&
N

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

EIMY YOANNETH ALMENDARES BONILLA

IDENTIFICACAO DE VARIANTES POTENCIALMENTE PATOGENICAS EM
PACIENTES COM EPILEPSIA GENETICA COM CRISES FEBRIS PLUS (GEFS+)

CAMPINAS

2020



EIMY YOANNETH ALMENDARES BONILLA

IDENTIFICACAO DE VARIANTES POTENCIALMENTE PATOGENICAS EM
PACIENTES COM EPILEPSIA GENETICA COM CRISES FEBRIS PLUS (GEFS+)

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas como parte dos requisitos
exigidos para a obtengao do titulo de Mestra em Ciéncias.

ORIENTADORA: PROFA. DRA. {SCIA TERESINHA LOPES CENDES.

ESTE TRABALHO CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA
DISSERTACAO DEFENDIDA PELA ALUNA EIMY
YOANNETH ALMENDARES BONILLA, E ORIENTADA
PELA PROFA. DRA. ISCIA TERESINHA LOPES CENDES.

CAMPINAS
2020



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Médicas
Maristella Soares dos Santos - CRB B/8402

Almendares Bonilla, Eimy Yoanneth, 1988-

ALB5I Identificacdo de variantes potencialmente patogénicas em pacientes com
Epilepsia Genética com Crises Febris Plus (GEFS5+) / Eimy Yoanneth
Almendares Bonilla. — Campinas, SP - [s.n], 2020.

Orientador: Iscia Teresinha Lopes-Cendes.
Dissertagcdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade
de Ciéncias Medicas.

1. Epilepsia - Genetica. 2. Crises febns. 3. Sequenciamento de nova
gerac3o. 4. Sequenciamento completo do exoma. |. Lopes-Cendes, Iscia
Teresinha, 1964-. Il. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Ciéncias Medicas. lll. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: |dentification of potentially pathogenic vanants in patients with
Genetic Epilepsy with Febrile Seizures Plus (GEFS+)
Palavras-chave em inglés:

Epilepsy, Genetics

Seizures, Febrile

Next generation sequencing

Whole exome sequencing

Area de concentracgéo: Fisiopatologia Médica
Titulagéo: Mestra em Ciéncias

Banca examinadora:

iscia Teresinha Lopes-Cendes [Orientador]

Clarissa Lin Yasuda

Laura Maria de Figueiredo Ferreira Guilhoto

Data de defesa: 07-10-2020

Programa de Pas-Graduacgao: Fisiopatologia Médica

IdemtifeaEao o Informagies Scacsmilcas dofa) alunoa)
- ORICID do aubor: nttpe:iicrcid ong0000-0003-1065-1520
- Curicuio Lattes do awior: hitpo'iates. cnpg bn'S51 7759605496335




COMISSAO EXAMINADORA DA DEFESA DE MESTRADO

EIMY YOANNETH ALMENDARES BONILLA

ORIENTADORA: PROFA. DRA. ISCIA TERESINHA LOPES CENDES

MEMBROS TITULARES :

1. PROFA. DRA. iSCIA TERESINHA LOPES CENDES

2. PROFA. DRA. CLARISSA LIN YASUDA

3. PROFA. DRA. LAURA MARIA DE FIGUEIREDO FERREIRA GUILHOTO

Programa de Pds-graduagdo em Fisiopatologia Médica da Faculdade de Ciéncias

Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

A ata de defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no

SIGA/Sistema de Fluxo de Dissertagdo/Tese e na secretaria do Programa da FCM.

Data de Defesa: 07/10/2020




A Deus, por permitir que eu tenha
alcangcado esse momento importante na
minha formagdo profissional. A minha filha
|zel de Maria e ao meu esposo Hebel Urquia,
que estiveram ao meu lado nesta etapa, e
por me dar forca e coragem para realizar

esse sonho.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me proteger ao longo da minha jornada e por me dar forgas para
superar os obstaculos e as dificuldades ao longo da minha vida;

A professora Iscia, pela oportunidade e confianca, e por nos incentivar sempre. A
senhora € um exemplo de pessoa, uma inspiracao que sempre soube me motivar
para aprender e crescer profissionalmente;

A minha filha Izel de Maria, quem me iluminou de maneira especial;

Ao meu esposo Hebel Urquia, que durante esses anos de carreira soube me apoiar
e motivar para que eu continuasse e nunca desistisse, obrigada por sua paciéncia;
Aos meus pais Rene e Delmis (in memoriam), que me deram a vida, e 0s quais eu
perdi muito cedo, mas sei que eles sempre cuidaram de mim e me guiaram do céu;
Aos meus avos Angelina, Jose Anténio, Victoria, Jose Manuel e ao meu tio Jose (in
memoriam), 0s quais antes de partir, me ensinaram amor pela familia;

A minha mae Adalinda, por ser o pilar mais importante e por sempre me mostrar seu
amor e apoio incondicional, que com sua ajuda, carinho e compreensao me
acompanhou ao longo de minha vida e jornada de estudante;

Em especial, aos meus tios Nilsa e Maximiliano, os quais amo como meus pais, por
ser parte fundamental da minha vida, por compartiihar momentos importantes
comigo e por estar sempre dispostos a me ouvir € me ajudar a qualquer momento;
Ao meu irmao Wendell, por sempre estar disposto a me apoiar em qualquer
dificuldade;

A minha sogra Lely, pelo carinho e por sua incrivel maneira de nos apoiar em todas
as decisdes importantes;

Aos Funcionarios do Laboratério de Genética Molecular: Marilza Lima, Luciana
Bonadia, Patricia Ribeiro e Fabio Torres, obrigada por sempre me ajudar em todas
as dificuldades dentro do laboratério;

Em especial a Marilza, pelo acolhimento, pelo carinho, e por me ensinar com tanta
paciéncia. Obrigada pelas conversas interminaveis do nosso Portunhol. Obrigada
por tudo M3;

Ao nosso grupo de pesquisa, pelo companheirismo, e por sempre estarem dispostos
a me ajudar.

A equipe do Laboratério de Citogenética Humana e Citogenénica, o Prof. Dr. Tarsis
Paiva Vieira e a llaria;



Em especial a Dra. llaria Sgardioli, a Dra. Marina Golgalves e a Dra. Barbara
Henning, vocés se tornaram as minhas melhores amigas. Obrigada por sempre
estarem dispostas a me auxiliar em minhas davidas;

A equipe do Ambulatério de Neurologia infantil: Profa. Dra. Carolina Coan, Dra.
Maria Augusta, Dra. Marilisa Mantovani Guerreiro e ao Dr. Charlinton Cavalcante;

A minha amiga Luana Gavioli, obrigada pela companhia nestes ultimos anos;

Em especial, a todas as familias que fizeram parte deste estudo, sé posso dizer
“obrigada” a todos vocés;

Aos coordenadores dos centros colaboradores nacionais (Dra. Marielza Veiga, da
Universidade Federal da Bahia) e internacionais (Prof. Dr. Marco T. Medina da
“Universidad Nacional Autonoma de Honduras -UNAH, Tegucigalpa, Honduras”,
Prof. Dr. Roberto H. Caraballo do “Hospital de Pediatria Prof. DR. Juan P. Garahan,
Buenos Aires, Argentina”, Dra. Milana Trubnikova e Dr. Johnny Montiel Blanco do
“‘Instituto Nacional de Salud del Nifo, Lima, Peru”), pela valiosa parceria em
pesquisa;

“O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cdodigo de Financiamento 001”.

En fim, a todos vocés o meu “muito obrigada” por todo apoio que, sem duvida,

enriqueceram estet rabalho.



RESUMO

Introducao. A epilepsia genética com crises febris plus - GEFS+ (do inglés: genetic
epilepsy with febrile seizures plus) € uma sindrome epilética familiar, com um padréao
de heranca monogénico, com predominio autossémico dominante, heterogeneidade
fenotipica, penetrancia incompleta, e prognéstico clinico variavel. Tem como
principal caracteristica, mas ndo essencial, as crises tonico-clénicas generalizadas
desencadeadas por febre. Cerca de 30% das familias com GEFS+ tém o diagnéstico
molecular realizado, entretanto, a maioria dos pacientes com GEFS+ permanece
sem etiologia genética identificada. Objetivo. Investigar alterac6es moleculares e de
numero de copias 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 analise cromossdémica
por microarranjos — (Chromosomal Microarray Analysis — CMA) em 17 pacientes. No
WES foi realizada uma analise focada em potenciais genes candidatos para GEFS+
e outras sindromes epilépticas relacionadas, por meio de painéis de bioinformatica
que abrangeram um total de 192 genes candidatos. Na CMA foram consideradas
como relevantes todas as alteracdes observadas nos pacientes, e ndo observadas
nos controles (339 individuos da populacao brasileira). A analise da patogenicidade
das variantes foi conduzida segundo as diretrizes do Colégio Americano de Genética
Médica e Genbmica. Resultados. Os fenétipos 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 alterac6es genéticas
patogénicas ou provavelmente patogénicas em 36,8% (n=7/19) dos casos. Destes,
em 42,9% (n=3/7) foram encontradas alteracées genéticas nos genes candidatos ja
estabelecidos com o fenétipo GEFS+ (SCN1A e SCNZ2A); 42,9% (n=3/7)
apresentaram alteracdes genéticas provavelmente patogénicas em genes que tém
sido associados principalmente com outras formas de epilepsias genéticas
generalizadas — EGG (EFHC1, CLCN2 e SLC2A1); e 28,6% (n=2/7) dos casos
tinham alteragcbes genéticas provavelmente patogénicas em genes associados com
feno6tipos de encefalopatias epilépticas da infancia (SCN3A, CACNATE e MTOR).
Um paciente com FS+ e com outros tipos de crises generalizadas e afasia,
apresentou duas alteragdes genéticas concomitantes nao relacionadas, sendo uma

variante no gene SCN1A p.K1654R de significancia incerta (VUS), mas néo descrita



na literatura; e a outra uma CNV (Copy Number Variation) patogénica (delegéo “de
novo” em 79q33q35) Conclusao. Utilizando o sequenciamento de exoma completo e
uma analise focada em painéis de bioinformatica abrangentes para multiplos genes
associados com o fenétipo GEFS+ e outras epilepsias na infancia, foi possivel
encontrar alteragcbes genéticas patogénicas ou provavelmente patogénicas em
36,8% (n=7/19) dos pacientes, o que € 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 infancia, e portanto, sugerimos a investigagcdo de variantes, nao apenas em
genes associados ao fenotipo GEFS+, mas também que se estenda essa
investigacao, quando possivel, para genes relacionados a outras epilepsias na
infancia, especialmente para sindromes de epilepsia genética generalizada e
encefalopatias epilépticas.

Palavras-chave: Epilepsia Genética com Crises Febris Plus, Crises Febiris,
Sequenciamento de Nova Geragao, 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, CLCNZ2, and SLC2A1), and 28.6%, (n=2/7)

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



CACNATE, 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 (7933935 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. INTRODUCAO

1.1.ASPECTOS GERAIS DA EPILEPSIA GENETICA COM CRISES FEBRIS

PLUS (GEFS+)

GEFS+ é uma sindrome epilética familiar, nomeada inicialmente por Scheffer e
Berkovic no ano 1997 (1), como “Epilepsia Generalizada com Crises Febris Plus”
(GEFS+, do inglés: Generalized Epilepsy with Febrile Seizures Plus), decorrente do
estudo de uma extensa familia australiana com um padrao clinico caracteristico de
convulsées generalizadas geralmente desencadeadas por febre, com uma heranca
tipica autossémica dominante e alta heterogeneidade fenotipica. Desde a descrigcao
inicial da sindrome, até hoje, tem ocorrido avangos significativos, como a descoberta
de mutagOes genéticas relacionados diretamente com a fisiopatologia da doenca (2).
Entretanto, o espectro fenotipico foi ampliado, incluindo além das crises
generalizadas com febre, as crises sem febre e crises focais, razdo 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 inglés: Genetic Epilepsy with Febrile Seizures Plus) (3).

1.2.ESPECTRO FENOTIPICO DO GEFS+.

O espectro fenotipico do GEFS+ é muito mais amplo do que o inicialmente
descrito. Possui dois grandes grupos bem diferenciados em relacéo a sua gravidade,
e o desenvolvimento de encefalopatia ou ndo (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 Sindrome de Doose e Sindrome de Dravet
(1,2,4-6). As crises febris (FS, do inglés: febrile seizures) séo o fendtipo mais comum
do GEFS+, caracterizadas por crises ténico-clénicas generalizadas associadas com
febre e com a manifestacdo da doenga numa faixa de idade restrita entre os trés
meses € 0s seis anos (6). As crises febris plus (FS+, do inglés: febrile seizure plus) é
o segundo fendtipo mais frequente, onde as crises com febre acontecem além dos
seis anos de idade, ou aparecem crises tonico-clénicas generalizadas sem
associacao com febre antes dos 6 anos de idade. As crises FS/FS+ com a presenca
de outros tipos de crises, sejam generalizadas ou focais (auséncias, mioclénicas,

aténicas, ou crises focais) sdao um fendtipo menos comum, mas, reportes deste
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subgrupo sao cada vez mais frequentes e por tanto o clinico ou pesquisador deve
considera-los dentro das possibilidades diagnosticas (1,7-10). No espectro fenotipico
mais grave com encefalopatia epilética estdo a Sindrome de Doose (epilepsia

Nascimento 3 meses 9 meses 2 anos 12 anos

1 més 6 meses 1ano 6 anos
Espectro GEFS+
Espectro sem encefalopatia epiléptica Espectro com encefalopatia epiléptica
= Fs (Crisesfebris) =1 Sindrome de Dravet
FS+ =1 Sindrome de Dosse
[0 Crises com/sem Febre antes de 6 anos
I FS além dos 6 anos ]

o Fendétipo complexo
[ FS ou FS+ com outros tipos de crises:
auséncias, mioclénicas, atdnicas, focais]

mioclénica-aténica) e a Sindrome de Dravet (1,4,5,11).

Figura 1. Espectro fenotipico da Epilepsia Genética com Crises Febris Plus - GEFS+.

1.3. ALTERAGOES GENETICAS NO GEFS+.

O padrao tipico de heranca autossémica dominante (AD) ja tem sido bem
estabelecido em estudos de familias extensas com GEFS+ (1,3), assim como
mutagdes em canais ibnicos de sddio (12-15) e em receptores gabaérgicos (16).
Entretanto, nos ultimos anos, novas descobertas tém ocorrido, sendo descrito o
padrdo de heranca recessiva em familias pequenas (17), além da identificacao de
novas mutacées em genes candidatos e alelos suscetiveis. Em consequéncia
desses achados, novos mecanismos fisiopatoldégicos foram propostos, como
alteracdes que mostram um papel importante dos genes: STX7 em exocitoses das
vesiculas sinapticas (18), CACNA1H nos canais de calcio (19), HCN2 nos subgrupos
de canais iénicos regulados por nucleotideos ciclicos (20), e mais recentemente, o
FHF2 (FGF13) mostrou que ha provaveis alteragcbes em proteinas auxiliares que

interagem com os canais de sddio voltagem dependentes (21).
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1.3.1. MUTAGOES DOS CANAIS DE SODIO
No ano 1996 Lopes-Cendes et al. (22), identificaram um I6cus no cromossomo 2
numa andlise de uma extensa familia australiana de 58 individuos vivos com 23
afetados com uma ampla gama de variabilidade clinica que ia desde convulsbes
febris isoladamente até um grave disturbio convulsivo com atraso intelectual,
entidade clinica “familiar” que apés uma analise fenotipica detalhada e padrao de
heranca Schefer e Berkovic denominariam como GEFS+ em 1997 (1). Logo, no ano
1998, Wallance et al (12), publicaram a primeira mutacdo genética associada com
GEFS+ no gene SCN1B, sendo ao mesmo tempo a primeira descricdo de mutacao
num canal de sodio no sistema nervoso central humano. Porém, a maioria das
familias com GEFS+, nado pareciam ter mutagcées no gene SCNI1B (lécus no
cromossomo 19q) (23), publicando-se quatro trabalhos de familias no relacionadas
com fenotipo GEFS+ entre o ano 1999 e, o inicio do ano 2000 com alteracdo
genética num unico lécus, no cromossoma 2q (23-26), Iécus onde meses mais tarde
(ano 2000) Escayg et al (13)., publicariam os resultados da sua pesquisa sobre a
identificacao da mutacdo no gene SCN1A. A mais frequente mutacdo em pacientes
com o espectro GEFS+ (6) e em pacientes com a Sindrome de Dravet (27).
Descobertas que marcaram o inicio da compressdo da biologia basica das
epilepsias genéticas, na primeira década do século XXI (27). Posteriormente, foram
identificadas mutagdes nos genes SCN2A (14, 29, 30) e SCNYA, sendo sugerido por
varios autores que este ultimo provavelmente atue como gene modificador para a
evolucao do espectro benigno do GEFS+ para a Sindrome de Dravet em pacientes
com mutacao do gene SCN71A (15,31-33). Da mesma forma, estudos experimentais
fizeram a mesma sugestao, agora no papel da mutacdo do gene SCN8A, como gene
modificador do fendtipo da doenga (34,35), sendo recentemente identificada esta
mutacao pela primeira vez em humanos, em uma familia com GEFS+ (6), entretanto,

esse dado precisa ser confirmado.

1.3.2. MUTACOES DOS RECEPTORES GABAA

Em 2001, posterior a descoberta do gene SCNTA foi descrita a primeira
evidéncia genética da relacdo entre epilepsia e disfuncdo dos receptores GABAA
(mutacdo do gene GABRG2) no estudo de uma extensa familia francesa com
fendtipo compativel 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 mutagédo no receptor
GABAA, desta vez na subunidade delta. Os receptores GABAA sao importantes
mediadores da inibicdo neuronal, por tanto as mutacbes em ambas as variantes

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

1.3.3. OUTRAS ALTERACOES GENETICAS DE INTERESSE NO
GEFS+

Por volta de uma década mais tarde da descricao do primeiro gene associado
no GEFS+, o gene SCN1B (12), e as descri¢des iniciais de muta¢des nos receptores
GABAA (16); foram descritas novas alteragées que aumentam a suscetibilidade das
crises epiléticas como o HCNZ2 (20) e CACNATH (19). A primeira (HCNZ2) representa
a associagao inicial entre a mutacdo de canais idnicos regulados por nucleotideos
ciclicos como um potencial colaborador da epilepsia poligénica, além de observar
que a variante “del PPP” em HCNZ ocorre com maior frequéncia em pacientes com
GEFS+ e FS. A segunda, uma mutacdo de ganho da fungcdo dos canais de célcio
(CACNATH) sugere o aumento da suscetibilidade das convulsdes alterando
diretamente as propriedades elétricas neuronais, e indiretamente alterando a
expressao génica. Em 2014, Schubert et al (18), fazendo uso de tecnologia de ultima
geracao (whole-exome sequencing — WES) identificou uma mutacao no gene STX1
gue possui importante papel na exocitose das vesiculas sinapticas, sinalizando que
o STX1 é responsavel por uma maquinaria de liberacdo pré-sinaptica em sindromes
de epilepsia associada a febre. Mais recentemente, em 2015, Puranam et al. (21),
identificaram uma forma rara, provavel causa de epilepsia generalizada em
pacientes com GEFS+, a mutacdo de uma proteina auxiliar que interagem com os
canais de sodio voltagem dependentes (0 gene FHF2 ou FGF13), sugerindo que a
reducdo da expressao do gene FGF13 prejudica a excitabilidade dos interneurdnios
inibitorios, resultando em maior excitabilidade dentro dos circuitos locais do
hipocampo e do fenétipo clinico da epilepsia.

