0,013 

0,035 

0,006 

0,005 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

Caso 14  

SCN3A 

c.3250G>A 

p.V1084I 

2:165984284 C/T 

rs140990288 

0,008 

0.003284 

0,006 

0,002 

0,008 

0,005 

0,001 

0,000 

0,000 

0,002 

0,007 

0,005 

0,005 

0,007 

0,002 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,016 

1,000 

0,005 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,010 

1,000 

0,011 

0,005 

0,005 

1,000 

1,000 

1,000 

0,005 

1,000 



8
4

  
SCN1A 

c.4915C>T 

p.R1639C 

2:166848870 G/A 

- 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

ADGRV1 

c.6443C>T 

p.A2148V 

5:89981765 G/A 

rs375921325 

0,002 

0,000 

0,000 

0,001 

0,000 

0,000 

0,001 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,005 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

ADGRV1 

c.10607G>A 

p.R3536H 

5:90040920 C/T 

rs144618536 

0,006 

0.004926 

0,004 

0,010 

0,001 

0,001 

0,011 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,001 

0,000 

0,001 

0,004 

0,021 

1,000 

0,010 

0,013 

0,035 

0,006 

0,005 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

Caso 15  

SCN1A 

c.301C>T 

p.R101W 

2:166915162 G/A 

rs121917965 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

Caso 16  

GABRD 

c.1202C>T 

p.T401M 

1:1961564 G/A 

rs116604393 

0,002 

0.004105 

0,007 

0,019 

0,000 

0,002 

0,020 

0,000 

0,001 

0,000 

0,000 

0,001 

0,000 

0,001 

0,009 

0,031 

0,033 

0,010 

0,049 

0,015 

0,047 

0,028 

0,005 

1,000 

0,006 

0,005 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

SCN1A 

c.1178G>A 

p.R393H 

2:166903479 C/T 

rs121917927 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 
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ADGRV1 

c.9607T>A 

p.S3203T 

5:90016024 A/T 

rs116480183 

0,008 

0,006 

0,005 

0,016 

0,000 

0,002 

0,018 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,001 

0,000 

0,001 

0,007 

0,026 

0,042 

0,025 

0,035 

0,027 

1,000 

0,018 

0,037 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

Caso 17  

CACNA1H 

c.826C>G 

p.R276G 

16:1250278 G/C 

rs199664795 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

KCNQ2 

c.2264A>G 

p.Y755C 

20:62038352 T/C 

rs3746366 

0,006 

0.000822 

0,000 

0,000 

0,000 

0,003 

0,000 

0,000 

0,011 

0,000 

0,000 

0,014 

0,000 

0,001 

0,002 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,005 

0,008 

0,012 

1,000 

1,000 

1,000 

0,010 

0,010 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

DEPDC5 

c.2836G>A 

p.A946T 

22:32241065 C/T 

rs538998618 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

0,012 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

Caso 18  

SCN2A 

c.3457G>A 

p.E1153K 

2:166221710 C/T 

rs200138205 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

Caso 19  

CACNA1H 

c.3331G>A 

p.(Gly1111Arg) 

16:1258189 C/T 

rs59529743 

0,000 

0.003295 

0,002 

0,008 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,009 

0,010 

0,016 

0,015 

0,062 

0,086 

0,012 

0,023 

1,000 

1,000 

1,000 

0,005 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

1,000 

MECP2 

c.1175T>G 

p.V392G 

x:153296140 A/C 

- 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 
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8.3. 
 

A
p

ên
d

ice 3. B
an

co
s d

e D
ad

o
s d

e freq
u

ên
cia p

o
p

u
lacio

n
al – “splincing”. 

 

  
A

ltera
çõ

es d
e “Splincing”

 
  

B
a

n
co

s d
e D

a
d

o
s d

e freq
u

ê
n

cia
 p

o
p

u
la

cio
n

a
l  

BipMed 

ABraOM 

ESP6500si 

GnomAD 

1000 Genomes 

ID 

Gene 

Alteração de nucleotídeos 

Posição Cromossômica  

Alteração proteica prevista 

BR 

BR 

ALL 

AA 

EA 

ALL 

AFR 

AJ 

EAS 

EUR (FIN) 

EUR (NFE) 

LAT 

SAS 

OTH 

ALL 

AFR 

AMR 

EAS 

EUR 

SAS 

ACB 

ASW 

ESN 

GWD 

LWK 

MSL 

YRI 

CLM 

MXL 

PEL 

PUR 

CDX 

CHB 

CHS 

JPT 

KHV 

CEU 

FIN 

GBR 

IBS 

TSI 

BEB 

GIH 

ITU 

PJL 

STU 

Caso 2  

MTOR 

c.3315_3316insTATCGCAGCCACCTGC

GCAAGGTCCTGGTCGAGTACGTGAAC

GAAACGGCAAGCGAGTGGGGCGCGA

ACATCCTGGAA 

1:11272935-11272935 
p.(Asn1106delinsTyrArgSerHisLeuArgLys

ValLeuValGluTyrValAsnGluThrAlaSerGlu

TrpGlyAlaAsnIleLeuGluAsn)

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 
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SLC2A1 

c.796_797insGTTCCAGAACA

TCCCGCTCCACCCAGCTCT

CCCGCGTCCCCACAACGC

ATCCGGCTGATCGATCGGA

TTA

1:43395334-43395334 

p.(Pro266fs) 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

SCN3A 

c.1380_1381insCTGTGACATTCGATA

GCCATGTGCAGGCGGCCGGCCGT

GCCACCGGCGAGGCGGGCGAGGT

CGCGTTCGGCACTGC 

2:166003539-166003539 

p.(Ala461_Val462delinsLeuTer) 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

SCN1A 

c.2500_2501insATA 

2:166896021-166896021 

p.(Ile834delinsAsnIle) 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

STXBP1 

c.530_531insCCACCACCTCGC

GGAACGCATCATCCGGGGA

GAACTCAAGGAACGGGAACG

TATCCAGGAGCAGAAGGTCA

CCCA

9:130425584-130425584 
p.(Ala177delinsAlaHisHisLeuAl

aGluArgIleIleArgGlyGluLeuLys

GluArgGluArgIleGlnGluGlnLys

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 
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Caso 3  

MTOR 

c.3315_3316insTGGAA 

1:11272935-11272935 

p.(Asn1106fs) 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

MTOR 

c.3314_3315insAGCCACCT

GCGCAAGGTCCTGGTCG

AGTACGTGAACGAAACGG

CAAGCGAGTGGGGCGCG

AACATC

1:11272936-11272936 
p.(Ala1105delinsAlaAlaThrC

ysAlaArgSerTrpSerSerThrTe

r)

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

SCN1A 

c.2500_2501insATA 

2:166896021-166896021 

p.(Ile834delinsAsnIle) 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

Caso 8  

HCN2 

c.2143_2151del 

19:615947-615955 

p.(715_717del) 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

0,000000 

Caso 10  

CACNA1A 

c.3607_3609del 

19:13395968-13395970 

p.(1203_1203del) 

0,000 

0,000821 

0,000 

0,000 

0,000 

0,0024 

0,0001 

0,004 

0,000 

0,0143 

0,0011 

0,000 

0,0012 

0,0031 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 
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Caso 11  

CACNA1H 

c.6293_6307del 

16:1270243-1270257 

p.(2098_2103del) 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

Caso 17  

IRF2BPL 

c.491_492insCGC 

14:77493644-77493644 

p.(Ala164delinsAlaAla) 

0,0039 

0,004246 

0,000 

0,000 

0,000 

0,0007687 

0,000664 

0,00387 

0,0002342 

0,0004486 

0,0006142 

0,0006122 

0,001131 

0,001092 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

Caso 18  

IRF2BPL 

c.470_471insTGCCGCCGCC

GC 

14:77493665-77493665 

p.(Ala157delinsAlaAlaAlaAlaA

la) 

0,000 

0,003289 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 

0,000 
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8.4.  Apêndice 4. “Scores”Geral ACMG. 

 

    Evidência de patogenicidade 

Número 
De 

Critérios 

  

ID 
Alteração 

de 
Nucleotídeos 

Alteração 
Proteica 
Prevista 

Gene 

1.
 T

ip
o 

de
 v

ar
ia

nt
e 

2.
 R

ev
is

ão
 

da
 li

te
ra

tu
ra

 

3.
 H

er
an

ça
 

e 
es

tu
do

s 
fa

m
ili

ar
es

 

4.
 F

re
qu

ên
ci

a 
Po

pu
la

ci
on

al
 

(C
on

tr
ol

es
) 

5.
 L

oc
al

iz
aç

ão
 e

m
 

"h
o
t 

sp
o
ts

" 

6.
 P

re
di

çã
o 

"i
n
 s

il
ic

o
" 

Classificação Validação 

P
V

S
1

 

P
M

4
 

P
S

1
 

P
S

3
 

P
M

5
 

P
S

2
 

P
M

6
 

P
P

1
 

P
S

4
 

P
M

2
 

P
M

1
 

P
P

3
 

M
u

it
o
 f

o
rt

e
 

F
o
rt

e 

M
o
d

er
a
d

o
 

S
u

p
o
rt

e
 

Caso 1  
c.1080T>C p.L360L KCNT2 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não - - - - # - 

c.1513C>T p.L505L GRIN1 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não - - - - # - 

Caso 2  

c.3315_3316ins

TATCGCAGCC

ACCTGCGCAA

GGTCCTGGTC

GAGTACGTGA

ACGAAACGGC

AAGCGAGTG

GGGCGCGAA

CATCCTGGAA 

p.(Asn1106delinsTyrA

rgSerHisLeuArgLysVa

lLeuValGluTyrValAsn

GluThrAlaSerGluTrp

GlyAlaAsnIleLeuGluA

sn) 

 

MTOR 
Não - Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim - - 0 0 1 0 VUS - 

c.796_797insGT

TCCAGAACAT

CCCGCTCCAC

CCAGCTCTCC

CGCGTCCCCA

CAACGCATCC

GGCTGATCGA

TCGGATTA 

p.(Pro266fs) 
 

SLC2A1 
Sim - Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim - - 1 0 1 0 

Provavelmente 
patogênico 

Validar 

c.4387A>G p.N1463D CACNA1E Não Não Não Sim Não Não + Não** Não*** Sim sim Não 0 0 3 0 
Provavelmente 

patogênico 
Validar 

c.1380_1381ins

CTGTGACATT

CGATAGCCAT

GTGCAGGCG

GCCGGCCGT

GCCACCGGC

GAGGCGGGC

GAGGTCGCG

TTCGGCACTG

C 

p.(Ala461_Val462deli

nsLeuTer) 
SCN3A Sim - Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim - - 1 0 1 0 

Provavelmente 
patogênico 

Validar 

c.2500_2501ins p.(Ile834delinsAsnIle) SCN1A Não Não Não - Não Não Não* Não** Não*** Sim - - 0 0 1 0 VUS - 
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ATA 

c.7176C>T p.S2392S ADGRV1 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não - - - - # - 

c.530_531insC

CACCACCTCG

CGGAACGCAT

CATCCGGGG

AGAACTCAAG

GAACGGGAA
CGTATCCAGG

AGCAGAAGGT

CACCCA 

p.(Ala177delinsAlaHis

HisLeuAlaGluArgIleIl

eArgGlyGluLeuLysGlu

ArgGluArgIleGlnGluG
lnLysValThrGln) 

STXBP1 Não Não Não - Não Não Não* Não** Não*** Sim - - 0 0 1 0 VUS - 

c.2703G>A p.L901L GRIN2B Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não - - - - # - 

Caso 3 

c.3315_3316ins

TGGAA 
p.(Asn1106fs) MTOR Sim - Não - Não Não Não* Não** Não*** Sim - - 1 0 1 0 

Provavelmente 
patogênico 

Validar 

c.3314_3315ins

AGCCACCTGC

GCAAGGTCCT

GGTCGAGTAC

GTGAACGAAA

CGGCAAGCG

AGTGGGGCG

CGAACATC 

p.(Ala1105delinsAlaAl

aThrCysAlaArgSerTrp

SerSerThrTer) 

MTOR Sim - Não - Não Não Não* Não** Não*** Sim - - 1 0 1 0 
Provavelmente 

patogênico 
Validar 

c.1509T>C p.Y503Y KCNT2 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não - - - - # - 

c.2500_2501ins

ATA 
p.(Ile834delinsAsnIle) SCN1A Não Não Não - Não Não Não* Não** Não*** Sim - - 0 0 1 0 VUS - 

c.1296G>A p.T432T 
 

EEF1A2 
Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não - - - - # - 

c.749G>C p.R250P ARHGEF15 Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim - Não 0 0 1 0 VUS - 

c.755A>C p.H252P ARHGEF15 Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim - Não 0 0 1 0 VUS - 

Caso 4 c.1886G>A p.R629Q CLCN2 Não Não Sim - Não Não  Sim Não** Não*** Sim - Não 0 1 2 0 
Provavelmente 

patogênico 
Validar 

Caso 5 

c.414G>A p.T138T GABRD Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não 0 0 0 0 # - 

c.960C>T p.S320S SLC6A1 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não 0 0 0 0 # - 

c.1886G>A p.R629Q CLCN2 Não Não Sim - Não Não Sim Não** Não*** Sim - Não 0 1 2 0 
Provavelmente 

patogênico 
Validar 

c.13037C>T p.P4346L ADGRV1 Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim - Não 0 0 1 0 VUS - 

c.229C>A p.P77T EFHC1 Não Não Sim - Não Não Sim  Não** Não*** Sim - Não 0 1 2 0 
Provavelmente 

patogênico 
Validar 

c.662G>A p.R221H EFHC1 Não Não Sim - Não Não Sim Não** Não*** Sim - Não 0 1 2 0 
Provavelmente 

patogênico 
Validar 

c.749G>C p.R250P ARHGEF15 Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim - Não 0 0 1 0 VUS - 

Caso 6 

c.5244C>A p.(Ala1748Ala) MTOR Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não 0 0 0 0 # - 

c.1209T>C p.S403S ATP6V1A Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

c.16841C>T p.T5614I ADGRV1 Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim Não Não 0 0 1 0 VUS - 

c.2235C>T p.S745S KCNT1 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

c.3189C>T pN1063N CACNA1H Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

c.4965C>A p.V1655V CACNA1H Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 
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Caso 7 

c.2466C>T p.N822N KCNT2 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

c.62A>G p.K21R HNRNPU Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - VUS - 

c.4961A>G p.K1654R SCN1A Não Não Não Não Não Não Não       Sim Não*** Sim Não Não 0 0 1 1 VUS Validada 

Caso  

c.5589G>A p.S1863S MTOR Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

c.3333A>C p.P1111P KCNT2 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

c.141C>T p.A47A HNRNPU Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

c.4281C>T p.V1427V SCN9A Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

c.90G>A p.T30Y EFHC1 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

c.1584G>A p.E528E GRIN1 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

c.2307G>T p.S769S IRF2BPL Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

c.2143_2151del p.(715_717del) HCN2 Não - Não - Não Não Não* Não** Não*** Sim Não Não 0 0 1 0 VUS - 

c.3358G>A p.A1120T CACNA1A Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim Não Não 0 0 1 0 VUS - 

Caso  

c.3151G>T p.D1051Y ADGRV1 Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim Não Sim 0 0 1 0 VUS - 

c.3191A>C p.E1064A ADGRV2 Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim Não Não 0 0 1 0 VUS - 

c.5490C>T p.I1830I SCN8A Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não - - - - # - 

c.5657G>T p.R1886L CACNA1H Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não 0 0 1 0 VUS - 

c.5822C>T p.P1941L CACNA1H Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não 0 0 1 1 VUS - 

c.6255C>T p.A2085A CACNA1H Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

Caso 10 

c.2836C>T p.R946C SCN1A Não Não Sim Sim Sim Não Sim Não** Não*** Sim Sim Sim 0 2 4 1 Patogênico Validada 

c.2899G>C p.V967L GRIN2A Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim Não Não 0 0 1 0 VUS - 

c.753C>T p.F251F GNAO1 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não - - - - # - 

c.3607_3609del p.(1203_1203del) CACNA1A Não - Não - Não Não Não* Não** Não*** Sim - Não 0 0 1 0 VUS - 

Caso 1 

c.252A>G p.V84V CLCN2 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não - - - - # - 

c.6293_6307del p.(2098_2103del) CACNA1H Não - Não - Não Não Não Não** Não*** Sim Não Não 0 0 1 0 VUS - 

c.4330G>A p.V1444I GRIN2A Não Não Não - Não Não Não Não** Não*** Sim Não Não 0 0 1 0 VUS - 

c.1332C>T p.R444R CDKL5 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não - - - - # - 

Caso 12 

c.5256G>A p.G752G SCN2A Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não - - - - # - 

c.5830G>A p.D1944N ADGRV1 Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim Não Não 0 0 1 0 VUS - 

c.1984G>A p.V662M KCNT1 Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim Não Não 0 0 1 0 VUS - 

c.1569C>T p.V523V GRIN2B Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não - - - - # - 

c.1551C>T p.I517I GRIN2D Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não - - - - # - 

Caso 1 

c.3250G>A p.V1084I SCN3A Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim Não Não 0 0 1 0 VUS - 

c.4915C>T p.R1639C SCN1A Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim Sim Sim 0 0 2 1 VUS Validada 

c.6443C>T p.A2148V ADGRV1 Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim Não Não 0 0 1 0 VUS - 

c.10607G>A p.R3536H ADGRV1 Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim - Não 0 0 1 0 VUS - 

Caso 14 

c.3250G>A p.V1084I SCN3A Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim - Não 0 0 1 0 VUS - 

c.4915C>T p.R1639C SCN1A Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim Sim Sim 0 0 2 1 VUS Validada 

c.6443C>T p.A2148V ADGRV1 Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim - Não 0 0 1 0 VUS - 

c.10607G>A p.R3536H ADGRV1 Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim - Não 0 0 1 0 VUS - 
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c.4476G>A p.G1492G CHD2 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não - - - - # - 