Um estudo publicado na revista “American Academy of Neurology’, com
participagdo dos autores que fizeram a descricdo familiar fenotipica inicialmente do
GEFS+ (6), revisaram a informagdo de mais de 160 familias com GEFS+
investigadas ao redor do mundo, mostrando que 31% delas tem mutagdes em genes
qgue codificam para canais i6nicos de sodio (SCN1A, SCN2A, SCN1B, SCN9A), em
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receptores gabaérgicos (GABRG2) e naqueles que desempenham importante papel
na exocitose das vesiculas singpticas (STX7B). Além disso, 18% das familias
analisadas evidenciaram alelos de suscetibilidade em GABRD, CACNAIH e HCNZ2
em 719-721 del PPP. Por outro lado, as mutacbes mais frequentemente
identificadas foram nos genes SCN71A em 19% das familias (28/147), SCN1B in 8%
(8/101), e GABRG2 em 9% (10/113).

Ainda assim, a maioria das familias com GEFS+ nao tem uma mutacao
genética identificada (3), entretanto, a proporcdo exata de familias sem mutacao
conhecida nao tem sido estudada com precisdo, particularmente porque o
diagnostico de GEFS+ em familias pequenas € muito dificil. Desta forma, a maioria
dos pacientes permanecem sem alteragdes genéticas identificadas, sendo também
desconhecido no nivel molecular as alteragdes que justifiquem a heterogeneidade
fenotipica (6).
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OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL
Investigar alteragdes moleculares e de numero de copias em paciente com
GEFS+.

2.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar a presenga de mutagcbes em pacientes com GEFS+, por meio de
Sequenciamento do Exoma (Whole Exome Sequence -WES) combinado a uma
andlise por painel de bioinformatica;

Avaliar alteracées de numero de copias através de analise cromossémica em
microaranjos (Chromosomal Microarray Analysis — CMA);

Avaliar a possivel patogenicidade das mutagdes encontradas utilizando os
critérios recomendados pelo Colégio Americano de Genética Médica e

GenOmica.



25

3. METODOLOGIA

3.1. ASPECTOS ETICOS
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Estadual de Campinas, conforme numero de parecer 3.203.311 e CAAE
12112913.3.0000.5404 (Anexo I). Apds orientagcdo e esclarecimentos, todos os
participantes e/ou seus responsaveis legais, assinaram o termo de consentimento

livre e esclarecido (Anexo II).

3.2. CASUISTICA

Foram incluidos no estudo 19 pacientes, provindos do Ambulatério 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 clinicos de epilepsia genética com crises
febris plus — GEFS+ (do inglés: genetic epilepsy with febrile seizures plus). A
informagéo clinica coletada incluiu: exame neurolédgico, analises do histérico de
crises epilépticas, registro de eletroencefalografia, neuroimagem e analise historico
familiar de crises epilépticas, sendo revisada por médicos especialistas em
neurologia/epilepsia pediatrica e genética. Todos os pacientes foram diagnosticados
e classificados fenotipicamente segundo as diretrizes da Liga Internacional contra a
Epilepsia — ILAE (do inglés: the International League Againts Epilepsy) (40).
Pacientes com encefalopatia epiléptica por sindrome de Dravet e Doose, nao foram

incluidos no estudo.

Os individuos afetados, dentro do espectro GEFS+, foram categorizados
fenotipicamente em: (a) CF -crises febris (em inglés: febrile seizure -FS), (b) CF+ -
crises febris plus (em inglés: febrile seizure plus -FS+), e (c) fendtipo complexo (em
inglés: complex phenotype), conforme descrito na tabela 1 (6,40). Para inclusdo no
estudo, os probandos deviam pertencer as categorias b ou c. Pacientes com outras
condi¢gbes neurolégicas associadas, foram identificados incialmente com uma das
trés categorias fenotipicas em mencao previa, seguido da condi¢cdo neuroldgica
associada, por exemplo: CF+ e TEA (crises febris plus e transtorno especifico do
aprendizado).
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Tabela 1. Categorizacao fenotipica do espectro GEFS+.

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

Pacientes com crises epilépticas em presenca de febre, tipicamente do tipo ténico-clénica

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

(b) CF+ -crises febris plus (em inglés: 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) Fenoétipo complexo (em inglés: complex phenotype).

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

TCG: auséncias, miocldnicas, atbnicas, focais.

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

3.3. EXTRAGCAO DO DNA GENOMICO

A extracdo do DNA genbmico foi realizada a partir de amostras de sangue
periférico coletadas dos pacientes (e familiares, quando foi possivel), utilizando o
protocolo de extracdo com fenol-cloroférmio descrito no (Anexo Ill). Em seguida,
foram conferidos os parametros de qualidade das amostras obtidas, avaliando:

(a) Qualidade: segundo a integridade do DNA observada em gel de agarose
(a) Pureza: relacao de absorbancia 260/280 com um valor entre 1,8 € 2,0
(b) Quantidade: quantidade ideal entre 150-200 ug, minimo de 5ug/UL
(c) Concentragdo: minimo de 50ug/UL

A integridade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% e os
padroes de pureza, quantidade e concentragdo foram medidos fazendo uso de um
espectrofotdbmetro modelo Epoch. As amostras com os parametros de qualidade
adequados foram diluidas de forma padronizada para uma concentracao de 50ug/UL

em 70uL, para serem submetidas ao sequenciamento completo de exoma.
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3.4. SEQUENCIAMENTO COMPLETO DE EXOMA (do inglés: WHOLE EXOME
SEQUENCING - WES)

A preparacao das bibliotecas de DNA e sequenciamento completo de Exoma
foram realizadas utilizando o kit SureSelectXT Human All Exons V6 -Agilent
Technologies, e a plataforma lllumina Hiseq 4000, respetivamente. Em seguida, a os
dados brutos (arquivos FASTQ) dos resultados de cada caso sequenciado foram
processados segundo um workflow robusto para andlise de dados de
sequenciamento de alto desempenho, desenvolvido pela nossa equipe de
bioinformatica no Laboratério de Biologia Computacional e Bioestatistica (BCB),
Unicamp (41,42) cujas etapas sao listadas a continuagéo: (a) controle de qualidade
pré-alinhamento (Rqc e FastQC), (b) alinhamento das sequencias contra o genoma
de referéncia GRCh37 por meio do alinhador BWA, (c) processamento do arquivo de
alinhamento (Picard), (d) realinhamento de insercdes e delecbes (GATK), (e)
recalibracdo da qualidade (GATK), (f) controle de qualidade pds-alinhamento
(Picard), (g) descoberta de variantes (GATK), (h) anotacbes das variantes
identificadas no formato VEP. Posteriormente foram disponibilizados os arquivos
com as variantes no formato VCF para proceder com a investigacao e analise das

alteracdes genéticas na nossa coorte de estudo.

3.5. INVESTIGAGAO E ANALISE DAS ALTERACOES GENETICAS
A investigacdo das alteragdes genéticas na nossa coorte de pacientes com
GEFS+ foi conduzida utilizando duas metodologias principais:

a) Andlise do exoma completo, para avaliagdo da sequéncia das regides
codificantes do genoma, e
b) A andlise cromossdmica em microaranjos (Chromosomal Microarray Analisys

— CMA,) para identificar alteragbes no niumero de copias.

3.6. ANALISE DOS DADOS DERIVADOS DO SEQUENCIAMENTO
COMPLETO DE EXOMA

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

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

Israelita Albert Einstein de Sdo Paulo, Brasil para processamento e analise genética


https://varstation.com/
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focada em dados de sequenciamento de nova geracdo (NGS - Next-Generation
Sequencing). Esta plataforma, esta personalizada parcialmente de acordo com as
diretrizes sugeridas pela American College of Medical Genetics (ACMG) (43), que
permite a pré-classificagcao de patogenicidade ou ndo das variantes. A customizacao
de um pipeline especifico para uso por nossa equipe de pesquisa para os fins do
presente trabalho foi necessario, com criacao de filtros e painéis de multiplex genes
de acordo com as alteracbes genéticas descritas na literatura até finais de 2019, e
associadas ao espectro GEFS+ e outras epilepsias na infancia potencialmente
relacionadas (convulsdes febris e encefalopatias epilépticas na infancia — EEI), isto
com o objetivo de ampliar nossa procura de potenciais alteragdes na nossa
casuistica. (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. Convulsoes febris (44 genes)

ADGRV1, AP4S1, APP, AUH, CACNA1H, CACNB4, CHD2, CLCN2, COG4, CPAS,
CPLX1, DYRK1A, EFHC1, GABRA1, GABRB3, GABRD, GABRG2, GPT2, HCN1,
HERC2, ICK, JRK, KCNJ6, KCNQ2, KCNQ3, KCTD7, KMT5B, MBD5, MBOAT?,
MT-TK, NCAM2, PCDH19, RNU12, SCN1A, SCN1B, SCN2A, SCN9A, SLC2A1,
SLC35C1, SLC6A1, STX1B, STXBP1, TBC1D24 e VPS11

3. Encefalopatias epilépticas na infancia (134 genes)

AARS1, ADORA2A, ALG13, AP3B2, ARFGEF2, ARHGEF9,ARHGEF15,
AARS(AARS1), ARX, ASAH1, ATP1A2, ATP6V1A, BRAT1,CACNA1A, CACNATE,
CACNA2D2, CASK, CDKL5 (STK9), CHD2, CHRNA7,CLCN4, CNPY3, CNTNAP2,
CPA6, CSNKT1E, CYFIP2, CYP2A6, CYP2C64P,DCX, DOCK7, EEF1A2, ENG,
ERBB4, FAN1, FARS2, FGF12, FHF1(FGF12),FLNA, FOLR1, FOXG1, GABRAT,
GABRB3, GABRG2, GNAO1, GPRIN1, GRIA3,GRIN1, GRIN2A, GRINZ2B,
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,
NEDDA4L, NRG2, OR10H2, PACS2,PCDH19, PCDHG@, PCDHGCS3, PIGA, PIGQ,
PLCB1, PNKP, PNPO, POLG,POLG1(POLG), PRRT2, PTPN23, QARS(QARS1),
QARS1, RARS2, RB1, RHOBTB2, SCN1A, SCN1B, SCN2A, SCN3A, SCNB8A,
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, PRICKLEZ2 e C100rf2(TWNK).

Por fim, a andlise foi conduzida, incialmente, com a chamada de variantes de
forma geral com filtro customizado contendo informacdes para frequéncia da
populacional menor que 1%, alteracbes de splicing, alteracbes exdnicas e
profundidade de leitura (read depth) igual ou maior que 10, e posteriormente



30

filtragem de variantes contidas nos trés painéis de genes multiplex predefinidos,

segundo o pipeline, apresentado na figura 2.

A

ArquivoVCF

Aplicacdes
de filtros

V

frequéncia read depth= 10 alteragdes de
populacional <1% splicing e éxons

B
Painéis
V

GEFS+ Crises febris Encefalopatias
(14 genes) (44 genes) (134 genes)

A
genotipo-
V

Alteracdes genéticas
de interesse

Figura 2. Fluxograma para filtragem e procura de alteragbes genéticas de interesse em pacientes
com GEFS+, a partir de dados derivados do sequenciamento completo de Exoma.
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3.7. PREDICAO DO POTENCIAL DELETERIO, CLASSIFICACAO
DE PATOGENICIDADE E VALIDACAO DE ALTERACOES

A andlise das alteracdes genéticas obtidas no WES foi realizada de acordo
com o pipeline a seguir, segundo as recomendagdes da American College of
Medical Genetics (ACMG) (43), e adaptacdes sugeridas pela nossa equipe de
investigacdo no Laboratorio de Genética Molecular da Unicamp para melhorar a
deteccdo variantes “patogénicas” e “provavelmente patogénicas” no gene SCN1A
(44). Critérios replicados e acoplados para variantes de interesse nos outros genes
estudados na presente investigacdo. O procedimento de sequenciamento €

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:
e Nonsense, frameshift, em sitio de splice nas posi¢coes +1 ou 2, em cédon
de iniciacao, ou delecao de um ou mais éxons (variante nula);
e Delecbes ou insercdes in-frame e perdas de stop cdédon (muda o
comprimento da proteina, sem ser nula);
e Missense (troca do residuo de aminoacido);

e Sindnima/silenciosa (sem troca de residuo de aminoacido).

2. Revisao da literatura:
Procurar outros artigos descrevendo a variante em questao, ou variantes envolvendo
o mesmo residuo de aminoacido na proteina, e estudos funcionais.

3. Heranca e estudos familiares:
Verificar se a variante estd presente nos pais ou ndo (de novo), e em caso de
membros da familia afetados, se a variante co-segrega com a doenca/fenétipo
estudado.

4. Frequéncia da variante em controles/populacéo:
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Investigar a variante em um grupo de individuos sem a doenca investigada

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

populacdes. Os bancos de dados que utilizo sao:

[8)]

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.orq/

. Localizagao (hot spots)

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

S5-S6 (poro), e S6. Para ver a posicao da substituicdo na proteina, utilizo o site

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

6. Predicao de efeito deletério usando algoritmos:

Utilizar predi¢ao “in silico” com os seguintes programas:

ETAPA 2

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://agvad.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/#gform

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

cada uma das questdes 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

~

\

1. Tipo de variante ]

Variante nula (sem sentido, troca de matriz de leitura, processamento de

Evidéncia Muito

RNA, regido promotora, delecdo de um ou mais exons) Forte
Variante que altera a proteina (dele¢des/insercdes e perda do codonde Evidéncia
parada) Moderada

Variantes de sentido trocado (verificar outros critérios)

Variante silenciosa/sinénima (consulte classificagdo benigna)

2. Revisao da literatura sobre a variante ]

Alteracdo de aminoacidos descrita como patogénica de acordo com as
diretrizes, independentemente da alteragdo nucleotidica

Evidéncia Forte

Estudos funcionais bem estabelecidos mostrando um efeito deletério

Evidéncia Forte

O mesmoresiduo de aminoacido descrito anteriormente como
patogénico de acordo com as diretrizes, mas causado por diferentes
alteragSes do tipo de sentido trocado

Evidéncia
Moderada

3. Heranca e estudos de familias ]

Variante “de novo” (ndo presente nos pais), com maternidade e

Evidéncia Muito

paternidade confirmada Forte
Variante “de novo” sem maternidade e paternidade confirmada Evidéncia
Moderada

Variante co-segregando coma doengca (fenétipo)em
membros afetados da familia

Evidéncia de suporte (mais forte com
o aumento dos dados de segregacéao)

4. Frequéncia populacional da variante ]
(controles/populacéo)

Maior prevaléncia nos afetados do que em individuos controles
(estatisticamente)

Evidéncia Forte

Variante ausente ou com baixa frequéncia alélica em banco de dados de Evidéncia

frequéncia populacional Moderada
-

5. Localizacaoda variante ]
-

; : “ ” . . * Evidéncia

Variante localizada em “hot spots”/ dominio funcional Moderada
-

6. Predicdo dos efeitos deletérios
L utilizando algoritmos computacionais

Varias linhas de evidéncia computacional suportando um efeito deletério Evidéncia de

no produto do gene Suporte

Figura 3. Fluxograma de nivel de evidéncia de critérios para classificagao de variantes.
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ETAPA 3
Por fim como mostrado na tabela 3, a seguir foram classificadas as variantes obtidas
como “patogénicas” ou “provavelmente patogénicas”, segundo a combinacdo de

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

Tabela 3. Combinagao de critérios para classificacdo de variantes “patogénicas” ou

“provavelmente patogénicas”.

Classificacao Evidéncias de patogenicidade ou impacto benigno

1 Muito Forte + 1 a 4 Fortes

1 Muito Forte + 2 a 5 Moderado

1 Muito Forte + 1 Moderado + 1 Suporte

Patogénica 1 Muito Forte + 2 Suporte

2 a4 Forte

1 Forte + 3 a 5 Moderado

1 Forte + 2 Moderado + 2 Suporte

1 Muito Forte + 1 Moderado

1 Forte + 1 ou 2 Moderado
Provavelmente

toqéni 1 Forte + 2 Suporte
patogénica

3 a 5 Moderado

2 Moderado + 2 Suporte

*Critérios de acordo com as recomendagdes do Colégio Americano de Genética Médica (do inglés: American College of
Medical Genetics — ACMG).

3.8. CONFIRMACAO DAS ALTERAGCOES GENETICAS POR
SEQUENCIAMENTO AUTOMATICO TRADICIONAL PELO METODO DE SANGER

As variantes de interesse identificadas como resultantes do sequenciamento de
nova geracao e pbds predicdo do potencial deletério e classificacdo de
patogenicidade foram confirmadas pela técnica de sequenciamento automatico
tradicional pelo método de Sanger. Até o momento, foram confirmadas as variantes
genéticas de interesse achadas no gene SCN1A, pela disponibilidade de primers no
Laboratério de Genética Molecular - FCM da Unicamp. Para a amplificacdo e
sequenciamento dos fragmentos de interesse foram utilizados oligonucleotideos

iniciadores (primers), para as regides que flanqueiam os éxons codificantes e as
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juncdes éxon-intron. Foram utilizados ao total 6 pares de primers. As sequéncias

nucleotidicas dos primers estdo apresentadas na tabela 4.

Tabela 4. Sequéncias dos primers para amplificacdo dos éxons do gene SCN1A.

Exon Sequéncia Direta (5’ — 3’) Sequéncia Reversa (5’ — 3’)
2 ATTGTGATTGTGCTGGTTTCTC TGAGGCTAATATGACAAAGATGC
9 TTGAAAGTTGAAGCCACCAC CCTCATACAACCACCTGCTC
15 GACGGTTAGGGCAGATCAGA GCCATGCTGGTGTATTTCC

262 ACGCATGATTTCTTCACTGG CAGGATGACCGCGATGTA

26b TAAGGGAGACTGTGGGAACC AAGGTGGCGTCTGTAAGCA

26¢ GGTCTCCTATCAGCCAATCAC CAGTTTGGCATTGACCTCCT
3.9. AMPLIFICA(}AO DE FRAGMENTOS DE INTERESSE

A amplificagao foi feita por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR, do
inglés polymerase chain reaction). As reagdes foram realizadas para um volume final
de 10uL, contendo: 1,0u/ de tampao; 0,4u/ de mistura de dNTP contendo os quatro
nucleotideos em quantidades equimolares; 0,4ul de MgClz; 0,2ul de iniciador (primer
forward); 0,2ul de iniciador (primer reverse); 0,06ul de enzima polimerase (Taq
Polymerase); 7,24l de agua e 0,5ul de DNA.

Devido a dificuldades de amplificacdo dos fragmentos, foi necessario utilizar a
técnica de Touchdown PCR para todos os iniciadores (primers) da tabela 4, a fim de
otimizar o processo de amplificacdo dos fragmentos para minimizar a ocorréncia de
bandas inespecificas. Essa técnica consiste em iniciar a amplificagdo com a
temperatura de anelamento no primeiro ciclo programada para 10°C acima da
temperatura de anelamento especifica dos pares de iniciadores (primers). Em cada
ciclo, a temperatura diminui 0,5°C e, apéds 20 ciclos, atinge a temperatura de
anelamento ideal. Os ciclos seguintes seguem a temperatura especifica dos primers,
gue foram: desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 17 ciclos de 30
segundos a 94°C, 30 segundos a temperatura de anelamento especifica dos pares
de iniciadores (primers) e 1 minuto a 72°C; e, depois dos ciclos, extensao final a
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72°C por 10 minutos. A temperatura de anelamento ideal dos pares de primers para

amplificagdo dos fragmentos do gene SCN1A foi de 55°C.