Caso 15 
c.301C>T p.R101W SCN1A Não Não Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim Não Sim 0 0 1 1 VUS Validada 

c.510C>T p.R170R IRF2BPL Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

Caso 16 

c.1202C>T p.T401M GABRD    Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não - - 1 0 VUS - 

c.1178G>A p.R393H SCN1A Não Não Sim Sim Sim Não Não* Não** Não*** Sim Sim Não 0 2 3 0 Patogênico Validada 

c.9607T>A p.S3203T ADGRV1 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Sim Não Não - - 1 - VUS - 

c.726C>T p.G242G YWHAG Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

Caso 17  

c.491_492insC

GC 

p.(Ala164delinsAlaAla

) 
IRF2BPL Não - Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim - Não 0 0 1 0 VUS - 

c.826C>G p.R276G CACNA1H Não - Não Não Não Não Não* Não** Não*** Sim - Não 0 0 1 0 VUS - 

c.2264A>G p.Y755C KCNQ2 Não Não Não Não Não Não Não* Não Não*** Sim Não Não 0 0 1 0 VUS - 

c.2836G>A p.A946T DEPDC5 Não Não Não Não Não Não Não* Não Não*** Sim Não Não 0 0 1 0 VUS - 

Caso 18 

c.3457G>A p.E1153K SCN2A Não Não Não Não Não Não Sim Não** Não*** Sim Sim Sim 0 0 3 0 
Provavelmente 

patogênico 
Validar 

c.2376C>T p.D792D KCNT1 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 
c.470_471insTG

CCGCCGCCG

C 

p.(Ala157delinsAlaAla

AlaAlaAla) 
IRF2BPL Não - Não - Não Não Não* Não** Não*** Sim - Não 0 0 1 0 VUS - 

Caso 19 

c.1857G>A p.E619E KCNT2 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

c.1338C>T p.S446S SPTAN1 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

c.1968G>A p.V656V SPTAN1 Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não Não - - - - # - 

c.3331G>A p.G1111R CACNA1H Não Não Não Não  Não Não Não* Não** Não*** Sim Não Não 0 0 1 0 VUS - 

c.1175T>G p.V392G MECP2 Não Não Não Não  Não Não Não* Não** Não*** Sim - Não 0 0 1 0 VUS - 

VUS: Variantes de significado incerto (Variants Unknown Significance); #: alterações sinônimas. OBS: *Os genitores (pais) não testados; **A co-segregação com a doença não foi investigada; ***A frequência não foi calculada, pois nosso 
n é muito baixo.  
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8.5.  Apêndice 5. CMA Geral – Pipeline CMA-BRAINN* 

 

ID Chr 
Posição  
Inicial 

Posição 
Final 

Tamanho 
(Kb) 

Tipo 
CNV 

Sexo aDGV DGV DECIPHER 
ClinGEN 

CNV 
Classificação  

Genes registrados no 
OMIM 

Genes  
de 

encefalopatias 

Caso 1   

2 185017179 185060167 429,89 Deleção Feminino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

3 46783238 46793364 101,27 Deleção Feminino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

Caso 2  
  

14 106547495 106564270 16776 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

Caso 3   8 39225914 39225940 27 Ganho Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

Caso 4  
  

1 248809358 248814080 4723 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

22 23547441 23574494 27054 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

Caso 5   

3 142634800 142986037 351238 Ganho Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS 
PAQR9( 

614580),CHST2(603798),

SLC9A9(608396) 

- 

7 61857934 61888128 30195 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

13 64370796 64405310 34515 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

19 44906512 44938779 32268 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

22 23023185 23031338 8154 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

Caso 6   

3 646057 876958 230902 Ganho Feminino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

3 899528 1064031 164504 Ganho Feminino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

3 1146646 1389117 242472 Ganho Feminino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS CNTN6(607220) - 

20 53946833 53989654 42822 Deleção Feminino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

Caso 7   

7 136901669 137264283 362615 Deleção Masculino Sim Sim Sim Sim Patogênica 
PTN(162095),DGKI(6040

72) 
- 

7 137268624 137307434 38811 Deleção Masculino Sim Sim Sim Sim Patogênica DGKI((604072) - 
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7 137315924 141753993 4438070 Deleção Masculino Sim Sim Sim Sim Patogênica 

DGKI((604072),CREB3L

2(608834),AKR1D1(6047

41),TRIM24(603406),SV

OPL(611700),ATP6V0A4

(605239),KIAA1549(6133

44),ZC3HAV1(607312),T

TC26(617453),UBN2(613

841),LUC7L2(613056),HI

PK2(606868),TBXAS1(27

4180),PARP12(612481),N

DUFB2(603838),BRAF(1

64757),MRPS33(611993),

AGK(610345),WEE2( 

614084),SSBP1(600439),

TAS2R3(604868),TAS2R4

(604869),TAS2R5(605062

),TAS2R38(607751),CLE

C5A(604987),MGAM(154

360) 

- 

7 141795282 141802350 7069 Deleção Masculino Sim Sim Sim Sim Patogênica MGAM(154360) - 

7 142047385 142257596 210212 Deleção Masculino Sim Sim Sim Sim Patogênica - - 

7 142275699 142474641 198943 Deleção Masculino Sim Sim Sim Sim Patogênica PRSS1(276000) - 

7 142474939 142827953 353015 Deleção Masculino Sim Sim Sim Sim Patogênica 
EPHB6(602757),TRPV6(

606680),TRPV5(606679),

KEL(613883) 

- 

7 142891710 143218845 327136 Deleção Masculino Sim Sim Sim Sim Patogênica 

TAS2R40(613964),GSTK

1(602321),CASP2(60063

9),TMEM139(616524),CL

CN1(118425),ZYX(60200

2),EPHA1(179610),TAS2

R60(613968)TAS2R41(61

3965) 

- 

7 143292111 143398030 138923 Deleção Masculino Sim Sim Sim Sim Patogênica TCAF2(616252) - 

7 143398031 143431033 138923 Deleção Masculino Sim Sim Sim Sim Patogênica 
TCAF2(616252),OR2F1(

608497) 
 

7 143568048 143873376 305329 Deleção Masculino Sim Sim Sim Sim Patogênica TCAF2(616252)  

7 144075507 144105929 30423 Deleção Masculino Sim Sim Sim Sim Patogênica 
ARHGEF5(600888),NOB

OX(610934) 
 

7 144106496 144112265 5770 Deleção Masculino Sim Sim Sim Sim Patogênica NOBOX(610934)  

7 144112435 146708552 2596118 Deleção Masculino Sim Sim Sim Sim Patogênica 
TPK1(606370),CNTNAP2

(604569) 
 

Caso 8   1 149578711 149617439 38729 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 
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7 111213063 111260535 47473 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

11 90731050 90795301 64252 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

19 55268216 55348691 80476 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS 
KIR2DL1(604936),KIR2

DL4(604945),KIR3DL1(6

04946),KIR2DS4(604955) 

- 

Caso 9   

2 98698619 98702024 3406 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

2 98793300 98798672 5373 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS  VWA3B(614884) - 

Caso 10   

7 143292111 143398030 105920 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS TCAF2(616252) - 

14 89178464 89476761 298298 Ganho Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS EML5(618119) - 

20 16565162 16575000 9839 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS TTC8(608132) - 

Caso 11  

6 81294330 81294910 581 Deleção Feminino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

17 18317382 18358933 41552 Deleção Feminino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

Caso 12   

3 96990786 97303661 312.876 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS EPHA6(600066)  

15 71990150 72018933 28784 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

Caso 13  

5 115625217 115625245 29 Deleção Feminino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

9 33143181 33261061 117881 Ganho Feminino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS B4GALT1 - 

12 9731638 9734958 3321 Deleção Feminino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

Caso 14   5 115625217 115625245 29 Deleção Feminino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

Caso 15 Sem CNVs relevantes  

Caso 16  

1 30293452 30414051 120600 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

4 217929 276983 59055 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

Caso 17  - - - - - - - - - - - 
Em andamento - Não tem 

DNA 
- 

Caso 18 - - - - - - - - - - - 
Em andamento - Não tem 

DNA 
- 

Caso 19  18 69380200 69721872 341673 Deleção Masculino Não Não Não Não Classe 3 - VOUS - - 

ID: identificação da amostra; Chr: cromossomo; Kb: Kilobase; CNV: variação de número de cópias (copy number variation); aDGV: Affymetrix® Database Genomic Variants; DGV: Database of Genomic Variants; DECIPHER: DatabasE 

of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources; ClinGen: Clinical Genome Resource; DNA: Deoxyribonucleic Acid.  
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8.6.  Apêndice 6. CMA Geral – Método ChAS* 

 

ID NC 
Tipo de 

CNV 
Chr 

Tamanho 

(Kb) 

Qde. 

Genes 

OMIM 

Genes OMIM Nomenclatura Classificação 

Genes 

de 

encefalopatias 

Caso 1 

1 Perda 1 374,863 1 FCGR1CP (601503) 
arr[GRCh37] 

1q21.2(149061967_149436830)x1 
Classe 3 - VOUS  

1 Perda 8 347,284 2 FAM90A7P (613044), FAM90A10P (613047) arr[GRCh37] 8p23.1(7400403_7747687)x1 Classe 3 - VOUS  

3 Ganho 11 110,402 0 - 
arr[GRCh37] 

11p11.12(49823454_49933856)x3 
Classe 3 - VOUS  

3 Ganho 14 542,327 1 KIAA0125 (616623) 
arr[GRCh37] 

14q32.33(105988025_106530352)x3 
Classe 3 - VOUS  

3 Ganho 14 261,038 0 - 
arr[GRCh37] 

14q32.33(106567087_106828125)x3 
Classe 3 - VOUS  

3 Ganho 22 353,211 2 GGTLC2 (612339), MIR650 (615379) 
arr[GRCh37] 

22q11.22(22905392_23258603)x3 
Classe 3 - VOUS  

Caso 2 

3 Ganho 6 322,07 1 TRIM27 (602165) 
arr[GRCh37] 

6p22.1(28660217_28982287)x3 
Classe 3 - VOUS  

3 Ganho 11 435.655 27 

AHNAK (103390), EEF1G (130593), TUT1 

(610641), MTA2 (603947), ROM1 (180721), 

B3GAT3 (606374), GANAB (104160), INTS5 

(611349), UQCC3 (616097), UBXN1 (616378), 

BSCL2 (606158), GNG3 (608941), POLR2G 

(602013), TAF6L (602946), NXF1 (602647), STX5 

(603189), SNHG1 (603222), SNORD22 (603223), 

SNORD31 (603230), SNORD30 (603229), 

SNORD29 (603228), SNORD28 (603227), 

SNORD27 (603226), SNORD26 (603225), 

SNORD25 (603224), SLC3A2 (158070), CHRM1 

(118510) 

arr[GRCh37] 

11q12.3(62270537_62706192)x3 
Classe 3 - VOUS BSCL2 
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3 Ganho 14 1026,07 1 POTEG (608916) 
arr[GRCh37] 

14q11.2(19273612_20299682)x3 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 16 571.059 17 

LMF1 (611761), SOX8 (605923), SSTR5 (182455), 

C1QTNF8 (614147), CACNA1H (607904), TPSG1 

(609341), TPSB2 (191081), TPSAB1 (191080), 

TPSD1 (609272), UBE2I (601661), BAIAP3 

(604009), GNPTG (607838), CLCN7 (602727), 

PTX4 (613442), TELO2 (611140), IFT140 

(614620), TMEM204 (611002) 

arr[GRCh37] 16p13.3(1015196_1586255)x3 

Classe 4 - 

Provavelmente 

patogênica 

CACNA1H 

3 Ganho 17 314.288 24 

DLG4 (602887), ACADVL (609575), DVL2 

(602151), PHF23 (612910), GABARAP (605125), 

CTDNEP1 (610684), ELP5 (615019), CLDN7 

(609131), SLC2A4 (138190), YBX2 (611447), 

EIF5A (600187), GPS2 (601935), NEURL4 

(615865), ACAP1 (607763), KCTD11 (609848), 

TNK1 (608076), PLSCR3 (607611), NLGN2 

(606479), SPEM1 (615116), TMEM102 (613936), 

FGF11 (601514), CHRNB1 (100710), ZBTB4 

(612308), POLR2A (180660) 

arr[GRCh37] 17p13.1(7091649_7405937)x3 Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 17 470.809 7 

RPTOR (607130), CHMP6 (610901), BAIAP2 

(605475), AATK (605276), MIR338 (614059), 

CEP131 (613479), SLC38A10 (616525) 

arr[GRCh37] 

17q25.3(78918442_79389251)x3 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 17 444.036 22 

HGS (604375), MRPL12 (602375), SLC25A10 

(606794), GCGR (138033), MCRIP1 (616514), 

P4HB (176790), ARHGDIA (601925), ALYREF 

(604171), ANAPC11 (614534), NPB (607996), 

PCYT2 (602679), SIRT7 (606212), MAFG 

(602020), PYCR1 (179035), NOTUM (609847), 

ASPSCR1 (606236), STRA13 (615128), RAC3 

(602050), DCXR (608347), RFNG (602578), GPS1 

(601934), FASN (600212) 

arr[GRCh37] 

17q25.3(79642198_80086234)x3 
Classe 3 - VOUS - 
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3 Ganho 19 429.405 18 

MRPL4 (611823), ICAM1 (147840), ICAM4 

(614088), ICAM5 (601852), ZGLP1 (611639), 

FDX1L (614585), RAVER1 (609950), ICAM3 

(146631), TYK2 (176941), CDC37 (605065), 

PDE4A (600126), KEAP1 (606016), S1PR5 

(605146), ATG4D (611340), CDKN2D (600927), 

AP1M2 (607309), SLC44A2 (606106), ILF3 

(603182) 

arr[GRCh37] 

19p13.2(10355502_10784907)x3 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 19 641.946 25 

SHC2 (605217), MADCAM1 (102670), CDC34 

(116948), GZMM (600311), BSG (109480), HCN2 

(602781), POLRMT (601778), FGF22 (605831), 

RNF126 (615177), FSTL3 (605343), PALM 

(608134), MISP (615289), PTBP1 (600693), 

PLPPR3 (610391), AZU1 (162815), PRTN3 

(177020), ELANE (130130), CFD (134350), 

MED16 (604062), KISS1R (604161), ARID3A 

(603265), GRIN3B (606651), TMEM259 (611011), 

CNN2 (602373), ABCA7 (605414) 

arr[GRCh37] 19p13.3(416230_1058176)x3 Classe 3 - VOUS HCN2 

3 Ganho 19 657.362 21 

ATP8B3 (605866), REXO1 (609614), MIR1909 

(615201), KLF16 (606139), ADAT3 (615302), 

SCAMP4 (613764), CSNK1G2 (602214), BTBD2 

(608531), MKNK2 (605069), AP3D1 (607246), 

DOT1L (607375), SF3A2 (600796), AMH 

(600957), JSRP1 (608743), OAZ1 (601579), 

LINGO3 (609792), LSM7 (607287), SPPL2B 

(608239), TMPRSS9 (610477), TIMM13 (607383), 

LMNB2 (150341) 

arr[GRCh37] 19p13.3(1791086_2448448)x3 Classe 3 - VOUS LMNB2 

3 Ganho 19 334.349 11 

PIP5K1C (606102), TJP3 (612689), APBA3 

(604262), MRPL54 (611858), RAX2 (610362), 

MATK (600038), ATCAY (608179), NMRK2 

(608705), DAPK3 (603289), EEF2 (130610), 

arr[GRCh37] 19p13.3(3696290_4030639)x3 Classe 3 - VOUS - 
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PIAS4 (605989) 

3 Ganho 19 427.578 13 

SIRT6 (606211), EBI3 (605816), SHD (610481), 

TMIGD2 (614715), FSD1 (609828), STAP2 

(607881), SH3GL1 (601768), CHAF1A (601246), 

UBXN6 (611946), PLIN4 (613247), PLIN5 

(613248), LRG1 (611289), SEMA6B (608873) 

arr[GRCh37] 19p13.3(4178399_4605977)x3 Classe 3 - VOUS - 

2 Ganho X 325.442 3 ACOT9 (300862), SAT1 (313020), APOO (300753) 
arr[GRCh37] 

Xp22.11(23741885_24067327)x2 
Classe 3 - VOUS - 

2 Ganho X 335.926 0 - 
arr[GRCh37] 

Xp11.21(56618545_56954471)x2 
Classe 3 - VOUS - 

2 Ganho X 327.696 0 - 
arr[GRCh37] 

Xq21.1(78704703_79032399)x2 
Classe 3 - VOUS - 

2 Ganho X 623.251 0 - 
arr[GRCh37] 

Xq21.31(88350096_88973347)x2 
Classe 3 - VOUS - 

2 Ganho X 696.827 0 - 
arr[GRCh37] 

Xq21.31(89625482_90322309)x2 
Classe 3 - VOUS - 

Caso 3 

3 Ganho 10 151.904 0 - 
arr[GRCh37] 

10q11.21(45203116_45355020)x3 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 17 586.486 4 
KANSL1 (612452), LRRC37A (616555), 

LRRC37A2 (616556), NSF (601633) 

arr[GRCh37] 

17q21.31(44165802_44752288)x3 
Classe 3 - VOUS KANSL1 

Caso 4 

3 Ganho 11 118.779 1 PLEKHA7 (612686) 
arr[GRCh37] 

11p15.1(16894828_17013607)x3 
Classe 3 - VOUS KCNC1 

2 Ganho X 374.897 3 VCX (300229), PNPLA4 (300102), VCX2 (300532) 
arr[GRCh37] 

Xp22.31(7770459_8145356)x2 
Classe 3 - VOUS - 

Caso 5 3 Ganho 3 409.583 4 
PCOLCE2 (607064), PAQR9 (614580), CHST2 

(603798), SLC9A9 (608396) 

arr[GRCh37] 

3q23q24(142576454_142986037)x3 
Classe 3 - VOUS SLC9A9 

Caso 6 3 Ganho 3 751.174 1 CNTN6 (607220) arr[GRCh37] 3p26.3(627676_1378850)x3 Classe 3 - VOUS - 
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Caso 7 1 Deleção 7 9.806.884 50 