3.10. DETECCAO DE MUTACOES

A deteccao de mutacbes foi feita por meio da técnica de sequenciamento
automatico tradicional pelo método de Sanger. Antes das reacbes de
sequenciamento, os produtos da PCR foram purificados com Exo-SAP para remover
excesso de reagentes utilizados para a amplificacao. Adicionou-se 0,5u/ de Exo-SAP
a 2ul 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.
ApGs a purificacdo, a reacdo de sequenciamento foi feita para um volume final de
10ul, sendo: 0,5ul de iniciadores (primers), sendo os mesmos usados para a PCR,
no entanto, dessa vez foram utilizados separadamente (forward ou reverse) em cada
reacdo; 2ul do produto da PCR purificada; 5,5 ul de agua e 2,0 ul de tampao do
BigDye terminator (Applied Biosystems™), utilizado para marcar os fragmentos de
DNA. As condigbes para a realizacdo 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 purificacdo da reacdo de
sequenciamento, onde foi realizada a transferéncia de todo o contetudo das reacoes
de sequenciamento para uma placa polipropileno no formato de 96 pocos, utilizando
cada poco para um fragmento de um individuo. Apds, a placa foi centrifugada para
baixar todos os conteudos, e posteriormente adicionou-se 2,5u/ de EDTA e 25ul de
etanol absoluto 100% (Merck ou Sigma) em cada pogo, 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 a 4.000 rpm, descartou-se o sobrenadante e
centrifugou-se a placa invertida até atingir 1.000 rpm. Apds, adicionou-se 30u/ de
etanol 70% (Merck ou Sigma) em cada po¢o, centrifugou-se a placa em 1.650 rcf por
15 minutos em centrifuga refrigerada a 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 apds cada
amostra foi ressuspendida em 10 u/ de formamida Hi-Di (Applied Biosystems™ ).
Posteriormente, as sequéncias foram submetidas a eletroforese capilar
automatizada, utilizando o equipamento ABI 3500xL Genetic Analyzer (Applied

Biosystems™), e logo alinhadas a sequéncias de nucleotideos 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) disponivel eletronicamente em
https://www.codoncode.com/aligner/new.htm.

3.11. ANALISE CROMOSSOMICA EM MICROARANJOS
(CHROMOSOMAL MICROARRAY ANALISYS - CMA)

Como mencionado previamente no numeral 3.5, além da analise do Exoma
completo, para avaliacao das regides codificantes do genoma, foi também realizada
uma analise cromossémica em microarranjos (Chromosomal Microarray Analisys —
CMA), para identificar possiveis alteracées no numero de coépias (do inglés Copy
Number Variation — CNV).

Do total da casuistica, em dois (02) casos, nao foi possivel a realizacao desta
metodologia devido a falta de material biol6gico (DNA). Os demais, que totalizam 17
pacientes, foram investigados por analise cromossémica por microarranjos (CMA —
Chromosomal Microarray Analysis) com o chip Genome-Wide Human SNP Array
6.0™ (Affymetrix®, Santa Clara, CA, USA). Estes, contém oligonucleotideos para a
analise de SNPs e CNVs, permitindo a andlise de desequilibrios genémicos, bem
como de genotipagem em larga escala.

Para a identificacdo de CNVs na nossa coorte de pacientes, foram utilizados
dois metodos de analise cromossGmica em microarranjos (Chromosomal Microarray
Analisys — CMA):

a) Local pipeline — BRAINN, Carvalho et al. (BRAINN: do inglés Brazilian

Institute of Neuroscience and Neurotechnology).

b) Método ChAS (do inglés Chromosome Analysis Suite)

3.12. PROTOCOLO LOCAL (LOCAL PIPELINE - BRAINN,
CARVALHO et al.)

A analise de dados gerados por CMA foi realizado pela pés-doutoranda Barbara
Henning, de acordo com as instru¢cées previamente estabelecidas pela equipe do
BCB, que utiliza um pipeline desenvolvido pelo Prof. Benilton com trés (03) métodos
para chamadas CNV. Assim, foi realizado um pré-processamento de dados,

conforme descrito a seguir:


about:blank
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Pacientes (identificacao de alteracoes)

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

b) Identificacao de alteragdes no niumero de cépias por PSCBS (46)
c) ldentificacao de alterac6es no numero de copias pelo copynumber (47)
d) Identificacdo de alteracées no numero de copias pelo GADA (48)
e) Paratodos os itens acima, selecionou-se apenas alteragbes que:

e.1) Apresentaram pelo menos 25 marcadores (ou sondas) para delecao;
ou pelo menos 50 marcadores (ou sondas) para duplicacao;
e.2) Apresentaram tamanhos maiores que 100kb
e.3) Denominou-se delecao as alteragdes que apresentaram LRR < -0,3; e
denominou-se duplicacao as alteragdes que apresentaram LRR = 0,3
f) Em seguida, foi realizada intersecdo entre os achados de cada um dos
métodos e manteve-se apenas as regides que foram determinadas como
alteradas nos trés métodos utilizados para a chamada de CNVs.
Ao final de executar os incisos do “a@” até o “f” cada individuo (caso) tem um
conjunto de alteracbes combinados e consistentes nos 3 métodos de
chamada de variantes (b-d).

Controles (identificacao de alteracoes)

g) Para os controles, uniu-se todas as alteragdes encontradas entre os 339
individuos controles da populagao brasileira. Isso gerou o conjunto de
alteracdes encontradas em pessoas saudaveis (alteracdes que nao devem
ser relevantes para pacientes).

Remocao nos pacientes das alteracoes achadas nos controles

h) Finalmente em TODOS os individuos (casos) sao removidas as alteracdes
encontradas no grupo controle. Assim, toda alteragdo que fica finalmente
em cada individuo é uma alteracdo que nao 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 duplicacao se o tg
> 2 e delegdo de o td = 2. (tg= numero de métodos “b,c,d” que chamou a duplicagao;

td= numero de métodos “b,c,d” que chamou a delegéo).
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3.13. METODO ChAS

Nessa estapa, foi utilizado o programa Chromosome Analysis Suite (ChAS -
versdo 3.1.0.15 (r9069) — Affymetrix®) (hg19) que foi desenvolvido e disponibilizado
gratuitamente pelo fabricante dos chips (Anexo IV). A analise e interpretacéo foi
realizada em colaboracdo com o Laboratério de Citogenética Humana e
Citogendmica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas — Unicamp, que utiliza um “Guia Pratico para interpretagdo de
desequilibrios genémicos identificados pelas técnicas de Hibridagcdo Genbémica em
arrays (a-GH) ” que € um protocolo adaptado a partir de revisao da literatura, e que
neste trabalho foi utilizado com pequemas modificacées. (Anexo V).

Assim, para as analises de CNVs, foram utilizadas quantidades minimas de
marcadores (oligonucleotideos), sendo 25 oligonucleotideos consecutivos para
delecdes e 50 para duplicagdes, de acordo com as instrucées do fabricante. Além
disso, foi utilizado filtro de tamanho de 100kb para a chamada de CNV para os chips
com os parametros de qualidade acima do indicado pelo fabricante, e filtro de
tamanho de 300kb para os chips que nao obtiveram os parametros de qualidade
acima do indicado. Para as andlises de regides de homozigose (ROH — Regions of
Homozygosity), foi utilizada a quantidade minima de 500 oligonucleotideos
consecutivos e filtro de tamanho de 1.500kb.

A andlise e interpretacdo dos dados de CMA foram realizadas através da
comparacao de cada alteracdo com um banco de dados composto por 290
individuos (121 masculino; 169 feminino) da populagdo geral brasileira, utilizado
como grupo controle. Além disso, todas as alteragbes foram comparadas em bases
de dados como: Banco de Dados de Variantes Gendémicas (DGV), Banco de Dados
de Variantes Gendmicas da Affymetrix® (aDGV), DECIPHER (Databask of
Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources), o
ClinGen (Clinical Genome Resource) e OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man).

As interpretagbes de ROH e CNVs foram realizadas de acordo com o
protocolo (Anexo V). Assim, CNVs encontradas foram classificadas em cinco
classes:

e Classe | — Benignas: variantes comuns encontradas em mais de 1% da

populacao geral.
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e Classe Il - Provavelmente benignas: variantes ndo comuns, que nao
possuem genes em sua extensdo, ou ainda que compreendem apenas
regides intrénicas.

e Classe lll — Variante de relevéancia clinica incerta (VOUS): variantes nao
comuns, “de novo” ou herdadas, e que incluem exons de genes sem funcao
definida, ndo relacionados a doengas ou ndo sensiveis a dosagem, e que néo
tém significado clinico conhecido.

e Classe IV — Provavelmente patogénicas: variantes ndo comuns: com
pontos de quebra que se sobrepde parcialmente aos de outros individuos
portadores do mesmo desequilibrio, porém o gene ou regido critica ainda nao
foram identificados; variantes descritas previamente em apenas um individuo
com fendtipo similar; variantes que incluem exéns de genes
comprovadamente relacionados a doengas e aos sinais clinicos do individuo
em avaliagdo, e possuem padrao de heranga compativel com o numero de
copias e consequéncias patogénicas da mutacdo — ganho ou perda de
funcgéo.

e Classe V - Patogénicas: variantes documentadas e bem estabelecidas na
literatura, como as sindromes de delecao e duplicacdo; descritas em dois ou
mais casos registrados nos bancos de dados de individuos com descri¢cdes
fenotipicas similares, correlacdo evidente entre o desequilibrio genémico e o
fenotipo do individuo em investigagéo.

3.14. METODO COMPLEMENTAR PARA CONFIRMACAO DE
RESULTADOS CMA: CARIOTIPO DE SANGUE PERIFERICO COM
BANDAMENTO G

Para a confirmacédo de uma alteracdo cromossoémica de 9,8 Mb encontrada
por CMA em um paciente, analise cromoss6mica com bandamento G do paciente e
seus genitores foram realizados em colaboracdo com o Laboratério de Citogenética
Humana e Citogenémica do Departamento de Genética Médica e Medicina
Gendmica da Faculdade de Ciéncias Médicas. Assim, os caridtipos foram realizados
por meio de cultura de linfécitos obtida pela técnica descrita por Moorhead et al em
1960 (49), com modificacées, e o bandamento G foi realizado de acordo com a
técnica descrita por Sanchez et al em 1973 (50), com pequenas modificagées. O
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protocolo detalhado encontra-se no anexo VI. Foram analisadas 20 metafases de
cada individuo em microscépio Optico comum da Olympus® e as imagens foram
capturadas utilizando o programa FISHView da Applied Spectral Imaging®. A
resolucao obtida foi de 400 a 550 bandas.



4. RESULTADOS

4.1 CARATERIZACAO SOCIO DEMOGRAFICA E FENOTIPICA

Um total de 19 pacientes com GEFS+ foram avaliados neste estudo. A idade
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média de inicio das crises foi de 17,1 meses + 14,8, todos os pacientes

apresentaram crises febris, dos quais 0 63,2% apresentou a combinagédo de crises

febris e afebris, outros tipos de crises epilépticas além das tbnico-clénico

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

historico familiar de epilepsia. Em 63,2% dos pacientes houve presenca de

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

de neuroimagem foram normais no 73,7% dos casos. O fen6tipo 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 sociodemograficos e clinicos.

Caracteristica

Resultado

Numero de pacientes (n)

19

Género (M; F)

11/19 (57,9%); 8/19 (42,11%)

Idade média de inclusao no estudo *DP

(anos)

9,8 £ 5,5 (rango 3 — 20)

Idade média do inicio 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%); Auséncia (6/19;
31,6%); T (2/19; 10,5%); C (2/19; 10,5%); CQ
(1/19; 5,3%);

Historico familiar de epilepsia (sim; nao;

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

SD) (5,3%)
Neuroimagem (normal; anormal*; SD) 14/19 (73.7%); 3/19 (15,8%); 2/19
(10,5%)
Comorbidades t 3/19 (15,8%)
Desenvo Normal 7/19 (36,8%)
Ivimento TEA 4/19 (21,1%)
Alteracao 1/19 (5,3%)
linguagem
TEA 3/19 (15,8%)
+ alteracao
linguagem
TEA + ataxia 4/19 (21,1%)
Fendtipo FS+ (crises febris 6/19 (31,6%)
/subtipo GEFS+ | plus)
Fendtipo complexo 13/19 (68,4%)

*TCG= tonico-clonico generalizadas; M= mioclénica; A= auséncia; T= tdnica; C= cldnica; CQ= crises de queda; SD=
sem dados; TEA= transtorno especifico do aprendizado. * discreta atrofia de hipocampo esquerdo, hipersinal na porgao
anterior do corno ventricular. T Glaucoma, fibrose e hipotiroidismo. Caracterizagao
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4.2. INVESTIGACAO E ANALISE DAS ALTERAGOES GENETICAS
A investigacao das alteragOes 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
analise da sequéncia das regides codificantes do genoma, e
b) A analise cromossdmica em microaranjos (Chromosomal Microarray Analisys

— CMA,) para identificar alteragdes no numero de cépias.

4.3. RESULTADOS DA ANALISE DE EXOMA COMPLETO

43.1 RESULTADOS ESTATITICOS GERAIS DOS DADOS SEQUENCIADOS E
TRIAGEM BASICA DE MUTAGOES

A média do nimero 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), apds
o pipeline para filtragem de alteragbes genéticas de interesse definido por nossa
equipe de pesquisa, 0 numero de alteragbes caiu para 2.245,11 £ 345,02 (rango
1.727 — 2.889) logo do primeiro filtro geral (frequéncia populacional <1%, alteracées
de splicing e éxons, e, profundidade de leitura (read depth) = 10. Apds o segundo
filtro com um painel multiplos de 192 genes descritos na literatura e associados com
o fendtipo de GEFS+ (14 genes), crises febris na infancia (44 genes) e encefalopatia
epiléptica na infancia (134 genes) a média de variantes genéticas alvos por paciente
diminuiu para 1,35 (rango 2-6). Como resultado desde analise, 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 avaliacao e analise
detalhadas da sua repercusséo funcional (Figura 4).

Das 53 variantes genéticas de interesse encontradas: 40 minsense (nao
sinbnima), 11 Indels (insercbes ou delecbes) — alteracdo de matriz leitura
(Frameshift), 2 SNV ou Indels — criacdo de codigo de parada de transcricao
(Nonsense / Stopgain). Também foram encontradas 36 variantes genéticas SNV -
sinbnimas (Synonymous). A porcentagem média de regibes alvo mapeadas com
uma profundidade de leitura (RD — read depth) de 10x foi de 92,97% (Figura 5).
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303.489,16 + 120.188,66 Média/DP

Por paciente

Média/DP
Por paciente

2.245,11+ 345,02

3,22+1,35 Média/DP

Por paciente

0,0011%

_ Total variantes de
interesse em
~~ 18 de 19 pacientes

7
., 4

Figura 4. Fluxograma dos resultados gerais da andlise de Exoma em pacientes com GEFS+.
*Pipeline definido pela nossa equipe de pesquisa, Laboratério de genética molecular, Unicamp. RD=
profundidade de leitura (do inglés read depth).
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Figura 5.Tipos de variantes genéticas de interesse encontradas na analise de exoma A. Total e tipos
de variantes genéticas de interesse encontradas, na analise de Exoma completo, apds aplicagdo do
pipeline de filtragem de variantes - Laboratério de genética Molecular, Unicamp-SP. B. Distribuicao
cumulativa da profundidade de leitura (RD-read depth) nas regides alvo para cada amostra de 19

pacientes com GEFS+.



45

4.3.2. IDENTIFICACAO DA PATOGENICIDADE DAS VARIANTES
Para avaliar as 53 variantes genéticas em 22 genes candidatos resultantes da

filtragem inicial de alteragdes exposto na figura 4, foi feito uma analise de predi¢ao
do potencial deletério e classificacao da patogenicidade, segundo o fluxo de trabalho
e critérios de classificacdo expostos na figura 3 e tabela 3 na metodologia. Como
resultado dessa analise detalhada; foram identificadas 12 variantes genéticas
patogénicas (P) e provavelmente patogénicas (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
mudanga na matriz de leitura (frameshift) e 2 do tipo ganho de parada (stopgain)
(Figura 6).

Dois das variantes genéticas foram classificadas como “patogénicas” do tipo
“missense”. SCN1A p.(R946C), e SCN1A p.(R393H), as duas do tipo “missense”.
Seis variantes foram classificadas como provavelmente patogénicas, do tipo
“missense”; SCN2A p.(E1153K), EFHC1 p.(R221H), EFHC1 p.(P77T), CACNATE
p.(N1463D), e CLCNZ2 p.(R629Q) — esta ultima encontrada a mesma variante em
dois pacientes diferentes. E, quatro variantes foram classificadas como
provavelmente patogénicas, do tipo “splicing”, incluindo: SCN3A
p.(Ala461_Vald62delinsLeuTer), SLC2A1 p.(Pro266fs), MTOR p.(Asni1106fs), e
MTOR p.(Ala1105delinsAlaAlaThrCysAlaArgSerTrpSerSerThrTer). As  quatro
variantes provavelmente patogénicas do tipo “splicing” sdo apresentadas na tabela
6. As duas variantes patogénicas e seis provavelmente patogénicas do tipo
missense sao apresentadas na tabela 7, nesta dltima também se apresentam quatro
variantes de significancia incerto “VUS”, que consideramos relevantes reportar pelos
seguintes motivos: duas em SCN1A p.(R1639C) observada em dois individuos
(gémeas), encontrando-se a substituicdo da proteina em uma posicao de dominio
funcional onde as alteracdes patogénicas sao mais frequentes e a variante nao tem
sido reportada nos bancos de dados de frequéncia populacional nem descrita na
literatura; as outras duas alteragcées foram a SCNTA p.(K1654R) e SCNI1A
p.(R101W), a primeira nao tem sido reportada em bancos de dados de frequéncia
populacional nem descrita na literatura, foi validada pelo método de sequenciamento
Sanger observando-se a mesma variante na mae, sendo uma variante de heranca
materna, € a segunda se encontra reportada nos bancos de dados com uma

frequéncia (<0.1%), foi considerara deletéria pelos métodos de analise ‘in silico”. A
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figura 7 ilustra as seis mutacdes “minsense’ (2 patogénicas e 4 VUS) no gene
SCNT1A, confirmadas pelo método de Sanger. A validacédo das alteracdes genéticas

nos outros genes esta em andamento.

A SLC2A1;1 (PP)
= __SCN1A;2 (P)
SCN3A; 1 (PP) 4 N
SCN2A; 1 (PP)
/ AlteragGes \ ‘
| patogénicas (P)e provav. | |
‘ Patogénicas (PP) \
\ Variantes=12 ‘CLCNZ E (PP)
\ B Genes afetados=8 f
CACNATE; 1 _|
(PP) “
B C 19
2
7
(37%)
1 5
2
1
0 Casos g o § g
lizad T~ T~
missense frameshift Stopgain snefendes = g"g’,& "é’,&
n=8 n=2 n=2 & é E
= NUMERO DE PACIENTES COM
Tipo de alteracao MUTACOES

Figura 6. Alteracdes patogénicas (P) e provavelmente patogénicas (PP) nos pacientes com GEFS+.
A. Total de variantes e nimero de genes afetados. B. Tipo de alteragcdes. C. Nimero de pacientes

com variantes P e PP.