PTN (162095), DGKI (604072), CREB3L2 

(608834), AKR1D1 (604741), TRIM24 (603406), 

SVOPL (611700), ATP6V0A4 (605239), KIAA1549 

(613344), ZC3HAV1 (607312), UBN2 (613841), 

LUC7L2 (613056), HIPK2 (606868), TBXAS1 

(274180), PARP12 (612481), MKRN1 (607754), 

NDUFB2 (603838), BRAF (164757), MRPS33 

(611993), AGK (610345), WEE2 (614084), SSBP1 

(600439), TAS2R3 (604868), TAS2R4 (604869), 

TAS2R5 (605062), CLEC5A (604987), TAS2R38 

(607751), MGAM (154360), PRSS1 (276000), 

EPHB6 (602757), TRPV6 (606680), TRPV5 

(606679), KEL (613883), PIP (176720), TAS2R40 

(613964), GSTK1 (602321), TMEM139 (616524), 

CASP2 (600639), CLCN1 (118425), ZYX (602002), 

EPHA1 (179610), TAS2R60 (613968), TAS2R41 

(613965), TCAF2 (616252), TCAF1 (616251), 

OR2F1 (608497), CTAGE4 (608910), ARHGEF5 

(600888), NOBOX (610934), TPK1 (606370), 

CNTNAP2 (604569) 

arr[GRCh37] 

7q33q35(136901668_146708552)x1 

Classe 5 - 

Patogênica 
- 

Caso 8 

1 Deleção 7 116.227 0 - 
arr[GRCh37] 

7q35(143431033_143547260)x1 
Classe 3 - VOUS - 

1 Deleção 14 246.767 0 - 
arr[GRCh37] 

14q11.2(22718410_22965177)x1 
Classe 3 - VOUS - 

2 Ganho X 623.604 4 
SPANXB1 (300669), LDOC1 (300402), SPANXA2 

(300493), SPANXA1 (300305) 

arr[GRCh37] 

Xq27.1q27.2(140060361_140683965)x2 
Classe 3 - VOUS - 

Caso 9 

0 Deleção 8 151.363 0 - 
arr[GRCh37] 

8p11.22(39235590_39386953)x0 
Classe 3 - VOUS - 

1 Deleção 8 146.007 1 FAM86B2 (616123) 
arr[GRCh37] 

8p23.1(12232268_12378275)x1 
Classe 3 - VOUS - 
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Caso 10 

3 Ganho 1 184,094 4 
MEGF6 (604266), MIR551A (615148), TPRG1L 

(611460), WRAP73 (606040) 
arr[GRCh37] 1p36.32(3366492_3550586)x3 Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 2 347,224 3 
CD8A (186910), CD8B (186730), RGPD2 

(612705) 

arr[GRCh37] 

2p11.2(86913117_87260341)x3 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 2 222,008 0 - 
arr[GRCh37] 

2q21.2(132895240_133117248)x3 
Classe 3 - VOUS - 

1 Perda 7 328,415 1 TCAF2 (616252) 
arr[GRCh37] 

7q35(143218845_143547260)x1 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 8 305,777 1 FAM86B2 (616123) 
arr[GRCh37] 

8p23.1(12264600_12570377)x3 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 14 271,149 1 TTC8 (608132) 
arr[GRCh37] 

14q31.3(89203780_89474929)x3 
Classe 3 - VOUS - 

4 Ganho 14 335,888 1 KIAA0125 (616623) 
arr[GRCh37] 

14q32.33(106194464_106530352)x4 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 19 137,377 0 - 
arr[GRCh37] 

19p12(21256800_21394177)x3 
Classe 3 - VOUS - 

Caso 11 

3 Ganho 2 268,444 0 - 
arr[GRCh37] 

2p11.1(91653349_91921793)x3 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 3 287,696 0 - 
arr[GRCh37] 

3p12.3(75500751_75788447)x3 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 12 264,574 1 FAM90A1 (613041) 
arr[GRCh37] 

12p13.31(8343960_8608534)x3 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 19 145,875 0 - 
arr[GRCh37] 

19p12(21256875_21402750)x3 
Classe 3 - VOUS - 

Caso 12 

3 Ganho 2 437,524 0 - 
arr[GRCh37] 

2p11.1(91653349_92090873)x3 
Classe 3 - VOUS - 

1 Perda 3 319,895 1 EPHA6 (600066) 
arr[GRCh37] 

3q11.2(96983766_97303661)x1 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 8 326,828 1 FAM86B2 (616123) 
arr[GRCh37] 

8p23.1(12239822_12566650)x3 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 11 134,173 3 LSP1 (153432), TNNT3 (600692), MRPL23 arr[GRCh37] Classe 3 - VOUS - 
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(600789) 11p15.5(1866098_2000271)x3 

3 Ganho 21 3621,987 1 BAGE (605167) 
arr[GRCh37] 

21p11.1q11.2(11039259_14661246)x3 
Classe 3 - VOUS - 

Caso 13 
 

1 Deleção 4 101.506 1 GYPB (111740) 
arr[GRCh37] 

4q31.21(144842091_144943597)x1 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 8 541,51 4 
SPAG11B (606560), FAM90A7P (613044), 

FAM90A10P (613047), DEFB4A (602215) 
arr[GRCh37] 8p23.1(7297327_7838837)x3 Classe 3 - VOUS - 

Caso 14 
 

1 Deleção 4 q31.21 67 GYPB (111740) 
arr[GRCh37] 

4q31.21(144842091_144942934)x1 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 8 p23.1 119 

DEFB103B (606611), SPAG11B (606560), 

FAM90A7P (613044), FAM90A10P (613047), 

DEFB4A (602215) 

arr[GRCh37] 8p23.1(7267352_7798839)x3 Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 9 p21.1 90 
B4GALT1 (137060), SPINK4 (613929), BAG1 

(601497) 

arr[GRCh37] 

9p21.1p13.3(33153526_33261061)x3 
Classe 3 - VOUS - 

1 Deleção 15 q11.1 340 NBEAP1 (601889), POTEB (608912) 
arr[GRCh37] 

15q11.1q11.2(20284053_22681064)x1 
Classe 3 - VOUS - 

Caso 15 
 

3 Ganho 19 300,34 6 

PSG10P (176399), PSG1 (176390), PSG6 

(176395), PSG7 (176396), PSG11 (176401), PSG2 

(176391) 

arr[GRCh37] 

19q13.2q13.31(43280215_43580555)x3 
Classe 3 - VOUS - 

Caso 16 
 

1 Deleção 2 1.687.123 0 - 
arr[GRCh37] 

2p11.2p11.1(89966811_91653934)x1 
Classe 3 - VOUS - 

1 Deleção 8 651.552 5 

DEFB103B (606611), SPAG11B (606560), 

FAM90A7P (613044), FAM90A10P (613047), 

DEFB4A (602215) 

arr[GRCh37] 8p23.1(7214598_7866150)x1 Classe 3 - VOUS - 

1 Deleção 8 142.238 1 FAM86B2 (616123) 
arr[GRCh37] 

8p23.1(12260914_12403152)x1 
Classe 3 - VOUS - 

Caso 17 _ 

Caso 18 _ 
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Caso 19 

 

3 Ganho 2 236,935 0 - 
arr[GRCh37] 

2p11.1(91622002_91858937)x3 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 8 555,746 2 FAM86B1 (616122), FAM86B2 (616123) 
arr[GRCh37] 

8p23.1(12000296_12556042)x3 
Classe 3 - VOUS - 

1 Perda 14 111,332 0 - 
arr[GRCh37] 

14q11.2(20310922_20422254)x1 
Classe 3 - VOUS - 

3 Ganho 15 562,094 0 - 
arr[GRCh37] 

15q11.1(20016315_20578409)x3 
Classe 3 - VOUS - 

  

ID: identificação da amostra; NC: número de cópias; Chr: cromossomo; CNV: variação de número de cópias (copy number variation); Kb: Kilobase; OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man; DNA: Ácido desoxirribonucleico 
(Deoxyribonucleic Acid).  
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8.7.  Apêndice 7. Alterações Sinônimas. 