Tabela 6. Classificacao de patogenicidade das alteragdes splicing encontradas em pacientes com GEFS+. (SCORES)
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Evidéncia de patogenicidade

» Q Numero
o c L
K ko)
E S § s |Pe
. - o w© S o c 8 On
Alteragio Alteracio e 8 5 g ” 25 7 [ w @ Critérios
No. . g 8| 3 E 5 S 8§ 8 3 s 8| 3 o
de Proteica Gene F o 2 T 2 T = g o9 ¢ Classificacao Validacao
caso . g - = = B - 2 5 |5 2| &
- ad @ ¥ o 8 . 8 -
Nucleotideos Prevista xS xe) < & = 1o L
2 o
S T le
O |2 - ] ©v o © - < 2] = ™ ‘g £ 3 ;5,_
> | = 17 O |l= | 0o = |a 7] = = o 3 ] <] 5
alo la |lola lalalalao lala Q = £ = |
c.796_797insGTTCC
AGAACATCCCGCT
CCACCCAGCTCTC % x Sk Provavelmente A ser
CCGCGTCCCCACA | P-(Pro2661s) | o) copq | + | NA N R A * | NAINA T 10 T 0 atagénico validada
ACGCATCCGGCTG
ATCGATCGGATTA
2 ¢.1380_1381insCTG
TGACATTCGATAG
CCATGTGCAGGCG | p.(Ala461_V Provavelmente A ser
GCCcGaeeaTaec ald62delinsL | SCN3A + | NA - - - -* S EH + NA NA 1 0 1 0 atoaénico validada
ACCGGCGAGGCG | euTer) patog
GGCGAGGTCGCG
TTCGGCACTGC
¢.3315_3316insTGG | p.(Asn1106f MTOR + | NA |- NA | - ) x kx| ke + NA NA 1 0 1 0 Provayellmente A_ ser
AA s) patogénico validada
¢.3314_3315insAGC
3 CACCTGCGCAAGG gﬂj};ﬁg‘;
TCCTGGTCGAGTA % x Sk Provavelmente A ser
CGTGAACGAAACG gfr};f’qé‘?;ég MTOR | + | NA | - NAL- |- |- + | NAINA T 0 1 0 atagénico validada
GCAAGCGAGTGG erThrl7)'er)
GGCGCGAACATC

O Pipeline para determinar a evidéncia de patogenicidade e posterior classificagado das variantes, esta descrito na metodologia, na figura 3 e tabela 3 respetivamente. A tabela
completa com a classificagdo para todas as variantes de interesse analisadas pode ser encontrada no apéndice 3.0. As tabelas completas que se correspondem com o
numeral 2, 4 e 6 do apartado de evidéncia de patogenicidade”, podem ser encontradas no apéndice 3.1, 3.2 e 3.3 *Os genitores (pais) nao testados; **A co-segregacdo com a
doenga nao foi investigada; ***A frequéncia néo foi calculada, pois 0 n € muito baixo; + =presenca; - = auséncia; NA= nao avaliado.
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Tabela 7. Classificacao de patogenicidade das alteragdes missense encontradas em pacientes com GEFS+. (SCORES)

Evidéncia de patogenicidade
73 = Numero
o] £ =
e © o De
5 o — 1 o
o g & S T S @
A 2 Qo g e [S4 @ c 7 o = O
No Alteracao Alteracao o E 2 % § @ §_ '8 é _% % 5 Critérios
: i3 = = 5 = © = Q 5= . ~ . ~
de Proteica Gene F o 4 2 T :‘—é L3 *g § I ) Classificacao Validacao
Caso - o N o S ¥ o6 8 S I~
Nucleotideos | Prevista = = D e = L jo o S
T | e
1|5 8|12 |8 |2 |58 |3 |= = g 135/ 5 |8 | &
o o o o o o o o o o o o _|= 8 | u = (7]
2 C.4387A>G p.N1463D | CACNATE | - - - - - - T T i I - o |o |3 |o |FProvavelmente | A ser
patogénico validada
*k ok Provavelmente A ser
4 c.1886G>A p.R629Q CLCN2 - - + NA | - - + - + NA 0 1 2 0 patogénico validada
- ko Provavelmente A ser
c.1886G>A p.R629Q CLCN2 - - + NA | - - + - + NA 0 1 2 0 patogénico validada
5 C.229C>A p.P77T EFHC1 - - + |NA |- - + | s | NA - o |1 > | | Provavelmente | A =~ ser
patogénico validada
C.662G>A p.R221H EFHC1 - - + | NA |- - + | |+ | NA - 0 |1 > | | Provavelmente | A ser
patogénico validada
7 c.4961A>G p.K1654R SCN1A - - - - - - - + Et - - 0 0 1 1 VUSs Validada
10 c.2836C>T p.R946C SCN1A - - + + + - + T Bl + + 0 2 4 1 Patogénico Validada
13 c.4915C>T p.R1639C SCN1A - - - - - - -* S B + + 0 0 2 1 VUS Validada
14 c.4915C>T p.R1639C SCN1A - - - - - - -* S 4 + + 0 0 2 1 vus Validada
15 c.301C>T p.R101W SCN1A - - - - - - + T Bl - + 0 0 2 1 05 Validada
16 c.1178G>A p.R393H SCN1A - - + + + - -* e B + - 0 2 3 0 Patogénico Validada
18 C.3457G>A p.E1153K | SCN2A - - - NA | - - T I S I e - o |o |3 |o |Frovavemente 1A - ser
patogénico validada

O Pipeline para determinar a evidéncia de patogenicidade e posterior classificacdo das variantes, esta descrito na metodologia, na figura 3 e tabela 3 respetivamente. A tabela completa com a classificagdo para todas
as variantes de interesse analizadas pode ser encontrado no apéndice 2.0. As tabelas completas que se correspondem com o numeral 2, 4 e 6 do apartado de evidéncia de patogenicidade”, podem ser encontradas
no apéndice 2.1, 2.2 e 3.3 respetivamente. VUS: Variantes de significado incerto (Variants Unknown Significance); *Os genitores (pais) ndo testados; **A co-segregacdo com a doenga nao foi investigada; ***A
frequéncia ndo foi calculada, pois 0 n é muito baixo; + =presenga; - = auséncia; NA= nao avaliado.
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Figura 7.Alteracbes genéticas de interesse no gene SCN1A em pacientes com GEFS+. * Mesma
alteracdo genética observada em dois individuos (gémeas).
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4.4. RESULTADOS DA ANALISE DE CMA

Dos 19 casos totais de nossa coorte de pacientes com GEFS+, 17 foram
investigados para identificar alteracées no nimero de copias, 2 deles nao tiveram
material biologico (DNA) para a analise. Como descrito na metodologia a analise
cromossémica em microarranjos (Chromosomal Microarray Analisys — CMA), foi
realizada por dois métodos:

(a) Local pipeline — CMA-BRAINN, Carvalho et al. (BRAINN: do inglés
Brazilian Institute of Neuroscience and Neurotechnology).

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

Alterac6es no numero de copias foram encontradas em 16 dos 17 pacientes
estudados quando comparados com um grupo controle de 339 individuos da
populacédo brasileira. No total 48 CNVs foram observadas com uma média por
individuo de 0,44 duplicacdes (ganhos) e 2,56 delecbes. Em seguida, foi criado um
mapa de todas as CNVs possiveis, 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 ha
uma densidade mais alta no cromossoma 7, como consequéncia de 13 delecbes em
um dos casos do estudo, alteracdo identificada também pelo método ChAS,
evidenciado que trata-se de uma delecéo intersticial de aproximadamente 9,8 Mb no
braco longo do cromossomo 7, envolvendo as bandas q33-q35 (arr[GRCh37]
7933035(136901668 146708552)x1). Assim, cariétipo de sangue periférico com
banda G foi realizado a fim de confirmar a delegcdo no paciente (Figura 9.A),
confirmando-se a alteragdo, seguidamente foi realizado o cariétipo dos genitores
(Figura 9. B-C), cujo resultado foi normal para ambos os pais, sendo classificada a
alteracdo como “de novo” e patogénica 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 representagado da densidade dos eventos
CNYV observados em cada regidao do cromossoma. Chama a atengdo uma densidade mais alta no

cromossoma 7.
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Figura 9. Carit6tipo de sangue periférico com banda G. A. Cariétipo do probando confirmando a
delecgao intersticial em 7q33-g35. B e C. Cariétipo materno (B) e paterno (C) a direita, com resultado
normal em ambos.



Tabela 8. Alteracao patogénica no numero de cdpias

53

. Resultado do CMA (Chromosomal microarray analysis) — Pipeline CMA-

BRAINN*
= > (]
3 S = & 2 E s § S 1§" Genes registrados no
S| = o 3 o s s(S|glals|E |3 |&
o | S g £ i3 E<|2|d|% 83|83 omim
2 o @ s = Q| S | =
[ Q (@)
7 | 136901669 | 137264283 | 362615 PTN(162095),DGKI(604072)
7 | 137268624 | 137307434 | 38811 DGKI((604072)
DGKI((604072), CREB3L2(608834),AKR1D1(604741), TRIM24(603406),5VOPL(6117
00), ATP6VOA4(605239), KIAA1549(613344), ZC3HAV1(607312), TTC26(617453), UBN
2(613841),LUC7L2(613056),HIPK2(606868), TBXAS1(274180),PARP12(612481),ND
7| 137315924 | 141753993 | 4438070 UFB2(603838),BRAF(164757), MRPS33(611993),AGK (6 10345), 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 | o | @ g PRSS1(276000)
T = c
7 S|1S|e|lel|ele|®
7 | 142474939 | 142827953 | 353015 | g | 3 |® |& | B | & | 3 EPHBG6(602757), TRPV6(606680), TRPV5(606679),KEL (613883)
[a} ©
= o
TAS2R40(613964),GSTK1(602321), CASP2(600639), TMEM139(616524), CLCN1(118
7| 142891710 | 143218845 | 327136 425), 7YX(602002), EPHA1(179610), TAS2R60(613968) TAS2R41(613965)
7 | 143292111 | 143398030 | 138923 TCAF2(616252)
7 | 143398031 | 143431033 | 138923 TCAF2(616252),0R2F1(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 analises de CMA desenvolvido na equipe de Bioinformatica da nossa equipe de investigacdo, parte do Instituto Brasileiro de Neurociéncia e
Neurotecnologia -BRAINN. Chr: cromossomo; Kb: Kilobase; CNV- variagdo de nimero de copias (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



54

Tabela 9. Alteracao patogénica no numero de copias, como resultado do CMA
(Chromosomal microarray analysis) — Método ChAS*

Qd

No Tipo Tama | &

. de c nho Ge Genes OMIM Nomenclatura Clas§|flc

Ca| C hr nes acao
CNV (Kb)

so om

m

PTN (162095), DGKI (604072), CREB3L2
(608834), AKR1D1 (604741), TRIM24
(603406), SVOPL (611700), ATP6VOA4
(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), WEEZ2 (614084), SSBP1

(600439), TAS2R3 (604868), TAS2R4 an[GRCH37] Classe 5
Dele 9.806 (604869), TAS2R5 (605062), CLEC5A 7q33035(13690 1668 -
céo 884 (604987), TAS2R38 (607751), MGAM 146708552)x1 | Patogen
(154360), PRSS1 (276000), EPHB6 (602757), ca

TRPV6 (606680), TRPV5 (606679), KEL
(613883), PIP (176720), TAS2R40 (613964),
GSTK1 (602321), TMEM139 (616524), CASP2
(600639), CLCN1 (118425), ZYX (602002),

EPHAT1 (179610), TAS2R60 (613968),
TAS2R41 (613965), TCAF2 (616252), TCAF1

(616251), OR2F1 (608497), CTAGE4

(608910), ARHGEF5 (600888), NOBOX
(610934), TPK1 (606370), CNTNAP2 (604569)

NC: nimero de copias; Chr: cromossomo; CNV: variag@o de nimero de copias (copy number variation); Kb: Kilobase; OMIM:
Online Mendelian Inheritance in Man; DNA: Acido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic Acid).

4.5. ANALISE FAMILIAR DOS CASOS COM ALTERAGCOES
GENETICAS RELEVANTES

A analise familiar foi possivel em dois dos casos estudados, onde pelo menos
ambos os pais dos pacientes foram investigados as alteracdes genéticas. Porém, se
mostra na figura 11 o heredograma e alteracbes genéticas patogénicas e
provavelmente patogénicas ou de significancia incerto (VUS) de interesse,
correspondentes a nossa coorte de pacientes com GEFS+. Os dados fenotipicos
ampliados de todos os casos, se apresenta na tabela 9. As caracteristicas
detalhadas das mutacdes podem ser apreciadas na tabela 6 e 7.

Dentre a casuistica, destaca-se o paciente numero 7 (figura 11, familia 7),
pela raridade dos resultados. A descricdo fenotipica e genotipica detalhada deste
paciente sdo descritos a seguir:
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Trata-se de um paciente do sexo masculino, flho mais novo de pais néo
consanguineos. Ao nascimento, o paciente apresentou fistula perianal, manifestou
alergia a proteina do leite com choro intenso e inUmeras evacuagdes por dia, e aos
quatro meses apresentou hipotonia muscular e discreto atraso de desenvolvimento.
As primeiras convulsdes 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 ultima crise pds vacina. Aos oito
meses teve a primeira crise afebril disperceptiva (olhar parado) dando inicio ao
tratamento com Oxcarbazepina (OXC), entretanto houve recidiva ap6s um més.
Desde entdo, as crises disperceptivas se tornaram mais frequentes e com um ano e
um més passaram a ser diarias e em salvas. Aos dez meses iniciaram crises
atdnicas generalizadas (queda subita), sendo que estas foram mais raras, presentes
até um ano e oito meses e controladas apo6s associacdo OXC e Clonazepam (CNZ).
Aos dois anos e 11 meses foi associado OXC e lamotrigina (LTG) por persisténcia e
piora (crises mais prolongadas e com palidez), entretanto houve piora com LTG e
apareceram crises mioclénicas por curto periodo, estas despareceram com a
reducédo e apds a retirada da LTG. Aos quatro anos foi suspeitado de Sindrome de
Dravet, fazendo a retirada das drogas contraindicadas em alteragbes genéticas
envolvendo os canais de soédio (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 auséncia
atipicas, que coexistiam os dois padrdes (focais e as auséncias), sendo controladas
apenas aos cinco anos e sete meses com a associagcao VPA + Etosssuximida (ETX),
em doses baixas de VPA 15,3 mg/kg/dia e ETX 20,4 mg/kg/dia. Desde entdo, nao
apresentou mais qualquer tipo de crise.

Aos quatro anos de idade, o paciente foi diagnosticado com hérnia inguinal
que foi corrigida cirurgicamente. Avaliacdo auditiva através do exame BERA
(Brainstem Evoked Response Audiometry), que investiga a integridade das vias
auditivas, desde a orelha interna até o cortex cerebral, mostrou resultado normal.
Além disso, o paciente apresentou precocemente um discreto atraso nos marcos do
desenvolvimento motor (rolou entre 0s seis e sete meses, engatinhou aos onze
meses € andou com um ano e seis meses), assim a coordenacdo motora global é

muito boa, entretanto a coordenacgéao fina € bastante limitada. Na linguagem, com um
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ano e um més apresentou apenas grunhidos e tinha conduta imitativa (batia palma e
dava tchau). Entretanto, ap6s meses (com um ano e quatro meses), 0 paciente
evoluiu e teve um periodo de pouca interacdo e muita agitacdo (a mae atribuia ao
CNZ, sendo entao retirado). O paciente, apresenta ainda auséncia de fala, apesar
de compreender bem com boa interagdo e com melhora no comportamento. Tem
dispraxia construtiva, s6 desenha circulos, e, também tem apraxia oral, ndo assopra
e nao solta beijo. Apresenta ainda, dificuldade de aprendizado, assim o paciente
esta sendo alfabetizado por meio do computador e por letras moveis, o que
possibilitou a ele ler e digitar palavras e textos. Aos sete anos, foi investigado e
diagnosticado com hipotireoidismo. A investigacdo da histéria familiar revelou que a
mée teve uma crise febril sequida de queda aos dois anos de idade, a irma mais
velha do paciente teve uma crise febril com um ano de idade, e um primo materno
de primeiro grau apresentou crises de auséncias no periodo entre dois e quatro anos
de idade (ver detalhes no heredograma — figura 11.A Familia 7).

A analise de WES revelou uma mutagdo de ponto em heterozigose no gene
SCN1A ainda nao descrita no espectro GEFS+. Na mutagido apresentada, ocorre a
troca de A>G no cdédon 4961 (c.4961 A>QG) repercutindo na troca do aminoacido
Lisina por Arginina (p.K1654R), entretanto esta alteragdo ainda n&o foi descrita na
literatura e nos bancos de dados publicos. Para validar essa variante, o
sequenciamento tradicional pelo método de Sanger foi realizado para o paciente,
genitores, irma e tio, mesma que foi confirmada no paciente e na mae dele (Figura
10), caracterizando esta mutagcdo como herdada, ou seja, de heranca materna, a
variante nao foi relatada até o momento em banco de dados ou na literatura.

A CMA do paciente revelou ainda a delecao genémica importante, sendo
considerada uma variagao de numero de copias (do inglés, copy number variations —
CNV) patogénica. A CNV patogénica do paciente aqui descrito, trata-se de uma
delecao intersticial de aproximadamente 9,8 Mb no brag¢o longo do cromossomo 7,
envolvendo as bandas g33-g35 (arrfGRCh37] 7933935(136901668_146708552)x1).
Alteracdes neste I6cus tem sido associada a alteragdes severas da linguagem como
rasgo fenotipico caracteristico. A discussao destes achados se apresenta na seccao

de discussao.
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BAGGRGCAARGGGGATCCGCA

c.4961A>G p.K1654R

VUS

Figura 10. Alteragcdo genética no gene SCN1A (VUS) paciente 1lI-5 da familia niumero 7 de heranca

materna. A= paciente; B= mae do paciente.
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Figura 11. Heredogramas coorte de estudo de pacientes com GEFS+. A. Andlises familiar. A - B.
Alteracdes genéticas validadas por Sanger. C. Alteragdes genéticas com pendéncia de validacao.
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A Idade Data . . .
No. Género o ity DIC Crises febris (F) / Tipo de . . HF - .
Caso / idade a\glr:zza)lo érri:;:lez meses afebril (AF) crise Desenvolvimento Neuroimagem epilepsia Fenétipo Comorbidades
. TEA + atraso da el 0 - =R
1 F/13 13 1aém 18 F/AF C,F linguagem CT: normal + FS+
2 M/18 20 3m 3 F TCG, M, AT, Normal Leve AHE + FS+comoutrascrises |
A, Fo generalizadas e crises focais
3 M/20 18 24m 24 F TCG, M, EP Normal Leve AHE + Fot SO AU BTEES Glaucoma
generalizadas
a FS+ com outras crises ' -
4 M/17 17 1a8m 15 F/AF TCG, M, Fo TEA Normal + generalizadas e crises focais Fibrose cistica
A TCG, A, M, ] FS+comoutras crises |
5 M/17 17 11m 11 F/AF cQ TEA + ataxia Normal + generalizadas
6 Fr7e 7 3 36 F/AF Hemicionia TEA + ataxia Normal + FS+comoutras crises |
D, CQ generalizadas
7 M/72 7 6m 6 F/AF B, Al L) TEA + afasia Normal " FS+comoutras crises | ytingidismo
A, Fo generalizadas e crises focais
a Fo. . .
8 M/92 9 1a7m 19 F/AF Discognitiva TEA Normal - FS+ com crises focais | = ----
9 M/32 3 1adm 16 FIAF TCG, A, Fo Normal Normal + Posmmmelistekae )
generalizadas e crises focais
. TEA + atraso da FS+comoutras crises |
10 F/5 5 m 7 F/AF TCG, M, A, linguagem Normal + generalizadas
11 F/5e 5 10m 10 FIAF TCG, C, A TEA + atraso da Normal + FS+comoutrascrises | ___
linguagem generalizadas e crises focais
12 M/122 12 32 36 F TCG, Fo TEA CT: normal + FS+ com crises focais | = -----
a Hipersinal por¢égoant. | | -~ |
13 F/5 5 m 7 F/AF TCG Normal T Ve + FS+
14 F/52 5 10m 10 F TCG Normal SD + FS+ | e
a . FS+comoutras crises |
15 M/4 4 5m 5 F/AF TCG, A Atraso da linguagem Normal + generalizadas
16 M/92 9 6m 6 F/AF TCG, Fo TEA + ataxia CT: normal - FS+ com crises focais | = -
17 F/62 6 2a8m 32 F TCG Normal SD - FS+ Fibrose cistica
18 F/8a 8 52 60 F TCG Normal Normal SD FS+ 1 -
19 M/162 16 3m 3 F/AF TCG TEA Normal + FS+ | -

F: febril; AF: afebril; a: anos; m: meses; TCG: tonico-clonica generalizada; M: mioclonica; T: tonica; AT: atonica; C: clonicas; Fo: focal; A: auséncia; EP: espasmos; CQ: crises de queda; SD: sem dados; TEA:
transtorno especifico do aprendizado; MR: ressonancia magnética de cranio; CT; tomografia de cranio; D: direita; AHE: atrofia de hipocampo esquerdo; HF: histérico familiar.
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5. DISCUSSAO

5.1. HETEROGENEIDADE CLINICA

O espectro fenotipico de GEFS+ tem mudado significativamente ao longo dos
anos, cuja descricdo é muito mais ampla do concebido incialmente (1), e além das
crises febris tonico-clénicas generalizadas; as crises mioclénicas, auséncias, crises
TCG afebris e crises focais tem sido descritas e aceitas dentro do espectro
fenotipico do GEFS+ (8-10), o que levou a a necessidade de uma classificacao
fenotipica mais abrangente: FS (crises febris), FS+ (crises febris plus) e Fendtipo
complexo, este ultimo quando FS ou FS+ se apresenta com outros tipos de crises
(mioclénicas, auséncias, aténicas, e focais) (40) (Tabela 1). Ainda assim, o fenétipo
mais frequente continua sendo FS (44%), seguido de FS+ (27%) (6). Ao contrario do
relatado na literatura, na nossa coorte de 19 pacientes com GEFS+, o fenétipo mais
frequente foi o fen6tipo complexo (68%, n=13/19), seguido do FS+ (31,6%, n=6/19),
isto provavelmente ocorreu devido as caracteristicas dos centros de atengdo onde
foram recrutados os pacientes, os quais usualmente atendem pacientes que
requerem atencao especializada com espectros clinicos mais complexos, onde
geralmente os pacientes com espectros clinicos mais leves ndo procuram, ou nao

sao remitidos para o atendimento.