 

Alterações Sinônimas 

ID Gene Alteração Nucleotídica Alteração Proteica Posição cromossômica - CRCh37 (hg19) SNP de Referência 

Caso 1  KCNT2 c.1080T>C p.L360L 1:196395023 rs74382287 

 GRIN1 c.1513C>T p.L505L 9:140056421 rs139637382 

Caso 2  ADGRV1 c.7176C>T p.S2392S 5:89989749 rs111033452 

 GRIN2B c.2703G>A p.L901L 12:13717469 rs145005918 

Caso 3  KCNT2 c.1509T>C p.Y503Y 1:196311253 rs145756671 

Caso 4  - - - - - 

Caso 5  
GABRD c.414G>A p.T138T 1:1957121 rs77892827 

SLC6A1 c.960C>T p.S320S 3:11067927 rs35972647 

Caso 6  MTOR c.5244C>A p.A1748A 1:11194410 rs144768080 

 ATP6V1A c.1209T>C p.S403S 3:113514034 rs771311957 

 KCNT1 c.2235C>T p.S745S 9:138664787 rs146810749 

 CACNA1H c.3189C>T p.N1063N 16:1258047 rs61394370 

 CACNA1H c.4965C>A p.V1655V 16:1265025 rs61382101 

Caso 7  KCNT2 c.2466C>T p.N822N 1:196285039 rs376595503 

Caso 8  MTOR c.5589G>A p.S1863S 1:11190610 rs377406262 

 KCNT2 c.3333A>C p.P1111P 1:196197429 rs760206396 

 HNRNPU c.141C>T p.A47A 1:245027469 rs111518952 

 SCN9A c.4281C>T p.V1427V 2:167083161 rs188336294 

 EFHC1 c.90G>A p.T30T 6:52288770 rs140429638 

 GRIN1 c.1584G>A p.E528E 9:140056492 rs116006955 

 IRF2BPL c.2307G>T p.S769S 14:77491829 rs145752129 

Caso 9  
SCN8A c.5490C>T p.I1830I 12:52200760 rs200546525 

CACNA1H c.6255C>T p.A2085A 16:1270205 rs59297244 
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Caso 10 (331) GNAO1 c.753C>T p.F251F 16:56385325 rs755484788 

Caso 11  CLCN2 c.252A>G p.V84V 3:184076570 rs370723107 

 CDKL5 c.1332C>T p.R444R x:18622376 rs150844616 

Caso 12  SCN2A c.5256G>A p.G1752G 2:166245572 rs778057743 

 GRIN2B c.1569C>T p.V523V 12:13768133 rs148573953 

 GRIN2D c.1551C>T p.I517I 19:48918259 rs76779682 

Caso 13  - - - - - 

Caso 14  CHD2 c.4476G>A p.G1492G 15:93552437 rs1054091115 

Caso 15  IRF2BPL c.510C>T p.R170R 14:77493626 rs376239276 

Caso 16  YWHAG c.726C>T p.G242G 5:75958912 rs73703133 

Caso 17  - - - - - 

Caso 18  KCNT1 c.2376C>T p.D792D 9:138669210 rs149028586 

Caso 19  KCNT2 c.1857G>A p.E619E 1:196303117 rs116401401 

 SPTAN1 c.1338C>T p.S446S 9:131343215 rs185614333 

 SPTAN1 c.1968G>A p.V656V 16:131345517 rs968327265 

D: identificação da amostra; SNP: Polimorfismo de nucleotídeo único (Single Nucleotide Polymorphism).  
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9.  ANEXOS 

9.1. Anexo I. Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 
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110 

 

9.2. Anexo II. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE







113 

 

9.3. Anexo III – Protocolo de extração com fenol-clorofórmio 

 

EXTRAÇÃO DE DNA DE SANGUE PERIFÉRICO 

MÉTODO FENOL-CLOROFÓRMIO 

Reagentes e materiais para extração – 1a fase. 

a) Descarte com hipoclorito, água e detergente 

b) Pipetas pasteur  

c) Tubos falcon identificados 

d) Tampão RSB 1x 

e) Nonidet (detergente que lisa as células) 

f) SDS (lisa os núcleos, quebra a porção lipídica da membrana) 

g) Proteinase K (quebra porção proteica da membrana) 

Reagentes e materiais para extração – 2a fase. 

a) Pipetas Pasteur  

b) Tubos Falcon  

c) Fenol (purificação - precipita as proteínas) 

d) Clorofórmio álcool isoamílico (purificação) 

e) Etanol 100% gelado (precipitação do DNA, conversa a estrutura do DNA) 

Extração de DNA – 1ª fase (aproximadamente 1 hora). 

1. Coletar 12mL de sangue em 2 tubos com EDTA (tampa roxa de 6mL cada) 

2. Centrifugar o sangue por 10 minutos a 2500rpm e descartar o plasma 

3. Transferir os leucócitos (glóbulos brancos) para tubo falcon com pipeta pasteur 

4. Adicionar tampão RSD 1x com pipeta pasteur até completar o volume final de 

11mL no tubo. 

5. Adicionar 60uL de nonidet p40 (6 gotas), homogeneizar por 10 minutos até ficar 

translúcido e cor cereja contra a luz 

6. Centrifugar por 10 minutos a 2500rpm e desprezar o sobrenadante, virando o 

tubo no descarte de sangue 

7. Ressuspender o pellet em 500uL de tampão RSB 1x 

8. Lisar os núcleos com 3mL de SDS 

9. Adicionar 80uL de proteinase K, agitar por 10 minutos 
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10. Incubar por 2-3 horas ou overnight a 37°C na estufa 

11. Esperar 1 semana para realizar a 2a fase (pode ser realizada no dia seguinte). 

 

Extração de DNA – 2ª fase (aproximadamente 11/2 - 2 horas) 

1. Adicionar 3mL de fenol saturado (pipeta de plástico), misturar, invertendo 

gentilmente o tubo, e homogeneizar por 10 minutos. Centrifugar 10 minutos a 

2500rpm. 

2. Transferir a porção superior do tubo (transparente) com uma pipeta pasteur para 

outro tubo falcon. Tomar cuidado para não agitar a porção inferior que será 

descartada). 

3. Adicionar 1,5mL de fenol e 1,5mL de clorofórmio (com pipeta de vidro). Misturar a 

solução e homogeneizar por 10 minutos. Centrifugar por 10 minutos a 2500rpm. 

Remover a porção inferior do tubo e descartar. 

4. Adicionar 3mL de clorofórmio. Misturar a solução e homogeneizar por 10 

minutos. Centrifugar por 10 minutos a 2500rpm. Remover completamente a 

porção inferior do tubo e descartar. 

5. Adicionar 6mL de etanol 100% gelado e misturar levemente, até observar o 

aparecimento do precipitado de DNA. 

6. Levar o frasco para geladeira overnight. 

7. Pescar o DNA e ressuspender em 200uL de H2O 

8. Deixar entrar em solução à temperatura ambiente overnight. 

9. Guardar a amostra na caixa de estoque. 
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9.4. Anexo IV Protocolo utilizado para análise de CMA. 

 

Protocolo SNP Array 6.0 – Affymetrix 

Preparação 

• Diluir as amostras a 50ng/uL em 25uL com tampão TE com EDTA reduzido 

• Quantificar as amostras para verificar diluição 
• O array pode ser feito com 24, 48 ou 96 amostras 

• Utilizar os termociladores com placa de platina, que possuem menos tempo de rampagem 
entre as temperaturas: Eppendorf 1 ou Veriti 

• Dica: Ligar o termociclador e já deixar com a tampa pré-aquecida antes de iniciar os 
experimentos 

OBS.: Manter as placas sempre em gelo no cooling chamber 

 

DIGESTÃO 

 
• Adicionar 5uL de amostra por pocinho 
• C+ = 5uL de Reference Genomic DNA (kit) 

• C- = 5uL de H20 RNAse Free 
 
A etapa de digestão ocorre com 2 enzimas de restrição: Nsp e Sty, que devem ocorrer 
separadamente (pegar as enzimas somente na hora, não vortexar, dar spin) 
 

• Fazer 2 mix de digestão: um para a enzima Nsp e outro para a enzima Sty 
 

Tabela 5 - Digestão com enzima NspI, valores em uL 

Reagentes 1 amostra 24 amostras 

(15%) 

48 amostras 

(15%) 

 

H2O RNAse 
Free 

11,55 318,8 637,6  

Nsp Buffer 2 55,2 110,4  

BSA 0,2 5,5 11  

NspI 1 27,6 55,2  

 

Tabela 6 - Digestão com enzima StyI, valores em uL. 

Reagentes 1 amostra 24 amostras 

(15%) 

48 amostras 

(15%) 

 

H2O RNAse 
Free 

11,55 318,8 637,6  

Sty Buffer 2 55,2 110,4  
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BSA 0,2 5,5 11  

StyI 1 27,6 55,2  

 
• Aliquotar 33,5uL (24 amostras) ou 67 uL (48 amostras) de mix em um strip de 12 tubos 

• Usando a multicanal, distribuir 14,75uL de mix por amostra 
 

Tabela 7 - Exemplo de placa para 24 amostras. Cada pocinho da placa se refere a uma amostra. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp 

B Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp C+ C- 

C             

D Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty  Sty Sty 

E Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty C+ C- 

F             

G             

H             

Pode cortar a placa, caso prefira.  

• Selar muito bem a placa, para que não ocorra contaminação entre as amostras 

•  Vortexar a placa (3x de 2 segundos em cada parte ou 30s no vortex de placa) 
• Dar um spin de 30s 

• Pré-aquecer a tampa do termociclador antes de colocar a placa →Iniciar programa escolhido > 
esperar chegar a ~100ºC (dependendo do termociclador) > pausar > abrir > colocar a placa > 
fechar > continuar programa (Play ou Resume)  

• Programas: 
o Eppendorf – Simoni > cytoscan > digest 
o Veriti - Cytoscandigest 

Temperatura Tempo 

37ºC 120min 

65ºC 20min 

4ºC Hold 

 

• LIGAÇÃO 
 

• Fazer 2 mix de ligação: um para a enzima Nsp e outro para a enzima Sty (Obs. Vortexar o 
Ligase Buffer até ressuspender os precipitados) 

 
 

Tabela 8 - Mix de reação para Ligação com NspI, valores em uL 
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Reagentes 1 amostra 24 amostras 

(25%) 

48 amostras 

(25%) 

 

10x T4 Buffer 2,5 75 150  

Nsp Adaptor 0,75 22,5 45  

T4 Ligase 2 60 120  

 

Tabela 9 - Mix de reação para Ligação com StyI, valores em uL 

Reagentes 1 amostra 24 amostras 

(25%) 

48 amostras 

(25%) 

 

10x T4 Buffer 2,5 75 150  

Sty Adaptor 0,75 22,5 45  

T4 Ligase 2 60 120  

 

• Aliquotar 12,5uL (24 amostras) ou 25uL (48 amostras) de mix em um strip de 12 tubos 
• Usando a multicanal, distribuir 5,25uL de mix por amostra digerida 

• Selar a placa, vortexar e dar spin de 30s 

• Pré-aquecer o termociclador antes de colocar a placa 
• Programas: 

o Eppendorf – Simoni > cytoscan > ligate 
o Veriti - Cytoscanligate 

Temperatura Tempo 

16ºC 180 min 

70ºC 20 min 

4ºC Hold 

 
>> Ponto de parada da reação: armazenar a -20ºC 
 

• PCR 
 
Os PCRs são feitos em quadruplicata para a enzima Nsp e em triplicata para a enzima Sty 
 
• Usando a multicanal, adicionar 75uL de H2O RNAse Free em cada amostra pós-ligação 

o Dar um vortex (ou up and down) e spin 

• Transferir 10uL das amostras ligadas com Nsp para nova placa de PCR >> 4x 
 
 
 
 
Tabela 10 - Esquema de placa para PCR com enzima NspI, utilizando 24 amostras. Amostras em 
quadruplicata. 
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 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A Nsp 
01 

Nsp 
02 

Nsp 

03 

Nsp 
04 

Nsp 
05 

Nsp 
06 

Nsp 
07 

Nsp 
08 

Nsp 
09 

Nsp 
10 

Nsp 
11 

Nsp 
12 

B Nsp 
13 

Nsp 
14 

Nsp 
15 

Nsp 
16 

Nsp 
17 

Nsp 
18 

Nsp 
19 

Nsp 
20 

Nsp 
21 

Nsp 
22 

C+ C- 

C Nsp 
01 

Nsp 
02 

Nsp 

03 

Nsp 
04 

Nsp 
05 

Nsp 
06 

Nsp 
07 

Nsp 
08 

Nsp 
09 

Nsp 
10 

Nsp 
11 

Nsp 
12 

D Nsp 
13 

Nsp 
14 

Nsp 
15 

Nsp 
16 

Nsp 
17 

Nsp 
18 

Nsp 
19 

Nsp 
20 

Nsp 
21 

Nsp 
22 

C+ C- 

E Nsp 
01 

Nsp 
02 

Nsp 

03 

Nsp 
04 

Nsp 
05 

Nsp 
06 

Nsp 
07 

Nsp 
08 

Nsp 
09 

Nsp 
10 

Nsp 
11 

Nsp 
12 

F Nsp 
13 

Nsp 
14 

Nsp 
15 

Nsp 
16 

Nsp 
17 

Nsp 
18 

Nsp 
19 

Nsp 
20 

Nsp 
21 

Nsp 
22 

C+ C- 

G Nsp 
01 

Nsp 
02 

Nsp 

03 

Nsp 
04 

Nsp 
05 

Nsp 
06 

Nsp 
07 

Nsp 
08 

Nsp 
09 

Nsp 
10 

Nsp 
11 

Nsp 
12 

H Nsp 
13 

Nsp 
14 

Nsp 
15 

Nsp 
16 

Nsp 
17 

Nsp 
18 

Nsp 
19 

Nsp 
20 

Nsp 
21 

Nsp 
22 

C+ C- 

• Transferir 10uL das amostras ligadas com Sty para nova placa de PCR >> 3x 
 

Tabela 11 - Esquema de placa para PCR com enzima StyI, utilizando 24 amostras.  

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A Sty 
01 

Sty 
02 

Sty 
03 

Sty 
04 

Sty 
05 

Sty 
06 

Sty 
07 

Sty 
08 

Sty 
09 

Sty 
10 

Sty 
11 

Sty 
12 

B Sty  
13 

Sty 
14 

Sty 
15 

Sty 
16 

Sty 
17 

Sty 
18 

Sty 
19 

Sty 
20 

Sty 
21 

Sty 
22 

C+ C- 

C Sty 
01 

Sty 
02 

Sty 
03 

Sty 
04 

Sty 
05 

Sty 
06 

Sty 
07 

Sty 
08 

Sty 
09 

Sty 
10 

Sty 
11 

Sty 
12 

D Sty  
13 

Sty 
14 

Sty 
15 

Sty 
16 

Sty 
17 

Sty 
18 

Sty 
19 

Sty 
20 

Sty 
21 

Sty 
22 

C+ C- 

E Sty 
01 

Sty 
02 

Sty 
03 

Sty 
04 

Sty 
05 

Sty 
06 

Sty 
07 

Sty 
08 

Sty 
09 

Sty 
10 

Sty 
11 

Sty 
12 

F Sty  
13 

Sty 
14 

Sty 
15 

Sty 
16 

Sty 
17 

Sty 
18 

Sty 
19 

Sty 
20 

Sty 
21 

Sty 
22 

C+ C- 

G             

H             

• Se for correr as duas reações ao mesmo tempo, pode-se fazer o mix de reação junto. Caso 
contrário, fazer 2 mixes separados 

• Kit de reagentes TITANIUM >> freezer 6. Primer 002 vem junto com o kit 
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Reagentes 
1 

amostra 

24 amostras (15%) 48 amostras (15%) 

Nsp Sty Nsp Sty 

H2O RNAse 
Free 

39,5 4361 3270,5 8722 6541 

Titanium Taq 
Buffer 

10 1104 828 2208 1656 

GC-Melt 20 2208 1656 4416 3312 

dNTPs 14 1545,5 1159 3091 2318 

Primer 002 4,5 497 372,5 994 745 

Taq 
Polymerase 

2 221 165,5 442 331 

 

• Despejar o mix no reservatório para reagentes 

• Usando a multicanal, adicionar 90uL do mix por amostra 

• Selar a placa, vortexar e dar spin de 30s 
• Pré-aquecer o termociclador antes de colocar a placa 

• Programas: 
o Eppendorf – Simoni > cytoscan > PCR 
o Veriti – CytoscanPCR 

 
Temperatura Tempo Ciclos 

94ºC 3 min --- 

94ºC 30 s 

30 60ºC 45 s 

68ºC 15 s 

68ºC 7 min --- 

4ºC Hold --- 

 
>> Ponto de parada da reação: armazenar a -20ºC 
 

3.1) Verificação do PCR 
 

• Correr dois géis de agarose 2% para verificar se as amostras foram corretamente 
amplificadas e se não há contaminação 

• Correr gel por amostragem. Cuidado para não correr 2x a mesma amostra. É 
importante correr mais de um (ou todos) os C-, para verificar se não há contaminação 

Tabela 12 - Sugestão de seleção das amostras do PCR para correr em gel. IMPORTANTE correr os 
C+ e C-. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
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A Nsp01 Nsp02 Nsp03 Nsp04 Nsp05 Nsp06 Nsp07 Nsp08 Nsp09 Nsp10 Nsp11 Nsp12 

B Nsp13 Nsp14 Nsp15 Nsp16 Nsp17 Nsp18 Nsp19 Nsp20 Nsp21 Nsp22 C+ C- 

C Nsp01 Nsp02 Nsp03 Nsp04 Nsp05 Nsp06 Nsp07 Nsp08 Nsp09 Nsp10 Nsp11 Nsp12 

D Nsp13 Nsp14 Nsp15 Nsp16 Nsp17 Nsp18 Nsp19 Nsp20 Nsp21 Nsp22 C+ C- 

E Nsp01 Nsp02 Nsp03 Nsp04 Nsp05 Nsp06 Nsp07 Nsp08 Nsp09 Nsp10 Nsp11 Nsp12 

F Nsp13 Nsp14 Nsp15 Nsp16 Nsp17 Nsp18 Nsp19 Nsp20 Nsp21 Nsp22 C+ C- 

G Nsp01 Nsp02 Nsp03 Nsp04 Nsp05 Nsp06 Nsp07 Nsp08 Nsp09 Nsp10 Nsp11 Nsp12 

H Nsp13 Nsp14 Nsp15 Nsp16 Nsp17 Nsp18 Nsp19 Nsp20 Nsp21 Nsp22 C+ C- 

• Seguir o mesmo princípio para o gel do produto do PCR com Sty. 

• Quantidades:  
o Gel de agarose 2% 
o 3uL de azul de bromofenol 
o 3uL de amostra 
o 2uL de ladder 1kb 

 
• Os géis devem apresentar um smir (rastro) entre 1100pb e 200pb. 