5.2. FREQUENCIA DE ALTERACOES GENETICAS
Segundo um amplo estudo publicado por Zhang et al, no ano 2017 (6),
mundialmente foi estudado cerca de 160 familias com GEFS+, nas quais
aproximadamente 31% possuiam uma variante patogénica em um gene conhecido e
associado com o fenétipo da sindrome, principalmente nos genes SCN1A (19%),
SCN1B (8%) e GABRGZ2 (9%). Nbés encontramos alteracées genéticas patogénicas
ou provavelmente patogénicas em 36,8% (n=7/19) dos casos. Destes pacientes, 0
42,9% (n=3/7) foram alteracbes genéticas nos genes geralmente associados com
fen6tipo GEFS+: duas patogénicas do tipo missense no gene SCN1A em dois
pacientes (28,6%) com fenotipo complexo (caso 10 -p.R946C [fendtipo de FS+ com
outros tipos de crises generalizadas]; caso 16-p.R393H [fendtipo de FS+ com crises
focais]), e uma alteragao provavelmente patogénica 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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alteracdes genéticas provavelmente patogénicas em genes que tem sido associados
principalmente com fendtipos de outros tipos de epilepsias genéticas generalizadas
(42,9%, n=3/7) (EFHC1, CLCN2 e SLC2AT1) (51-55) e encefalopatias epilépticas na
infancia (28,6%, n=2/7) (MTOR, SCN3A, CACNATE) (56- 58), todos os pacientes
portadores destas alteracdes apresentaram o fendtipo FS+ com outras crises
generalizadas (auséncias, mioclonicas, tbnicas, clonicas, atbnicas) e/ou focais
(alteragbes ainda ndo 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 fendtipo complexo (Tabela 9), ou mesmo com uma provavel natureza
de fendtipos heterogéneos intrafamiliares dos casos estudados, cuja sobreposicao
fenotipica, especialmente entre GEFS+ e as epilepsias generalizadas classicas ja
vinha sendo relatado nas ultimas duas décadas (9,8,10), porém essa sobreposi¢ao
parece ser consideravelmente maior do que se pensava, cujos dados clinicos e
moleculares sugerem que o0s dois principais grupos de epilepsias generalizadas
compartilham determinantes genéticos, e que nas familias com GEFS+ até um 5%
dos individuos afetados, podem ter principalmente epilepsia de auséncia na infancia
ou epilepsia de mioclénica juvenil (6). Devido a limitagcdes, em nosso estudo sé foi
possivel fazer uma andlise familiar mais detalhada, em dois pacientes da nossa
coorte que apresentaram alteracées no gene SCNTA. Nao foi possivel fazer a
verificagdo aprofundada da genealogia dos casos com mutagbes em genes
diferentes aos geralmente relatados nas familias com GEFS+, porque a maioria dos
pacientes nos quais encontramos estas alteracdes genéticas ja se encontravam no
banco de dados de nosso laboratério, e atualizar sua informacéo clinica e
genealdgica de forma personalizada e aprofundada nao foi possivel, embora foi
tentado, por tanto, avaliar a provavel heterogénea fenotipica nessas familias e
provavel segregacado dessas alteracdes genéticas, nao foi possivel. No caso das
alteracdées no gene EFHC1 deve ser olhado com cautela, ja que a patogenicidade
das variantes neste gene como causa monogénica de epilepsia é controversa (59), e
a superestimacdo do seu potencial efeito gendétipo-fendtipo pode influir
negativamente nas decisdes clinicas e atendimento dos pacientes (60), no entanto
seu estudo para fins de pesquisa € sugerido e necessario para acrescentar
evidencia cientifica que ajude na melhor compressdo do seu papel no

desenvolvimento de epilepsia.
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5.3. ANALISES GENETICA POR SEQUENCIAMENTO DE EXOMA
COMPLETO - WES

A maioria dos estudos genéticos em familias com GEFS+ publicados, tem
sido focados na procura de variantes em painéis predefinidos de genes bem
estabelecidos com a associacao do fenétipo GEFS+, principalmente em genes que
atuam nos canais de sodio e receptores gabaérgicos (6), o que limita a possibilidade
de achar outras alteragdes, sejam novas ou ja descritas em outras doengas, que
poderiam atuar como alteracbes genéticas causais, ou mesmo alteracoes
poligénicas que justifiguem a heterogeneidade fenotipica observada nas familias
com GEFS+, um questionamento feito desde os estudos fenotipicos e genotipicos
iniciais da sindrome (23). Nesse sentido o surgimento das tecnologias de
sequenciamento de nova geracao (do inglés: next-generation sequencing — NGS),
especialmente a analise de exoma completo (do inglés: whole-exome sequencing-
WES), tem aberto uma ampla janela de possibilidades, como o aumento da
porcentagem de rendimento de diagndstico 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, possivel e planejado, sendo mais importante ainda, o fato de ser possivel
uma reanalise do conjunto de dados direcionando para outros alvos ou objetivos, o
que é impossivel com a metodologia de painéis fixos no numero de genes (61).

Um estudo feito na Corei do Sul, em individuos com sindromes de epilepsia
genética generalizada (EGG) utilizando sequenciamento de exoma completo (WES),
realizou a andlise focada em potenciais genes candidatos ou de susceptibilidade,
sendo 51 genes relacionados com EGG e 61 genes relatados em outras epilepsias
com crises de auséncia, mioclénicas e ténico-clénicas generalizas, encontrando que
27% das variantes encontradas pertenciam a genes que estavam relacionados com
outros tipos de epilepsia genética, reforcando a hipétese de que geralmente genes
conhecidos em vez de novos genes (desconhecidos) sao os responsaveis pelas
sindromes comuns das EGG (56). Nés observamos que das 12 variantes genéticas
encontradas em 7 pacientes, apenas 25% (n=3/12) foram encontradas nos genes
gue tem uma associacdo conhecida com o fenétipo GEFS+; e o restante de 75%
pertencem a variantes em genes associados com fenotipos de epilepsias genéticas
generalizadas (41,7%) e genes relatados em pacientes com fendtipos de
encefalopatias epilépticas (33,3%) (Figura 6), achados que podem ser explicados
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devido a uma porcentagem maior de pacientes do fen6tipo complexo analisados em
nosso estudo, e a possivel heterogeneidade fenotipica. Além disso, estes achados
poderiam também estar relacionados com a investigacdo abrangente de alteracdes
patogénicas e provavelmente patogénicas, o que foi possivel fazer por meio da
analise WES, avaliando 178 genes candidatos adicionais aos relacionados aos
pacientes com GEFS+ e que tém 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 alteracbes genéticas comuns ja conhecidas
compartilhadas entre os pacientes com GEFS+ e outros com alguns tipos de
encefalopatia epiléptica, como as Sindromes de Dravet e Doose (5).

Além das variantes patogénicas e provavelmente patogénicas, identificamos
em outros quatro pacientes (21,1%), trés variantes de significado incerto (VUS) que
consideramos relevantes baseados em critérios clinicos e fenotipicos, sendo que
duas delas nao tém sido relatadas na literatura e tem segregacao familiar em
pacientes com fenétipos FS+ (caso 13 e 14 [gémeas]= SCNT1A p.R1639C; caso 7=
SCN1A p.K1654R), e a outra ndo se teve acesso aos materiais bioldégicos de outros
membros da familia afetados para conferir a presenca ou ndo da alteracao,
entretanto, esta alteracdo j4 tem sido descrita na literatura sendo associada ao
fen6tipo GEFS+ (caso 15= SCN1A p.R101W) (35,62-67), porém nao preenche os
critérios robustos suficientes para considerar sua patogenicidade. Assim, de modo
geral, encontramos alteragbes genéticas de interesse no gene SCN71A que podem
ter correlagdo com o fenétipo em 6 de um total de 19 pacientes (31.5%) com
GEFS+. E importante mencionar ainda que, as recomendacdes do ACMG/AMP s&o
de extrema importancia na classificacdo de patogenicidade de variantes
identificadas em genes que causam distarbios mendelianos (43), a classificacao e
relato de uma variante de significado incerto (VUS) deve ser avaliada e julgada com
cautela no cenario clinico, visto que com o aumento do conhecimento ao longo dos
anos de fendétipos relacionados a diferentes doencas genéticas, a reandlise do

exoma pode alterar a interpretagéo clinica de uma VUS (68).



64

5.4. ALTERACOES POLIGENICAS EM PACIENTES COM GEFS+
MIMETIZANDO ENCEFALOPATIA EPILEPTICA

Na nossa coorte de estudo, nés destacamos o caso numero 7. Trata-se de
um paciente com 7 anos de idade no momento da avaliacdo, com fenétipo de FS+
com outras crises generalizadas, além de TEA moderado e afasia. O inicio 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 familia com cinco pessoas afetadas da linha materna em trés
geracgdes, quatro com convulsdes febris e uma com crises de auséncia (padrdo de
heranca autossémica dominante). Apds a analise WES, foi encontrada uma mutagéo
de ponto em heterozigose do tipo missense no gene SCN1A p.K1654R, alteracao
presente no paciente e na mae (Figura 10). A CMA revelou uma CNV de
aproximadamente 9,8 Mb, revelando uma delecéo intersticial no braco longo do
Cromossomo 7, envolvendo as bandas 033-935 (arr[GRCh37]
7933035(136901668_146708552)x1), alteracao confirmada por cariétipo de sangue
periférico com banda G e ausente nos progenitores (Figura 9).

A CNV (delegcao 7q33q35) foi classificada como patogénica “de novo’, e a
mutacédo no gene SCN1A p.K1654R como de significado incerto (VUS), segundo os
critérios da ACMG/AMP (43,69). A CMA encontrada é uma delecdo gendmica
importante. As delegbes, também conhecidas como monossomias, sao
caracterizadas pela perda total ou parcial de segmentos genémicos/cromossémicos,
gue levam a haploinsuficiéncia de loci e podem contribuir para condi¢cdes genéticas
especificas (70). Entretanto, delec¢des intersticiais envolvendo o brago longo do
cromossomo 7 tém sido raramente relatadas na literatura (71). Essa delecao
encontrada em nosso paciente compreende 109 genes, dos quais 56 genes ja estao
registrados na base de dados Online Mendelian Inheritance in Man® (OMIM®), e
apesar da maioria dos genes contidos nessa dele¢do ainda ndo possuirem funcao
conhecida ou sensibilidade a dosagem bem estabelecida, a CNV encontrada mostra
que houve a disrupcdo do gene CNTNAPZ2 pela delecao dos trés primeiros exéns.
Este gene é altamente expresso no cértex cerebral em areas envolvidas com funcao
de linguagem (72,73) e tem sido descrito como gene candidato na apraxia infantil da
fala e no comprometimento especifico da linguagem (74,75), manifestacdes clinicas
presentes em nosso paciente. Com relacdo a mutacdo missense no gene SCNT1A
p.K1654R, apesar de ter sido classificada como VUS segundo os critérios da
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ACMG/AMP (43), as mutagdes no gene SCNTA sdo as mais frequentemente
descritas com o espectro GEFS+ (6), e essa variante encontrada neste paciente e
na mae dele, ndo foi relatada até o momento em banco de dados ou na literatura,
por tanto, dada a apresentacao fenotipica epiléptica classica do paciente no contexto
familiar de GEFS+ e cujas alteracdes genéticas na CNV ndo conseguem explicar, a
variante no SCNTA, poderiam sim, ser a responsavel pelo fendtipo GEFS+
apresentado neste caso.

Assim, o paciente aqui relatado apresenta alteragcdes genéticas
concomitantes, nao relacionadas, sendo uma variante no gene SCN1A que sugere a
causa do espectro GEFS+ e a CNV patogénica (delegéo “de novo’ 7q339g35) que
sugere relacdo com o restante do quadro clinico do paciente, visto que tais
caracteristicas nao tém sido relatadas em outros pacientes com GEFS+. Por tanto,
nds sugerimos que, na presenca de pacientes no contesto familiar de GEFS+
classico, com alteracdo genética em genes previamente descritos para o fenétipo,
com segregagdao demostrada, poréem com uma condigdo concomitante importante,
como transtorno especifico do aprendizado — TEA severo e/ou transtorno grave da
linguagem sem que exista uma clara relagdo com a frequéncia e severidade das
crises epilépticas, como provavel causa desses transtornos em suas formas severa,
poderia ser importante suspeitar e investigar outras alteracbes genéticas
simultédneas e nao relacionadas (em diferentes cromossomos), que possam explicar
a variavel expressao fenotipica do paciente, como exposto em nosso caso.

5.5. RELEVANCIA CLINICA E LIMITACOES

A atencdo especializada dos pacientes com GEFS+  geralmente é
negligenciada, por se tratar de um tipo de epilepsia que de modo geral tem bom
prognostico, ndo realizando um estudo clinico aprofundado, muito menos a pesquisa
de suas provaveis etiologias genéticas, essa dificuldade de acesso aos pacientes
com fendtipo leves do espectro GEFS+, se traduz em um processo mais lento de
realizacdo de estudos cientificos que permitam avangar na melhor compressao da
doenca, as caracteristicas moleculares e seu impacto clinico. No entanto, a triagem
de alteragbes genéticas em etapas precoces da doencga pode influir de forma
importante na terapia antiepiléptica adequada, prognéstico e assessoramento
genético (11). Apesar de ser sugerido que as convulsées febris ndo tém
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consequéncias a longo prazo na cognicdo, infelizmente cerca de 40% das criangas
com uma primeira crise febril terdo recorréncia (3), e, no contexto de pacientes com
GEFS+, onde geralmente os pacientes tém crises febris recorrentes pelo menos até
0s 5 anos de idade, aproximadamente 19% dos casos terdo uma mutagao no gene
SCN1A (6) e um tratamento com medicacdo contraindicada poderia piorar a
frequéncia 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 doencga,
poderia limitar o potencial desenvolvimento na idade adulta de esclerose do
hipocampo, ja que convulsdes febris prolongadas podem levar a esclerose mesial
temporal e epilepsia do lobo temporal (ELT), embora, o grau de risco permanecga
incerto (3), a relagdo entre crises febris e epilepsia do lobo temporal (ELT) estao
sendo progressivamente esclarecidos (77,78).

Com relagdo a metodologia de investigacdo de alteragdes genéticas, um
estudo de meta-andlise realizado em 2019, aponta o WES como o teste de primeira
triagem para o diagnéstico clinico, no caso de individuos com disturbios do
neurodesenvolvimento — NDDs (do inglés: neurodevelopmental disorders),
demostrando que o rendimento diagnostico do WES supera consistentemente o da
CMA (31-53% e 15-20%, respetivamente), propondo um algoritmo de diagndstico
que coloca o WES no inicio da avaliacao (68). Em nosso caso, pela natureza das
caracteristicas genotipicas do GEFS+, onde o fenétipo geralmente é explicado por
alteracdes de ponto (monogénicas), a andlise de WES, é, sem duvida mais eficiente
do que a CMA. Entretanto, a combinacdo da analise WES no inicio, seguido da
CMA, pode ser de grande relevancia nos casos de pacientes com GEFS+ com
fenotipo pouco claro, podendo evidenciar alteracdes genéticas concomitantes nao
relacionadas, onde convergem alteracdes de ponto e CNVs relevantes, como no
caso apresentado na nossa casuistica (niumero 7). Ainda que estes casos possam
ser excepcionais, a ampla compreensao da correlagdo fenotipo-genétipo desses
tipos de pacientes, poderiam apoiar significativamente a reorientacdo do manejo
clinico, além de ser de extrema importancia para uma familia angustiada na procura

de respostas.
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CONCLUSAO

Utilizando o sequenciamento do exoma associado a uma analise focada em
painéis multigénicos abrangentes associados com o fenétipo GEFS+ e com
outras epilepsias na infancia, ndés permitiu encontrar alteracdes genéticas
patogénicas ou provavelmente patogénicas em 36,8% (n=7/19) dos pacientes
com GEFS+ recrutados para nosso estudo. Nossa positividade diagnéstica foi,

portanto, maior do que o relatado na literatura (30%).

Na maioria dos pacientes com alteragdes genéticas provavelmente patogénicas
(57%, n=4/7), foram encontradas muta¢cdées 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 fendtipo complexo (FS+ com outros tipos de crises
generalizadas — miocldnicas, auséncias, aténicas e focais). Ainda assim, de
acordo com esses achados, consideramos relevante que a investigacdo de
alteragdes genéticas, quando possivel, seja ampliada para genes de outras
epilepsias na infancia, especialmente para sindromes de epilepsia genética
generalizada e encefalopatias epilépticas como as Sindromes de Dravet e
Doose, onde a sobreposicao fenotipica com GEFS+ esta sendo cada vez mais
evidente por estudos genéticos e clinicos.

Baseado em nossos achados, sugerimos que para pacientes no contexto familiar
de GEFS+ classico, ,porém com comprometimento grave da linguagem ou de
aprendizagem, sem correlagdo direta com a frequéncia e severidade das crises
epilépticas, seja considerado também a procura por outras alteragdes genéticas
simultdneas e n&o relacionadas (em diferentes cromossomos), que possam

explicar a variedade de expressao fenotipica.
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8. APENDICES

8.1 Apéndice 1. Predicao do potencial deletério — missense.

Predicado do potencial deletério das alteracdes ndo sinonimas (missense - nonsynonymous SNV)

Predicao de potencial deletério
~ ~ Posicao SNP
D Gene Nﬁﬁiﬁﬁﬁéa AP}lt’f)l;:igc;:lo g;(gzg gs? I:Ignlc;) Refe(ll'gncia § % g % g % § § é E g g c% E % E:

Caso 1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Caso 2 CACNAIE c.4387A>G p.N1463D 1:181727140 T/C 75943418832 23 PP B P P P PP P B P P P P P
ARHGEFI5 c.749G>C p-R250P 17:8216387 C/G rs763801843 103 PB B P B B PP B P P B B B B

Caso 3
ARHGEFI6 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 CLCN?2 c.1886G>A p.R6290 3:184071129 C/T rs115961753 43 PP B P P P PP B P P P P P P
CLCN2 c.1886G>A p-R6290 3:184071129 C/T rs115961753 43 PP B P P P PP B P P P P P P
ADGRVI c.13037C>T p.P4346L 5: 90074869 G/A rs74632023 98 PP P P B P PP P P P B B B B
Caso 5 EFHCI €.229C>A p.P77T 6:52288909 G/T | rsl49055334 | 38 | PB | B | B | B | B | B | P | P | B | B | B | B | B
EFHCI c.662G>A p.R221H 6:52317574 C/T rs79761183 29 PP B B P B B P P B P B B B
ARHGEFI5 c.749G>C p-R250P 17:8216387 C/G rs763801843 103 PB B P B B PP B P P B B B B




77

Caso 6

ADGRVI

c.16841C>T

p.T56141

5:90136624 G/A

rs149544995

89

PB

Caso 7

HNRNPU

c.62A>G

p.K2IR

1:245027548 T/C

rs755839601

26

PB

PP

SCNIA

c.4961A>G

p.KI1654R

2:166848824 T/C

26

Caso 8

CACNAIA

¢.3358G>A

p.A1120T

19:13397515 C/T

rs199745070

58

PB

Caso 9

ADGRVI

¢.3151G>T

p.DI0SIY

5:89943443 C/A

rs145556097

160

PP

PP

ADGRVI

c.3191A>C

p.E1064A

5:89943483 T/G

rs190922596

107

PB

CACNAIH

¢.5657G>T

D-RISS6L

16:1268439 C/A

rs58667649

102

PB

CACNAIH

¢.5822C>T

p.PI94IL

16:1268604 G/A

rs59935412

98

PP

Caso 10

SCNIA

c.2836C>T

p.R946C

2:166894396 G/A

rs121918775

180

PP

PP

GRIN2A

c.2899G>C

p.V967L

16:9858502 C/G

rs61731465

32

PB

Caso 11

GRIN2A

c.4330G>A

p.VI14441

16:9857071C/T

rs150574045

29

PP

PP

Caso 12

ADGRVI

¢.5830G>A

p.DI944N

5:89979568 C/T

rs41302834

23

PB

PP

KCNTI

c.1984G>A

p.V662M

9:138662917 C/T

rs757867931

21

PP

Caso 13

SCN3A

¢.3250G>A

p. V10841

2:165984284 C/T

rs140990288

29

PB

SCNIA

c4915C>T

p.R1639C

2:166848870 G/A

180

PP

PP

ADGRVI

c.6443C>T

p.A2148V

5:89981765 G/A

rs375921325

64

PB

PP

ADGRVI

c.10607G>A

p.R3536H

5:90040920 C/T

rs144618536

29

PB

Caso 14

SCN3A

c.3250G>A

p. V10841

2:165984284 C/T

rs140990288

29

PB
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SCNIA 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 SCNIA c.301C>T p-RIOIW 2:166915162 G/A rs121917965 101 PP P P P P PP P P P P P P P
GABRD c.1202C>T p-T40IM 1:1961564 G/A rs116604393 81 PP B B B B PP P P B B P B B

Caso 16
SCNIA 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
CACNAIH ¢.826C>G p-R276G 16:1250278 G/C - 125 | PB B B B B PP B P B P P B B
Caso 17 KCNQ2 ¢.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
CACNAIH c.3331G>A p.GI111IR 16:1258189 C/T - 125 | PB B B P B P P P B B P B B

Caso 19
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 nucleotideo tnico (Single-Nucleotide Variant); ID: identificacdo da amostra; SNP: Polimorfismo de nucleotideo tnico (Single Nucleotide Polymorphism); B: Benigna; PB: Provavelmente Benigna; PP: Provavelmente
Patogénica; P: Patogénica.



Caso 3 Caso 2 Caso 1 ID '
ARHGEFI5 ARHGEFI5 CACNAIE - Gene §
B
c.755A>C ¢.749G>C Cd38TASG - Alteraciio nucleotidica E\ §
s
p-H252P p-R250P p-N1463D - Alteraciio proteica © §
17: 8216393 T/G 17:8216387 C/G 1:181727140 T/C - Posicido Cromossomica %
rs1317255418 rs763801843 rs943418832 - Reference SNP °
0,068 0,039 0,000 - BR BipMed
0,000 0,000 0,000 - BR ABraOM
0,000 0,000 0,000 - ALL
0,000 0,000 0,000 - AA ESP6500si
0,000 0,000 0,000 - EA
0,000 0,010 0,000 - ALL
0,000 0,001 0,000 - AFR
0,000 0,046 0,000 - AJ
0,000 0,003 0,000 - EAS
0,000 0,009 0,000 - EUR (FIN) GnomAD
0,000 0,005 0,000 - EUR (NFE)
0,000 0,034 0,000 - LAT
0,000 0,003 0,000 - SAS
0,000 0,012 0,000 - OTH
0,000 0,000 0,000 - ALL
0,000 0,000 0,000 - ACB F
0,000 0,000 0,000 - ASW é
0,000 0,000 0,000 - ESN E
0,000 0,000 0,000 . GWD AFR hé-
0,000 0,000 0,000 - LWK ;D-
0,000 0,000 0,000 - MSL E
0,000 0,000 0,000 - YRI g’
0,000 0,000 0,000 : cLm F
0,000 0,000 0,000 - MXL é_
AMR &
0,000 0,000 0,000 - PEL g-
0,000 0,000 0,000 - PUR ?.i
0,000 0,000 0,000 - CDX
0,000 0,000 0,000 - CHB 1000 Genomes
0,000 0,000 0,000 - CHS EAS
0,000 0,000 0,000 - JPT
0,000 0,000 0,000 - KHV
0,000 0,000 0,000 - CEU
0,000 0,000 0,000 - FIN
0,000 0,000 0,000 - GBR EUR
0,000 0,000 0,000 - IBS
0,000 0,000 0,000 - TSI
0,000 0,000 0,000 - BEB
0,000 0,000 0,000 - GIH
0,000 0,000 0,000 - ITU SAS
0,000 0,000 0,000 - PJL
0,000 0,000 0,000 - STU
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Caso 5 Caso 4
ARHGEF15 EFHCI EFHCI1 ADGRVI CLCN2 CLCN2
c.749G>C c.662G>A ¢.229C>A c.13037C>T c.1886G>A c.1886G>A
p.R250P p.R221H p-P77T p.P4346L p.R6290 p-R6290

17:8216387 C/G

6:52317574 C/T

6:52288909 G/T

5: 90074869 G/A

3:184071129 C/T

3:184071129 C/T

rs763801843 rs79761183 rs149055334 rs74632023 rs115961753 rs115961753
0,039 0,006 0,006 0,002 0,000 0,000
0,000 0.002463 0.002463 0,000 0,000 0,000
0,000 0,008 0,008 0,007 0,002 0,002
0,000 0,024 0,024 0,022 0,005 0,005
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,010 0,003 0,003 0,003 0.0005501 0.0005501
0,001 0,025 0,026 0,026 0,006 0,006
0,046 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,009 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,005 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,034 0,002 0,002 0,002 0,000 0,000
0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,012 0,001 0,001 0,001 0,000 0,000
0,000 0,007 0,007 0,007 0,001 0,001
0,000 0,021 0,021 0,010 0,010 0,010
0,000 0,008 0,008 0,033 1,000 1,000
0,000 0,005 0,005 0,040 0,005 0,005
0,000 0,053 0,053 0,009 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 0,056 1,000 1,000
0,000 0,024 0,024 0,018 1,000 1,000
0,000 0,037 0,037 0,028 0,009 0,009
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 0,008 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,000 0,014 0,014 1,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

08



Caso 9 Caso 8 Caso 7 Caso 6
ADGRVI ADGRVI CACNAIA SCNIA HNRNPU ADGRVI
¢.3191A>C 132-310-14 ¢.3358G>A c.4961A>G c.62A>G c.16841C>T
p-E1064A p-D1051Y p.A1120T p.K1654R p.K2IR p.T56141
5:89943483 T/G 5:89943443 C/A 19:13397515 C/T 2:166848824 T/C 1:245027548 T/C 5:90136624 G/A
rs190922596 rs145556097 rs199745070 - rs755839601 rs149544995
0,004 0,004 0,000 0,000 0,000 0,004
0.002463 0.002463 0.001642 0,000 0,000 0.003284
0,002 0,002 0,001 0,000 0,000 0,000
0,001 0,001 0,003 0,000 0,000 0,000
0,003 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000
0,002 0,002 0,000 0,000 0,000 0,004
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
0,002 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000
0,003 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000
0,003 0,003 0,000 0,000 0,000 0,032
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,002 0,002 0,000 0,000 0,000 0,002
0,002 0,002 0,000 0,000 0,000 0,001
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,008
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
0,011 0,011 0,000 0,000 0,000 1,000
0,023 0,023 0,000 0,000 0,000 0,023
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,006
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
0,027 0,027 0,000 0,000 0,000 1,000
0,009 0,009 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000
1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 1,000

18



Caso 12 Caso 11 Caso 10

ADGRVI GRIN2A GRIN2A SCNIA CACNAIH CACNAIH
c.5830G>A c.4330G>A ¢.2899G>C c.2836C>T ¢.5822C>T c.5657G>T
p.DI1944N p.VI14441 p.V967L p.R946C p.P1941L p.RISS6L

5:89979568 C/T

16:9857071C/T

16:9858502 C/G

2:166894396 G/A

16:1268604 G/A

16:1268439 C/A

rs41302834 rs150574045 rs61731465 rs121918775 rs59935412 rs58667649
0.001938 0,000 0,004 0,000 0,000 0,000
0.005747 0,000 0.001642 0,000 0.006590 0.006568
0,005 0,000 0,006 0,000 0,004 0,042
0,001 0,000 0,004 0,000 0,013 0,012
0,007 0,000 0,008 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,006 0,000 0,002 0,002
0,001 0,000 0,002 0,000 0,020 0,021
0,000 0,000 0,005 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,008 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,004 0,000 0,001 0,001
0,000 0,000 0,008 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,007 0,000 0,001 0,001
0,002 0,000 0,003 0,000 0,008 0,008
0,005 1,000 1,000 0,000 0,036 0,036
1,000 1,000 1,000 0,000 0,025 0,025
1,000 1,000 1,000 0,000 0,035 0,035
1,000 0,004 1,000 0,000 0,044 0,044
1,000 1,000 1,000 0,000 0,030 0,030
1,000 1,000 1,000 0,000 0,018 0,018
1,000 1,000 1,000 0,000 0,019 0,019
1,000 1,000 0,005 0,000 1,000 1,000
1,000 1,000 0,008 0,000 1,000 1,000
0,006 1,000 1,000 0,000 1,000 1,000
1,000 1,000 1,000 0,000 0,005 0,005
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 1,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 1,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 1,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 1,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 1,000
0,015 1,000 0,005 0,000 1,000 1,000
1,000 1,000 0,010 0,000 1,000 1,000
1,000 1,000 0,011 0,000 1,000 1,000
0,009 1,000 0,014 0,000 1,000 0,001
0,014 1,000 0,009 0,000 0,005 0,005
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 1,000
0,005 1,000 0,005 0,000 1,000 1,000
1,000 1,000 0,005 0,000 0,010 0,010
0,005 1,000 1,000 0,000 1,000 1,000
1,000 1,000 1,000 0,000 0,005 0,005

8



Caso 14 Caso 13
SCN3A ADGRVI ADGRVI SCNIA SCN3A KCNTI
¢.3250G>A c.10607G>A c.6443C>T c.4915C>T ¢.3250G>A c.1984G>A
p.VIOs84l p.R3536H p.A2148V p-R1639C p.VI10841 p.V662M

2:165984284 C/T

5:90040920 C/'T

5:89981765 G/A

2:166848870 G/A

2:165984284 C/T

9:138662917 C/T

rs140990288 rs144618536 rs375921325 - rs140990288 rs757867931
0,008 0,006 0,002 0,000 0,008 0,000
0.003284 0,005 0,000 0,000 0.003284 0,000
0,006 0,004 0,000 0,000 0,006 0,000
0,002 0,010 0,001 0,000 0,002 0,000
0,008 0,001 0,000 0,000 0,008 0,000
0,005 0,001 0,000 0,000 0,005 0,000
0,001 0,011 0,001 0,000 0,001 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,002 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000
0,007 0,000 0,000 0,000 0,007 0,000
0,005 0,001 0,000 0,000 0,005 0,000
0,005 0,000 0,000 0,000 0,005 0,000
0,007 0,001 0,000 0,000 0,007 0,000
0,002 0,004 0,000 0,000 0,002 0,000
1,000 0,021 1,000 0,000 1,000 0,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 0,000
1,000 0,010 1,000 0,000 1,000 0,000
1,000 0,013 1,000 0,000 1,000 0,000
1,000 0,035 0,005 0,000 1,000 0,000
1,000 0,006 1,000 0,000 1,000 0,000
1,000 0,005 1,000 0,000 1,000 0,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 0,000
0,016 1,000 1,000 0,000 0,016 0,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 0,000
0,005 1,000 1,000 0,000 0,005 0,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 0,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 0,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 0,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 0,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 0,000
0,010 1,000 1,000 0,000 0,010 0,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 0,000
0,011 1,000 1,000 0,000 0,011 0,000
0,005 1,000 1,000 0,000 0,005 0,000
0,005 1,000 1,000 0,000 0,005 0,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 0,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 0,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 0,000
0,005 1,000 1,000 0,000 0,005 0,000
1,000 1,000 1,000 0,000 1,000 0,000

€8



Caso 16 Caso 15
SCNIA GABRD SCNIA ADGRVI ADGRVI SCNIA
c.1178G>A c.1202C>T c.301C>T c.10607G>A c.6443C>T c.4915C>T
p.R393H p.T40IM p-RIOIW p-R3536H p.A2148V p.R1639C

2:166903479 C/T

1:1961564 G/A

2:166915162 G/A

5:90040920 C/'T

5:89981765 G/A

2:166848870 G/A

rs121917927 rs116604393 rs121917965 rs144618536 rs375921325 -
0,000 0,002 0,000 0,006 0,002 0,000
0,000 0.004105 0,000 0.004926 0,000 0,000
0,000 0,007 0,000 0,004 0,000 0,000
0,000 0,019 0,000 0,010 0,001 0,000
0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000
0,000 0,002 0,000 0,001 0,000 0,000
0,000 0,020 0,000 0,011 0,001 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,001 0,000 0,001 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,001 0,000 0,001 0,000 0,000
0,000 0,009 0,000 0,004 0,000 0,000
0,000 0,031 0,000 0,021 1,000 0,000
0,000 0,033 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 0,010 0,000 0,010 1,000 0,000
0,000 0,049 0,000 0,013 1,000 0,000
0,000 0,015 0,000 0,035 0,005 0,000
0,000 0,047 0,000 0,006 1,000 0,000
0,000 0,028 0,000 0,005 1,000 0,000
0,000 0,005 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 0,006 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 0,005 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000

8



Caso 19 Caso 18 Caso 17
MECP2 CACNAIH SCN2A DEPDCS5 KCNQ2 CACNAIH ADGRVI
c.1175T>G ¢.3331G>A ¢.3457G>A ¢.2836G>A ¢.2264A>G ¢.826C>G 9007124
p.V392G p.(Glyll11Arg) p.E1153K p.A46T p.Y755C p.R276G p.S3203T
x:153296140 A/C 16:1258189 C/T 2:166221710 C/T 22:32241065 C/T 20:62038352 T/C | 16:1250278 G/C 5:90016024 A/'T
- 1559529743 15200138205 rs538998618 rs3746366 rs199664795 rs116480183
0,000 0,000 0,000 0,000 0,006 0,000 0,008
0,000 0.003295 0,000 0,000 0.000822 0,000 0,006
0,000 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,005
0,000 0,008 0,000 0,000 0,000 0,000 0,016
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,003 0,000 0,002
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,018
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,011 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,014 0,000 0,001
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,001
0,000 0,009 0,000 0,000 0,002 0,000 0,007
0,000 0,010 0,000 1,000 1,000 0,000 0,026
0,000 0,016 0,000 1,000 1,000 0,000 0,042
0,000 0,015 0,000 1,000 1,000 0,000 0,025
0,000 0,062 0,000 1,000 1,000 0,000 0,035
0,000 0,086 0,000 1,000 1,000 0,000 0,027
0,000 0,012 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000
0,000 0,023 0,000 1,000 1,000 0,000 0,018
0,000 1,000 0,000 1,000 0,005 0,000 0,037
0,000 1,000 0,000 1,000 0,008 0,000 1,000
0,000 1,000 0,000 0,012 0,012 0,000 1,000
0,000 0,005 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000
0,000 1,000 0,000 1,000 0,010 0,000 1,000
0,000 1,000 0,000 1,000 0,010 0,000 1,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000
0,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000

S8



Caso 2

ID

MTOR

Gene

¢.3315_3316insTATCGCAGCCACCTGC

GCAAGGTCCTGGTCGAGTACGTGAAC

GAAACGGCAAGCGAGTGGGGCGCGA
ACATCCTGGAA

Alteragdo

de nucleotideos

1:11272935-11272935

Posicdo Cromossomica

p.(Asnl106delinsTyrArgSerHisLeuArgLys
ValLeuValGluTyrValAsnGluThrAlaSerGly|

TenChedladcollol onCGlud el

Alteracio proteica prevista

«SupUIdS,, 3p SI0IeINY

0,000000 BR BipMed
0,000000 BR ABraOM
0,000000 ALL
0,000000 AA ESP6500si
0,000000 EA
0,000000 ALL
0,000000 AFR
0,000000 A)
0,000000 EAS
0,000000 EUR (FIN) GnomAD
0,000000 EUR (NFE)
0,000000 LAT
0,000000 SAS
0,000000 OTH
0,000000 ALL
0,000000 ACB
0,000000 ASW
0,000000 ESN
0,000000 GWD AFR
0,000000 LWK
0,000000 MSL
0,000000 YRI
0,000000 CLM
0,000000 MXL
AMR
0,000000 PEL
0,000000 PUR
0,000000 CDX
0,000000 CHB 1000 Genomes
0,000000 CHS EAS
0,000000 JPT
0,000000 KHV
0,000000 CEU
0,000000 FIN
0,000000 GBR EUR
0,000000 IBS
0,000000 TSI
0,000000 BEB
0,000000 GIH
0,000000 ITU SAS
0,000000 PJL
0,000000 STU

[euonendod epulynbay ap sope(q Ip sodueyg

‘€8

" Burouyds,, — jeuoroejndod ejougnbaiy ap sopeq ap sooueg "¢ adipuady
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STXBPI SCNIA SCN3A SLC2A1

c.530_531insCCACCACCTCGO _ 796_797insGTTCCAGAACA

GGAACGCATCATCCGGGGA %Jggg}zéiggzifggggégggg TCCCGCTCCACCCAGCTCT]

GAACTCAAGGAACGGGAACG|  ¢.2500_2501insATA CCoACeGaCGACCeaGGeaAGET CCCGCGTCCCCACAACGC

TATCCAGGAGCAGAAGGTCA ATCCGGCTGATCGATCGGA
ity CGCGTTCGGCACTGC py

9:130425584-130425584

2:166896021-166896021

2:166003539-166003539

1:43395334-43395334

a7 7 eSO ITS T TS LEUZAT

aGluArgllelleArgGlyGluLeuLys

GluAreGluArglleGInGluGlnLys p.(lle834delinsAsnlle) p-(Ala461_Val462delinsLeuTer) 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 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000000 0,000000 0,000000 0,000000

L8



Caso 10

Caso 8

Caso 3

CACNAIA

HCN?2

SCNIA

MTOR

MTOR

¢.3607_3609del

c.2143_2151del

¢.2500_2501insATA

¢.3314_3315insAGCCACCT)|
GCGCAAGGTCCTGGTCG
IAGTACGTGAACGAAACGG

CAAGCGAGTGGGGCGCG
AACATC

¢.3315_3316insTGGAA

19:13395968-13395970

19:615947-615955

2:166896021-166896021

1:11272936-11272936

1:11272935-11272935

.(Alal105delinsAlaAlaThrC)|

p-(1203_1203del) p(715_717del) p.(lle834delinsAsnlle) ysAlaArgSerTrpSerSerThrTe p-(Asnl106fs)
Ll
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000821 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,0024 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,0001 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,004 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,0143 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,0011 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,0012 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,0031 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
0,000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
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Caso 18