 

 

• PURIFICAÇÃO POR BEADS 
 
Antes de começar:  

 - Retirar as beads da geladeira 

 - Nomear os tubos  

 - Preparar etanol 75% (para 24 amostras = ~40mL) 

 
• Juntar todas as alíquotas (7x) da mesma amostra em um tubo 2mL 
• Adicionar 1mL de BEAD AMPure XP em cada tubo 

• Inverter a rack magnética 10x 

• Incubar em temperatura ambiente por 10 min 
• Centrifugar por 3 min a 16100rcf 

• Colocar na rack magnética 

• Retirar o sobrenadante 
• Adicionar 1,5mL de etanol 75% fresco 
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H2O RNAse Free 154,8 309,6 172,0 

Fragmentation Buffer 18 36 20,0 

Fragmentation Reagent (2.5U/uL) 7,2 14,4 8,0 

 

• Aliquotar 12uL (24 amostras) ou 28uL (48 amostras) de mix em um strip de 12 tubos 

• Usando a multicanal, distribuir 5uL de mix em cada amostra 

• Selar a placa, vortexar e dar spin de 30s a 4oc por 2000 rpm   
• Pré-aquecer o termociclador a 37oC antes de colocar a placa 

• Programas: 
o Eppendorf – Simoni > cytoscan > fragmentation 
o Veriti - Cytoscanfrag 

Temperatura Tempo 

37ºC 35 min 

95ºC 15 min 

4ºC Hold 

 
>> Ponto de parada da reação: armazenar a -20ºC 

5.1) Verificação da Fragmentação 

• Correr em gel 3% TODAS as amostras 

• Quantidades:  
o Gel de agarose 3% 
o 4uL de azul de bromofenol 
o 1,5uL de amostra 
o 2uL de gene ruler ultra low range (freezer) 

 
• Os géis devem apresentar um smir (rastro) menor que 180pb 
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• MARCAÇÃO 

 

• Preparar o mix de reação: 

Reagentes 1 amostra 
24 amostras 

(15%) 

48 amostras 

(15%) 

 

5x TdT Buffer 14 386,4 772,8  

DNA Labeling 
Reagent 

2 55,2 110,4 
 

30U/uL TdT Enzyme 3,5 96,6 193,2  

 

• Aliquotar 44,5uL (24 amostras) ou 89uL (48 amostras) de mix em um strip de 12 tubos   

• Usando a multicanal, distribuir 19,5uL de mix por amostra 

• Selar a placa, vortexar e dar spin de 30s 

• Pré-aquecer o termociclador antes de colocar a placa 

• Programas: 
o Eppendorf – Simoni > cytoscan > label 
o Veriti – Cytoscanlabel 

 
Temperatura Tempo 

37ºC 4 h 

95ºC 15 min 

4ºC Hold 

 
Ponto de parada >> Aconselha-se a armazenar as amostras com tampão de hibridação para mantê-

las mais estáveis. Se não for hibridar no mesmo dia, colocar o mix de hibridação por amostra e 

armazenar a -20ºC. Caso contrário, só seguir para a próxima etapa 

OBS1.: Colocar a reação no termocilador somente das amostras que foram hibridar no chip naquele 

dia  

OBS2.: As hibridações no chip devem ocorrer de 12 em 12, pois só temos 4 estações de lavagem. 

Cortar as placas ANTES de colocar o mix de hibridação (volume muito alto e alto risco de 

contaminação) 

OBS3.: Evitar descongelar muitas vezes o mix de hibridação + reação >> perda da estabilidade 

• HIBRIDAÇÃO 

• Mix de hibridação: 
o Fazer o mix em tubo falcon  

Reagentes 24 amostras 48 amostras  

Hib Buffer Part 1 4537,5 9075  

Hib Buffer Part 2 412,5 825  

Hib Buffer Part 3 192,5 385  
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Hib Buffer Part 4 27,5 55  

OCR 0100 55 110  

 

• Despejar o mix no reservatório para reagentes 

• Usando a multicanal, distribuir 190uL de mix por amostra 
o Fazer up and down com cuidado para não vazar amostra, pois o volume fica no limite 

da placa 
o Não colocar a ponteira no fundo do pocinho da placa, para não vazar amostra 

• Selar bem. Se for continuar, dar um spin e colocar no termocilador pré-aquecido. Se não, 
colocar no freezer 

o Se colocar no freezer, no dia seguinte colocar no termociclador antes de hibridar 

• Programas: 
o Eppendorf – Simoni > cytoscan > hibridization 
o Veriti – Cytoscanhib 

 
Temperatura Tempo 

95ºC 10 min 

49ºC Hold 

 

• Ao final do ciclo no termociclador, sem tirar a placa do equipamento, fazer up and down nas 
amostras para eluir bem 

• Transferir 200uL de cada amostra para os respectivos chips  
o Os chips devem estar em temperatura ambiente, nomeados e com uma ponteira 

amarela enfiada no septo de cima 
o Ejetar a amostra no chip na posição de 90º (vertical) e verificar se ficou uma bolha 

móvel dentro do chip, girando-o e dando umas batidinhas caso não esteja se movendo 
o Vedar com adesivos de bolinhas  

 
• Colocar os chips no forno de hibridação a 50oC, com rotação de 60rpm, de 16 a 18 horas  

o Os chips devem ser colocados de 4 em 4 no forno, e assim por diante, até que todas as 
amostras sejam colocadas nos chips e levadas ao forno 

o Colocar 8 chips por barquinha 
o Código de barras do chip sempre para fora da barca 

• Guardar a placa com as amostras restantes a -20oc. 
 

• CADASTRO DE CHIPS 
 

• Antes de lavar, é importante cadastrar os chips no sistema 
o Ligar o computador 
o Affymetrix Launcher >> Portal >> (vai abrir janela do Explorer) >> Samples >> 

Quick registration 
o Adicionar quantos chips serão registrados, selecionar projeto e tipo de chip 

(GenomeWide6.0) 
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o Colocar o código de barras para escanear >> preencher o nome/número/registro 
pessoal do chip 

o Após registrar todos os chips >> Next. Dando a página de cadastro completo, pode 
fechar a janela.  

 

• LAVAGEM 
 

• Deixar em temperatura ambiente, 20-30 min antes de usar, o Holding Buffer e os tampões de 
lavagem aliquotados (Stain 1, Stain 2 e Holding Buffer) em eppendorfs 1.5 mL 

o 600uL SAPE Stain Solution (Stain 1) 
o 600uL Antibody Stain Solution (Stain 2) 
o 1000uL Array Honding Buffer 

• Retirar a placa das amostras do freezer 

• Retirar os chips do forno de hibridação, colocar as ponteiras amarelas nos septos de cima e 
retirar cada amostra de dentro do chip, transferindo-a para a placa de reação no poço 
correspondente.  

•  Adicionar ~250ul de Holding buffer nos chips, sem deixar bolhas 
o Completar o chip com tampão até preencher tudo 
o Colocar na posição vertical, não ultrapassando o primeiro estágio da pipeta  
o Caso faça bolhas, retirar o tampão e colocá-lo novamente até a bolha desaparecer 

• Podem ser lavados somente quatro chips por vez. Nos demais deve-se colocar os adesivos, 
envolve-los em papel alumínio e armazenar na geladeira até no máximo 4 horas.  

• Antes da lavagem, realizar um Priming 

o Abrir o programa Affymetrix Launcher, AGCC Fluidics Control, Select Protocol 
Prime_450, Station 1: Module 1-4  

o Na estação colocar H2O, Wash A e Wash B em seus respectivos lugares 
o Colocar 3 eppendorfs limpos em cada módulo e retirar os chips “pó” 
o Abaixar as alavancas e deixar rodar o programa 

 
• Na lavagem dos chips:  

o Colocar os tampões aliquotados (1, 2 e 3) na estação 

o Em AGCC Fluidics Control, Station 1 ID, selecionar o nome da amostra pré-
cadastrada, o tipo de protocolo: Genome Wide SNP6_450 e correr  

o Colocar os chips sem adesivos  
o Lavagem dura ~1h e 30 min  

• Após a lavagem, retirar o chip da estação e verificar a presença de bolhas. Caso tiver, colocar 
o chip novamente, colocar 1 ml de Holding Buffer no eppendorf 3 e fechar a alavanca.  A 
estação reconhece o processo como sinal de presença de bolhas. Se continuar com bolhas, 
repetir o processo. Caso não haja, colocar o selo adesivo, limpar bem a tela do chip (sem 
deixar manchas e pelos) e por pra escanear 

• Após a lavagem de 16 amostras ou mudança de protocolo realizar um BLEACH.  
 
 
 

• SCANNER 
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• Programa AGCC Scan Control 

• Colocar os chips limpos e vedados no escanner (a partir da marca vermelha para trás) 

• Correr (Start) 
• Pode colocar mais amostras pra escanear sem ter acabado a leitura dos 4 chips. Mas deve ter 

acabado a leitura de pelo menos um chip: Add chip - Pause - Colocar chip - Resume 

• Quando acaba a leitura de todos os chips a máquina entra em standy-by, não sendo necessário 
desligá-la imediatamente 

 









130 

 