Caso 17

Caso 11

IRF2BPL

IRF2BPL

CACNAIH

¢.470_471insTGCCGCCGCC
GC

c.491_492insCGC

¢.6293_6307del

14:77493665-77493665

14:77493644-77493644

16:1270243-1270257

p.(Alal57delinsAlaAlaAlaAlaA

la) p.(Alal64delinsAlaAla) Pp-(2098_2103del)
0,000 0,0039 0,000
0,003289 0,004246 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,0007687 0,000
0,000 0,000664 0,000
0,000 0,00387 0,000
0,000 0,0002342 0,000
0,000 0,0004486 0,000
0,000 0,0006142 0,000
0,000 0,0006122 0,000
0,000 0,001131 0,000
0,000 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 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
0,000 0,000 0,000
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. Apéndice 4. “Scores”Geral ACMG.
Evidéncia de patogenicidade
g g g
Q o & e 23~ o= = Nimero
g & 5 S 2 2g 3 | 2 2
i g = £ 2 g = g = ,; ,g Critérios
Alteraciio Alteracio 3 e - = I3 3= 3
ID de Proteica Gene f . 5:_ Classificacdo Validagio
Nucleotideos Prevista bt
= 2| e
A - n © =) — S ] Sl T
7 — [30) I — < o = = s
wn N 78 -3 %2} = 5 5 4
E E A A E A~ E A - E E & g 2 T &
= = 2
Caso 1 c.1080T>C p.L360L KCNT2 Nao Nio Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nio Nao - - - - # -
aso
c.1513C>T p.L505L GRIN1 Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Sim Nio Nio - - - - # -
¢.3315_3316ins
;éigg%é%ii p-(Asnl106delinsTyrA
GGTCCTGGTC rgSerHisLeuArgLysVa
[LeuValGluTyrValAsn - - - - - . . . .
GAGTACGTGA Nao - Nio Nio Nio Nao Nao* Nao** Nao*#* Sim - - 0 0 1 0 VUS -
ACG CGGC GluThrAlaSerGluTrp MTOR
GlyAlaAsnlleLeuGluA
AAGCGAGTG )
GGGCGCGAA sn)
CATCCTGGAA
c.796_797insGT
TCCAGAACAT
CCCGCTCCAC
CCAGCTCTCC . - - < - . S S . ) . Provavelmente .
CGCGTCCCCA p.(Pro266fs) SLC2A] Sim - Nio Nao Nao Nio | Nio Nao Nio Sim 1 0 1 0 patogénico Validar
CAACGCATCC
Caso2 | GGCTGATCGA
TCGGATTA
c.4387A5G p.N1463D CACNAIE | Nio | Nio | Nao | Sim | Nao | Nao | + Nao* | Nao*** | Sim | sim | Nio [ 0 | 0 | 3 | 0 Pr;:;;‘?ﬁfgte Validar
¢.1380_1381ins
CTGTGACATT
CGATAGCCAT
GTGCAGGCG
GCCGGCCGT | p.(Ala461_Val462deli . . - - - - - S S . ) . Provavelmente .
GCCACCGGC nsLeuTer) SCN3A Sim Nio Nao Nao Nio | Nao Nao Nio Sim 1 0 1 0 patogénico Validar
GAGGCGGGC
GAGGTCGCG
TTCGGCACTG
C
¢.2500_2501ins | p.(lleS834delinsAsnlile) SCNIA Nao Nio Nio - Nio Nio Niao* Nao** Nao*#+* Sim - - 0 0 1 0 VUS -
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ATA
c.7176C>T p.S23928 ADGRVI Nio Nio Nio Nao Nao Nio Nio Nao Nio Sim Nao Nao - - - - # -
¢.530_531insC
CACCACCTCG
CGGAACGCAT | p.(Alal77delinsAlaHis
CATCCGGGG | HisLeuAlaGluArgllell
AGAACTCAAG | eArgGlyGluLeuLysGlu STXBPI Nio Nio Nio - Nio Nio Nio* Nao#* Nao#e# Sim - - 0 0 1 0 vUs -
GAACGGGAA | ArgGluArglleGInGluG
CGTATCCAGG InLysValThrGlin)
AGCAGAAGGT
CACCCA
c.2703G>A p.L90IL GRIN2B Nao Nao Nao Nao Nao Nio Nio Nao Nio Sim Nio Nio - - - - # -
¢.3315_3316ins . - < < _— S S . Provavelmente Lo
TGGAA p-(Asnl106fs) MTOR Sim - Nio - Nao Nio | Nio Nao Nio Sim - - 1 0 1 0 patogénico Validar
¢.3314_3315ins
AGCCACCTGC
(G;(C?%gfgg’gg p-(Alal103delinsAlaAl Provavelmente
aThrCysAlaArgSerTrp MTOR Sim - Nio - Nao Nio | Nao* Nao** Nao#* Sim - - 1 0 1 0 . Validar
GTGAACGAAA SerSerThrTer) patogénico
CGGCAAGCG ermertirter
AGTGGGGCG
Caso 3 CGAACATC
c.1509T>C p.Y503Y KCNT2 Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Sim Nio Nio - - - - # -
€25 OZ—T2A5 Olins | (lie834delinsAsnile) SCNIA Nio | Nio | Nio . Nio | Nio | Nao* | Nao™ | Nao*** | Sim ; - olo|1]o vUS -
c.1296G>A p.T432T EEFIA2 Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Sim Nio Nio - - - - # -
c.749G>C p-R250P ARHGEF1I15 Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nao* Nao** Nao#*##* Sim - Nio 0 1 0 vUs -
c.755A>C p.H252P ARHGEFI5 Nio Nio Nao Nao Nao Nao | Nao* Nao** Nao#* Sim - Nao 0 0 1 0 VUS -
Caso 4 . 1886G>A p.R6290 CLCN2 Nio | Nio | Sim . Nio | Nao | Sim Nio™ | Nao*** | Sim ; Nio | 0 | 1| 2 | o | Provavelmente Validar
patogénico
c.414G>A p.T138T GABRD Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Sim Nio Nio 0 0 0 0 # -
c.960C>T p.S3208 SLC6AI Nio Nio Nio Nao Nao Nao Nao Nao Nio Sim Nio Nio 0 0 0 0 # -
.1886G>A p.R6290 CLCN2 Nio | Nio | Sim ; Nio | Nio | Sim | Nao™ | Nao™* | Sim ; Noo | 0 | 1 | 2 | o | Provavelmente Validar
patogénico
Caso 5 c.13037C>T p.P4346L ADGRVI Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nao* Nao** Nao#*##* Sim - Nio 0 0 1 0 VUs -
€.229C>A p.P77T EFHCI Nio | Nio | Sim ; Nio | Nio | Sim | Nao™ | Nao™* | Sim ; Noo | 0 | 1 | 2 | o | Provavelmente Validar
patogénico
.662G>A p.R221H EFHCI Nio | Nio | Sim - Nio | Nio | Sim | Nao*™ | Nio*** | Sim - Nio | 0 | 1 | 2 | o | Provavelmente |y
patogénico
c.749G>C p.R250P ARHGEF1I15 Nao Nio Nao Nao Nao Nio | Nao* Nao** Nao*#* Sim - Nio 0 0 0 VuUs -
c.5244C>A p.(Alal748Ala) MTOR Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Sim Nio Nio 0 0 0 0 # -
c.1209T>C p.S403S ATP6VIA Nio Nio Nio Nio Nio Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao - - - - # -
Caso 6 c.16841C>T p.T56141 ADGRVI Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nao* Nao** Nao#*##* Sim Nio Nio 0 0 1 0 vUs -
aso
¢.2235C>T p.S7458 KCNTI Nio Nio Nao Nao Nao Nio Nio Nao Nio Nio Nao Nao - - - - # -
¢.3189C>T pNI1063N CACNAIH Nio Nio Nio Nao Nao Nio Nio Nao Nio Nao Nao Nao - - - - # -
c.4965C>A p.V1655V CACNAIH Nio Nao Nao Nao Nao Nio Nio Nao Nio Nio Nao Nao - - - - # -
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c.2466C>T Pp.N822N KCNT2 Nio Nio Nao Nao Nao Nio Nio Nao Nio Nio Nio Nio - - - - # -
Caso 7 c.62A>G p.K2IR HNRNPU Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio - - - - vUs -
c.4961A>G p-K1654R SCNIA Nao Nao Nao Nio Nio Nao Nao Sim Nao*#* Sim Nao Nao 0 0 1 1 vus Validada
¢.5589G>A p.S1863S MTOR Nio Nio Nio Nao Nao Nio Nio Nao Nio Nao Nao Nao - - - - # -
c.3333A>C p.P1111P KCNT2 Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio - - - - # -
c.141C>T p.A47A HNRNPU Nio Nio Nio Nao Nao Nio Nio Nao Nio Nio Nio Nio - - - - # -
c.4281C>T p.VI427V SCN9A Nio Nio Nio Nao Nao Nio Nio Nao Nio Nio Nao Nao - - - - # -
Caso c.90G>A p.T30Y EFHCI Nao Nao Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nao Nio Nio - - - - # -
c.1584G>A p.E5S28E GRIN1 Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio - - - - # -
c.2307G>T p.S769S IRF2BPL Nio Nao Nao Nao Nao Nio Nio Nao Nio Nao Nao Nao - - - - # -
c.2143_2151del p(715_717del) HCN2 Nao - Nio - Nio Nio | Nao* Naio** Naio##+* Sim Nio Nao 0 0 1 0 VUS -
c.3358G>A p.Al1120T CACNAIA Nio Nio Nio Nao Nao Nio | Nao* Nao** Nao*#* Sim Nio Nio 0 0 1 0 vUs -
c.3151G>T p.D1051Y ADGRVI Nao Nao Nio Nio Nio Nao | Nao* Nao** Nao#*## Sim Nao Sim 0 0 1 0 VuUs -
c.3191A>C p.E1064A ADGRV2 Nao Nio Nao Nao Nao Nao | Nao* Nao** Nao*#* Sim Nao Nio 0 0 1 0 VuUs -
¢.5490C>T p.118301 SCNSA Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao - - - - # -
Caso c.5657G>T Pp-RI8S6L CACNAIH Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Sim Nio Nio 0 0 1 0 VvUsS -
¢.5822C>T p-PI1941L CACNAIH Nao Nio Nao Nao Nao Nio Nio Nao Nio Sim Nao Nao 0 0 1 1 VUS -
c.6255C>T Pp.A2085A CACNAIH Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio - - - # -
c.2836C>T p.R946C SCNIA Nao Nao Sim Sim Sim Nio Sim Nao** Nao#*## Sim Sim Sim 0 2 4 Patogénico Validada
¢.2899G>C p.V967L GRIN2A Nio Nao Nao Nao Nao Nio | Nao* Nao** Nao#* Sim Nao Nao 0 0 1 0 vVUsS -
Caso 10 c.753C>T p.F251F GNAO1 Nio Nio Nio Nao Nao Nio Nio Nao Nio Sim Nio Nio - - - - # -
¢.3607_3609del p.(1203_1203del) CACNAIA Nao - Nao - Nao Nao | Nao* Nao** Nao## Sim - Nao 0 0 1 0 VUS -
¢.252A>G p. V84V CLCN2 Nao Nao Nio Nao Nao Nio Nio Nao Nio Sim Nio Nio - - - - # -
Caso 1 ¢.6293_6307del P-(2098_2103del) CACNAIH Nao - Nao - Nao Nao Nao Nao** Nao## Sim Nio Nao 0 0 1 0 VUsS -
c.4330G>A p.V14441 GRIN2A Nao Nao Nao - Nao Nao Nao Nao** Nao#*## Sim Nao Nao 0 0 1 0 VuUs -
c.1332C>T p.R444R CDKL5 Nio Nio Nio Nao Nao Nio Nio Nao Nio Sim Nio Nao - - - - # -
c.5256G>A p.G752G SCN2A Nio Nio Nio Nao Nao Nao Nao Nao Nio Sim Nao Nao - - - - # -
c.5830G>A p-DI1944N ADGRVI Nio Nio Nio Nao Nao Nio | Nao* Nao** Nao#* Sim Nio Nio 0 0 1 0 VUS -
Caso 12 c.1984G>A p.V662M KCNTI Nao Nio Nao Nao Nao Nio | Nao* Nao** Nao### Sim Nao Nao 0 0 1 0 VUS -
c.1569C>T p.V523V GRIN2B Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Sim Nio Nio - - - - # -
c.1551C>T pI5171 GRIN2D Nio Nio Nio Nao Nao Nio Nio Nao Nio Sim Nio Nio - - - - # -
¢.3250G>A p.V10841 SCN3A Nio Nio Nio Nao Nao Nio | Nao* Nao** Nao*#* Sim Nio Nio 0 0 1 0 vUs -
c4915C>T p-R1639C SCNIA Nao Nao Nao Nio Nio Nao | Nao* Nao** Nao#*## Sim Sim Sim 0 0 2 1 VuUs Validada
Casol c.6443C>T p.A2148V ADGRVI Nao Nio Nao Nao Nao Nio | Nao* Nao** Nao*#* Sim Nao Nio 0 0 1 0 VuUs -
¢.10607G>A p-R3536H ADGRVI Nao Nao Nao Nao Nao Nio | Nao* Nao** Nao#*## Sim - Nao 0 0 1 0 VUS -
¢.3250G>A p.V10841 SCN3A Nao Nio Nao Nio Nao Nio | Nao* Nao** Nao*#* Sim - Nao 0 0 1 0 vuUs -
c.4915C>T p.R1639C SCNIA Nao Nio Nao Nao Nao Ndo | Nao* Nao** Nao### Sim Sim Sim 0 0 2 1 VuUs Validada
Caso 14 c.6443C>T p.A2148V ADGRVI Nao Nao Nao Nio Nio Nio | Nao* Nao** Nao### Sim - Nio 0 0 1 0 VuUs -
c.10607G>A p.R3536H ADGRVI Nao Nio Nao Nao Nao Nio | Nao* Nao** Nao#*## Sim - Nao 0 0 1 0 VUS -
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c.4476G>A p.G1492G CHD?2 Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Sim Nio Nio - - - - # -

C 15 c.301C>T p.RIOIW SCNIA Nao Nio Nio Nio Nio Nao Nao* Nao** Nao*#* Sim Nio Sim 0 0 1 1 VUS Validada

aso

c.510C>T p.RI70R IRF2BPL Nao Nao Nao Nio Nio Nao Nao Nio Nao Nao Nao Nio - - - - # -
c.1202C>T p.T40IM GABRD Nao Nao Nao Nao Nao Nio Nio Nao Nio Sim Nio Nio - - 1 0 vUs -

C 16 c.1178G>A p.R393H SCNIA Nio Nio Sim Sim Sim Nao Nao* Nao** Nao*** Sim Sim Nio 0 2 3 0 Patogénico Validada

aso
c.9607T>A p.S3203T ADGRVI Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Sim Nio Nio - - 1 - VUS -
c.726C>T p.G242G YWHAG Nio Nio Nio Nao Nao Nio Nio Nao Nio Nio Nao Nao - - - - # -
491 —g 32 insC | p(Alal 64‘1)61’”’41 aMla | jppopL | Nao | - Nao | Nao | Nao | Nao | Nao* | Nao™ | Nao*** | Sim - Noo | 0| 0| 1 ]0 vUs -
Caso 17 ¢.826C>G p-R276G CACNAIH Nao - Nao Nio Nao Nio | Nao* Nao** Nao### Sim - Nao 0 0 1 0 VUS -
c.2264A>G p.Y755C KCNQ2 Nio Nio Nio Nao Nao Nao | Nao* Nao Nao##* Sim Nio Nio 0 0 1 0 VUS -
c.2836G>A p.A946T DEPDC5 Nao Nio Nao Nao Nao Nao | Nao* Nao Nao### Sim Nao Nio 0 0 1 0 VUS -
€.3457G>A p.EI153K SCN2A Nio | Nio | Nio | Nio | Nio | Nio | Sim Nio** | Nao*** | Sm | Sim | sm | 0 | 0 | 3 | o | Provavelmente Validar
patogénico
Caso 18 ¢.2376C>T p.D792D KCNTI Nao Nio Nao Nao Nao Nio Nio Nao Nao Nio Nio Nao - - # -
¢.470_471insTG L
ccoeceeg | PAlald7delinsdladla | yppoppr | ngo |- | Nao | - | Nio | Nao | Nao* | Nao® | Naow | Sm | - | Nao | 0 | 0 | 1|0 vUs -
c AlaAlaAla)

c.1857G>A p.E619E KCNT2 Nao Nio Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nio Nio Nao - - - - # -
c.1338C>T p.S446S SPTANI Nio Nao Nao Nao Nao Nio Nio Nao Nio Nao Nao Nao - - - - # -
Caso 19 c.1968G>A p.V656V SPTAN1 Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nio - - - - # -
c.3331G>A p.GI11IR CACNAIH Nio Nio Nio Nio Nio Nio Nao* Nao** Nao#*##* Sim Nio Nio 0 0 1 0 vUs -
c.1175T>G p.V392G MECP2 Nio Nio Nao Nao Nao Nao | Nao* Nao** Nao#* Sim - Nao 0 0 1 0 vUsS -

VUS: Variantes de significado incerto (Variants Unknown Significance); #: alteracdes sindnimas. OBS: *Os genitores (pais) ndo testados; **A co-segregacido com a doenc¢a ndo foi investigada;

n é muito baixo.

kA frequéncia ndo foi calculada, pois nosso
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8.5. Apéndice 5. CMA Geral - Pipeline CMA-BRAINN*
Posicao Posicao Tamanho Tipo ClinGEN Genes registrados no Genes
ID Chr Inicial Final (Kb) CNV Sexo aDGV | DGV | DECIPHER CNV Classificacao OMIM de )
encefalopatias

2 185017179 | 185060167 429,89 Delecdo | Feminino Nao Nao Niao Niao Classe 3 - VOUS - -
Caso 1

3 46783238 46793364 101,27 Delecdo | Feminino Nao Nio Nao Nao Classe 3 - VOUS - -
Caso2 14 | 106547495 | 106564270 | 16776 | Delegio | Masculino | Ndo | Nio Nio Nio Classe 3 - VOUS - -
Caso 3 8 39225914 39225940 27 Ganho | Masculino Nao Nao Nao Nao Classe 3 - VOUS - -
Caso 4 1 248809358 | 248814080 4723 Delecdo | Masculino Nao Nao Niao Niao Classe 3 - VOUS - -

22 23547441 23574494 27054 Delecao | Masculino Nao Nao Nio Nio Classe 3 - VOUS - -

PAQRY(
3 142634800 | 142986037 351238 Ganho | Masculino | Nio Nio Nio Nio Classe 3 - VOUS | 614580),CHST2(603798), -
SLC9A9(608396)

7 61857934 61888128 30195 Dele¢do | Masculino Nio Nao Nao Nio Classe 3 - VOUS - -
Caso 5

13 64370796 64405310 34515 Delecdo | Masculino Nao Nio Nio Nao Classe 3 - VOUS - -

19 44906512 44938779 32268 Delecdo | Masculino Nao Nio Nao Nao Classe 3 - VOUS - -

22 23023185 23031338 8154 Delecao | Masculino Nio Nao Nio Nio Classe 3 - VOUS - -

3 646057 876958 230902 Ganho Feminino Nao Niao Nao Nao Classe 3 - VOUS - -

3 899528 1064031 164504 Ganho Feminino Nao Nao Nao Nao Classe 3 - VOUS - -
Caso 6

3 1146646 1389117 242472 Ganho Feminino Nao Nao Nao Nao Classe 3 - VOUS CNTN6(607220) -

20 53946833 53989654 42822 Delecdo | Feminino Nao Nao Nio Nio Classe 3 - VOUS - -

7 | 136901669 | 137264283 | 362615 | Delecio | Masculino | Sim | Sim Sim Sim Patogénica | 1M 6209%’)’)(”“ (6040 )
Caso 7

7 137268624 | 137307434 38811 Delecdo | Masculino Sim Sim Sim Sim Patogénica DGKI((604072) -




137315924

141753993

4438070

Delegao

Masculino

Sim

Sim

Sim

Sim

Patogénica

DGKI((604072),CREB3L
2(608834),AKR1DI1(6047
41), TRIM24(603406),SV
OPL(611700),ATP6VOA4
(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)

95

141795282

141802350

7069

Delecao

Masculino

Sim

Sim

Sim

Sim

Patogénica

MGAM(154360)

142047385

142257596

210212

Delegao

Masculino

Sim

Sim

Sim

Sim

Patogénica

142275699

142474641

198943

Delegdo

Masculino

Sim

Sim

Sim

Sim

Patogénica

PRSS1(276000)

142474939

142827953

353015

Delecao

Masculino

Sim

Sim

Sim

Sim

Patogénica

EPHB6(602757), TRPV6(
606680), TRPV5(606679),
KEL(613883)

142891710

143218845

327136

Delegdo

Masculino

Sim

Sim

Sim

Sim

Patogénica

TAS2R40(613964),GSTK

1(602321),CASP2(60063

9), TMEM139(616524),CL

CN1(118425),ZYX(60200

2),EPHAI(179610), TAS2

R60(613968)TAS2R41(61
3965)

143292111

143398030

138923

Delecao

Masculino

Sim

Sim

Sim

Sim

Patogénica

TCAF2(616252)

143398031

143431033

138923

Delecdo

Masculino

Sim

Sim

Sim

Sim

Patogénica

TCAF2(616252),0R2F1(
608497)

143568048

143873376

305329

Delegao

Masculino

Sim

Sim

Sim

Sim

Patogénica

TCAF2(616252)

144075507

144105929

30423

Delegao

Masculino

Sim

Sim

Sim

Sim

Patogénica

ARHGEF5(600888),NOB
0X(610934)

144106496

144112265

5770

Delecao

Masculino

Sim

Sim

Sim

Sim

Patogénica

NOBOX(610934)

144112435

146708552

2596118

Delecdo

Masculino

Sim

Sim

Sim

Sim

Patogénica

TPK1(606370),CNTNAP2
(604569)

Caso 8

149578711

149617439

38729

Delecdo

Masculino

Nio

Nao

Nio

Nio

Classe 3 - VOUS
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7 111213063 | 111260535 47473 Dele¢do | Masculino Nao Nao Nao Nao Classe 3 - VOUS - -
11 90731050 90795301 64252 Dele¢do | Masculino Nao Nao Nao Nao Classe 3 - VOUS - -
KIR2DL1(604936),KIR2
19 55268216 55348691 80476 Delecdo | Masculino | Nao Nio Nio Nio Classe 3 - VOUS | DL4(604945),KIR3DLI(6 -
04946), KIR2DS4(604955)

2 98698619 98702024 3406 Dele¢do | Masculino Nao Nao Nao Nao Classe 3 - VOUS - -
Caso? 2 98793300 98798672 5373 Deleg¢do | Masculino Nao Nao Nao Nao Classe 3 - VOUS VWA3B(614884) -

7 143292111 | 143398030 105920 Delecdo | Masculino | Nao Nao Nao Nao Classe 3 - VOUS TCAF2(616252) -
Caso 10 14 89178464 89476761 298298 Ganho Masculino Nao Nao Nao Nao Classe 3 - VOUS EML5(618119) -

20 16565162 16575000 9839 Deleg¢do | Masculino Nao Nao Nao Nao Classe 3 - VOUS TTC8(608132) -

6 81294330 81294910 581 Dele¢do | Feminino Nao Nao Nao Nao Classe 3 - VOUS - -
Caso 1 17 18317382 18358933 41552 Delecdo | Feminino Nio Nao Nio Nio Classe 3 - VOUS - -

3 96990786 97303661 312.876 Deleg¢do | Masculino Nao Nao Nao Nao Classe 3 - VOUS EPHA6(600066)
Caso 12 15 71990150 72018933 28784 Delecdo | Masculino Nao Nio Nao Nao Classe 3 - VOUS - -

5 115625217 | 115625245 29 Delecao | Feminino Nio Nao Nio Nio Classe 3 - VOUS - -
Caso 13 9 33143181 33261061 117881 Ganho Feminino Nao Nio Nao Nio Classe 3 - VOUS B4GALTI -

12 9731638 9734958 3321 Delecdo | Feminino Nao Nio Nao Nao Classe 3 - VOUS - -
Caso 14 5 115625217 | 115625245 29 Delecdo | Feminino Nio Nao Nio Nio Classe 3 - VOUS - -
Caso 15 Sem CNVs relevantes

1 30293452 30414051 120600 Dele¢do | Masculino Nao Nao Nao Nao Classe 3 - VOUS - -
Caso 16 4 217929 276983 59055 Delecdo | Masculino Niao Nao Niao Niao Classe 3 - VOUS - -
Caso 17 ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) Em andamgr]l\sz - Nido tem )
Caso 18 ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) Em andamle)rll\;Z - Néo tem )
Caso 19 18 69380200 69721872 341673 Delecdo | Masculino Nao Nio Nio Nio Classe 3 - VOUS - -

ID: identificagdo da amostra; Chr: cromossomo; Kb: Kilobase; CNV: variagio de nimero de copias (copy number variation); aDGV: Affymetrix® Database Genomic Variants; DGV: Database of Genomic Variants; DECIPHER:
of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources; ClinGen: Clinical Genome Resource; DNA: Deoxyribonucleic Acid.

DatabasE
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8.6. Apéndice 6. CMA Geral — Método ChAS*
Qde. Genes
Tipo de Tamanho
ID NC Chr Genes Genes OMIM Nomenclatura Classificacio de
CNV (Kb)
OMIM encefalopatias
arr[GRCh37]
1 Perda 1 374,863 1 FCGRICP (601503) Classe 3 - VOUS
1921.2(149061967_149436830)x1
1 Perda 8 347,284 2 FAM90A7P (613044), FAM90AI10P (613047) arr[GRCh37] 8p23.1(7400403_7747687)x1 Classe 3 - VOUS
arr[GRCh37]
3 Ganho 11 110,402 0 - Classe 3 - VOUS
11p11.12(49823454_49933856)x3
Caso 1 arr[GRCh37]
3 Ganho 14 542,327 1 KIAA0125 (616623) Classe 3 - VOUS
14q32.33(105988025_106530352)x3
arr[GRCh37]
3 Ganho 14 261,038 0 - Classe 3 - VOUS
14q32.33(106567087_106828125)x3
arr[GRCh37]
3 Ganho 22 353,211 2 GGTLC2 (612339), MIR650 (615379) Classe 3 - VOUS
22q11.22(22905392_23258603)x3
arr[GRCh37]
3 Ganho 6 322,07 1 TRIM27 (602165) Classe 3 - VOUS
6p22.1(28660217_28982287)x3
AHNAK (103390), EEFI1G (130593), TUTI
(610641), MTA2 (603947), ROM1 (180721),
B3GAT3 (606374), GANAB (104160), INTS5
(611349), UQCC3 (616097), UBXNI (616378),
Caso 2 BSCL2 (606158), GNG3 (608941), POLR2G
aso
(602013), TAF6L (602946), NXF1 (602647), STX5 arr[GRCh37]
3 Ganho 11 435.655 27 Classe 3 - VOUS BSCL2

(603189), SNHGI (603222), SNORD22 (603223),
SNORD31 (603230), SNORD30 (603229),
SNORD29 (603228), SNORD28 (603227),
SNORD27 (603226), SNORD26 (603225),

SNORD?25 (603224), SLC3A2 (158070), CHRM]1

(118510)

11q12.3(62270537_62706192)x3




Ganho

14

1026,07

POTEG (608916)

arr[GRCh37]
14q11.2(19273612_20299682)x3

Classe 3 - VOUS

98

Ganho

16

571.059

17

LMFI (611761), SOX8 (605923), SSTR5 (182455),
CIQTNFS8 (614147), CACNAIH (607904), TPSG1
(609341), TPSB2 (191081), TPSABI (191080),
TPSDI (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

patogénica

CACNAIH

Ganho

17

314.288

24

DLGA4 (602887), ACADVL (609575), DVL2
(602151), PHF23 (612910), GABARAP (605125),
CTDNEPI (610684), ELP5 (615019), CLDN7
(609131), SLC2A4 (138190), YBX2 (611447),
EIF5A (600187), GPS2 (601935), NEURLA
(615865), ACAPI (607763), KCTDI1 (609848),
TNK1 (608076), PLSCR3 (607611), NLGN2
(606479), SPEM1 (615116), TMEM102 (613936),
FGF11 (601514), CHRNBI (100710), ZBTB4
(612308), POLR2A (180660)

arr[GRCh37] 17p13.1(7091649_7405937)x3

Classe 3 - VOUS

Ganho

17

470.809

RPTOR (607130), CHMP6 (610901), BAIAP2
(605475), AATK (605276), MIR338 (614059),
CEPI31 (613479), SLC38A10 (616525)

arrf{GRCh37]
17925.3(78918442_79389251)x3

Classe 3 - VOUS

Ganho

17

444.036

22

HGS (604375), MRPLI2 (602375), SLC25A10
(606794), GCGR (138033), MCRIPI (616514),
P4HB (176790), ARHGDIA (601925), ALYREF
(604171), ANAPC11 (614534), NPB (607996),
PCYT?2 (602679), SIRT7 (606212), MAFG
(602020), PYCRI (179035), NOTUM (609847),
ASPSCRI (606236), STRA13 (615128), RAC3
(602050), DCXR (608347), RENG (602578), GPSI

arr[GRCh37]
17925.3(79642198_80086234)x3

(601934), FASN (600212)

Classe 3 - VOUS




Ganho

19

429.405

18

MRPLA (611823), ICAM1 (147840), ICAM4
(614088), ICAMS (601852), ZGLPI (611639),
FDXIL (614585), RAVERI (609950), ICAM3
(146631), TYK2 (176941), CDC37 (605065),
PDE4A (600126), KEAPI (606016), S1PRS
(605146), ATG4D (611340), CDKN2D (600927),
APIM2 (607309), SLC44A2 (606106), ILF3
(603182)

arr[GRCh37]
19p13.2(10355502_10784907)x3

Classe 3 - VOUS

99

Ganho

19

641.946

25

SHC?2 (605217), MADCAMI (102670), CDC34
(116948), GZMM (600311), BSG (109480), HCN2
(602781), POLRMT (601778), FGF22 (605831),
RNFI126 (615177), FSTL3 (605343), PALM
(608134), MISP (615289), PTBP1 (600693),
PLPPR3 (610391), AZUI (162815), PRTN3
(177020), ELANE (130130), CFD (134350),
MEDI6 (604062), KISSIR (604161), ARID3A
(603265), GRIN3B (606651), TMEM259 (611011),
CNN2 (602373), ABCA7 (605414)

arr[GRCh37] 19p13.3(416230_1058176)x3

Classe 3 - VOUS

HCN2

Ganho

19

657.362

21

ATPS8B3 (605866), REXO1 (609614), MIR1909
(615201), KLF16 (606139), ADAT3 (615302),
SCAMP4 (613764), CSNKI1G2 (602214), BTBD2
(608531), MKNK?2 (605069), AP3D1 (607246),
DOTIL (607375), SF3A2 (600796), AMH
(600957), JSRPI (608743), OAZ1 (601579),
LINGO3 (609792), LSM7 (607287), SPPL2B
(608239), TMPRSS9 (610477), TIMM13 (607383),
LMNB?2 (150341)

arr[GRCh37] 19p13.3(1791086_2448448)x3

Classe 3 - VOUS

LMNB?2

Ganho

19

334.349

11

PIPSKIC (606102), TIP3 (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




PIAS4 (605989)

100

SIRT6 (606211), EBI3 (605816), SHD (610481),
TMIGD?2 (614715), FSDI (609828), STAP2

Ganho 19 427578 13 (607881), SH3GLI (601768), CHAFIA (601246), arr[GRCh37] 19p13.3(4178399_4605977)x3 | Classe 3 - VOUS -
UBXNG6 (611946), PLIN4 (613247), PLINS
(613248), LRG1 (611289), SEMAG6B (608873)
arrf{fGRCh37]
Ganho X 325.442 3 ACOT9 (300862), SATI (313020), APOO (300753) Classe 3 - VOUS -
Xp22.11(23741885_24067327)x2
arr[GRCh37]
Ganho X 335.926 0 - Classe 3 - VOUS -
Xp11.21(56618545_56954471)x2
arr[GRCh37]
Ganho X 327.696 0 - Classe 3 - VOUS -
Xq21.1(78704703_79032399)x2
arr[GRCh37]
Ganho X 623.251 0 - Classe 3 - VOUS -
Xq21.31(88350096_88973347)x2
arrf{fGRCh37]
Ganho X 696.827 0 - Classe 3 - VOUS -
Xq21.31(89625482_90322309)x2
arrf{fGRCh37]
Ganho 10 151.904 0 - Classe 3 - VOUS -
10q11.21(45203116_45355020)x3
Caso 3
KANSLI (612452), LRRC37A (616555), arr[GRCh37]
Ganho 17 586.486 4 Classe 3 - VOUS KANSLI
LRRC37A2 (616556), NSF (601633) 17921.31(44165802_44752288)x3
arr[GRCh37]
Ganho 11 118.779 1 PLEKHA7 (612686) Classe 3 - VOUS KCNC1
11p15.1(16894828_17013607)x3
Caso 4
arr[GRCh37]
Ganho X 374.897 3 VCX (300229), PNPLA4 (300102), VCX2 (300532) Classe 3 - VOUS -
Xp22.31(7770459_8145356)x2
PCOLCE2 (607064), PAQR9 (614580), CHST2 arrfGRCh37]
Caso 5 Ganho 3 409.583 4 Classe 3 - VOUS SLC9A9
(603798), SLC9A9 (608396) 3q23q24(142576454_142986037)x3
Caso 6 Ganho 3 751.174 1 CNTNG6 (607220) arrffGRCh37] 3p26.3(627676_1378850)x3 Classe 3 - VOUS -
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PTN (162095), DGKI (604072), CREB3L2
(608834), AKRIDI (604741), TRIM24 (603406),
SVOPL (611700), ATP6VOA4 (605239), KIAA1549
(613344), ZC3HAVI (607312), UBN2 (613841),
LUC7L2 (613056), HIPK2 (606868), TBXASI
(274180), PARPI2 (612481), MKRN1 (607754),
NDUFB2 (603838), BRAF (164757), MRPS33
(611993), AGK (610345), WEE2 (614084), SSBP1
(600439), TAS2R3 (604868), TAS2R4 (604869),

TAS2RS5 (605062), CLEC5A (604987), TAS2R38 arr[GRCh37] Classe S -
Caso 7 Delecdo 7 9.806.884 50
(607751), MGAM (154360), PRSS1 (276000), 7q33q35(136901668_146708552)x1 Patogénica
EPHBG6 (602757), TRPV6 (606680), TRPVS
(606679), KEL (613883), PIP (176720), TAS2R40
(613964), GSTK1 (602321), TMEM139 (616524),
CASP2 (600639), CLCN1 (118425), ZYX (602002),
EPHAI (179610), TAS2R60 (613968), TAS2R41
(613965), TCAF2 (616252), TCAFI (616251),
OR2F1 (608497), CTAGE4 (608910), ARHGEF5
(600888), NOBOX (610934), TPK1 (606370),
CNTNAP2 (604569)
arr[GRCh37]
Delegdo 7 116.227 0 - Classe 3 - VOUS
7q35(143431033_143547260)x1
arrf{GRCh37]
Caso 8 Delegao 14 246.767 0 - Classe 3 - VOUS
14q11.2(22718410_22965177)x1
SPANXBI (300669), LDOCI (300402), SPANXA2 arr[GRCh37]
Ganho X 623.604 4 Classe 3 - VOUS
(300493), SPANXA1I (300305) Xq27.1q27.2(140060361_140683965)x2
arr[GRCh37]
Delegao 8 151.363 0 - Classe 3 - VOUS
8p11.22(39235590_39386953)x0
Caso 9
arr[GRCh37]
Delegdo 8 146.007 1 FAMS86B2 (616123) Classe 3 - VOUS

8p23.1(12232268_12378275)x1
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MEGF6 (604266), MIR551A (615148), TPRGIL

Ganho 1 184,094 arr[GRCh37] 1p36.32(3366492_3550586)x3 | Classe 3 - VOUS
(611460), WRAP73 (606040)
CD8A (186910), CD8B (186730), RGPD2 arrf{fGRCh37]
Ganho 2 347,224 Classe 3 - VOUS
(612705) 2p11.2(86913117_87260341)x3
arrf{fGRCh37]
Ganho 2 222,008 - Classe 3 - VOUS
2q21.2(132895240_133117248)x3
arrf{GRCh37]
Perda 7 328,415 TCAF2 (616252) Classe 3 - VOUS
7q35(143218845_143547260)x1
Caso 10
arrf{GRCh37]
Ganho 8 305,777 FAMS86B2 (616123) Classe 3 - VOUS
8p23.1(12264600_12570377)x3
arr[GRCh37]
Ganho 14 271,149 TTCS (608132) Classe 3 - VOUS
14931.3(89203780_89474929)x3
arr[GRCh37]
Ganho 14 335,888 KIAAO0I25 (616623) Classe 3 - VOUS
14q32.33(106194464_106530352)x4
arrf{fGRCh37]
Ganho 19 137,377 - Classe 3 - VOUS
19p12(21256800_21394177)x3
arr[GRCh37]
Ganho 2 268,444 - Classe 3 - VOUS
2pl1.1(91653349_91921793)x3
arr[ GRCh37]
Ganho 3 287,696 - Classe 3 - VOUS
3p12.3(75500751_75788447)x3
Caso 11
arr[GRCh37]
Ganho 12 264,574 FAMO90AI (613041) Classe 3 - VOUS
12p13.31(8343960_8608534)x3
arr[GRCh37]
Ganho 19 145,875 - Classe 3 - VOUS
19p12(21256875_21402750)x3
arr[GRCh37]
Ganho 2 437,524 - Classe 3 - VOUS
2pl1.1(91653349_92090873)x3
arr[ GRCh37]
Perda 3 319,895 EPHAG (600066) Classe 3 - VOUS
Caso 12 3q11.2(96983766_97303661 )x1
arr{ GRCh37]
Ganho 8 326,828 FAMS86B2 (616123) Classe 3 - VOUS
8p23.1(12239822_12566650)x3
Ganho 11 134,173 LSPI (153432), TNNT3 (600692), MRPL23 arr[ GRCh37] Classe 3 - VOUS
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(600789) 11p15.5(1866098_2000271)x3
arr[GRCh37]
Ganho 21 3621,987 1 BAGE (605167) Classe 3 - VOUS
21pll.1q11.2(11039259_14661246)x3
arrf[GRCh37]
Delecdo 4 101.506 1 GYPB (111740) Classe 3 - VOUS
4q31.21(144842091_144943597)x1
Caso 13
SPAGI11B (606560), FAM90A7P (613044),
Ganho 8 541,51 4 arr[GRCh37] 8p23.1(7297327_7838837)x3 Classe 3 - VOUS
FAMO90AIOP (613047), DEFB4A (602215)
arr[GRCh37]
Delecao 4 q31.21 67 GYPB (111740) Classe 3 - VOUS
4q31.21(144842091_144942934)x1
DEFBI03B (606611), SPAG11B (606560),
Ganho 8 p23.1 119 FAMO90A7P (613044), FAM90AIOP (613047), arr[GRCh37] 8p23.1(7267352_7798839)x3 Classe 3 - VOUS
Caso 14 DEFB4A (602215)
B4GALTI (137060), SPINK4 (613929), BAG1 arrf[GRCh37]
Ganho 9 p21.1 90 Classe 3 - VOUS
(601497) 9p21.1p13.3(33153526_33261061)x3
arr[GRCh37]
Delecéo 15 qll.l 340 NBEAPI (601889), POTEB (608912) Classe 3 - VOUS
15q11.1q11.2(20284053_22681064)x1
PSGIOP (176399), PSG1 (176390), PSG6
arr[GRCh37]
Caso 15 Ganho 19 300,34 6 (176395), PSG7 (176396), PSG11 (176401), PSG2 Classe 3 - VOUS
19q13.2q13.31(43280215_43580555)x3
(176391)
arr[GRCh37]
Delecao 2 1.687.123 0 - Classe 3 - VOUS
2p11.2p11.1(89966811_91653934)x1
DEFBI03B (606611), SPAG11B (606560),
Caso 16 Delecdo 8 651.552 5 FAM90A7P (613044), FAM90A10P (613047), arr[GRCh37] 8p23.1(7214598_7866150)x1 Classe 3 - VOUS
DEFB4A (602215)
arrffGRCh37]
Delegdo 8 142.238 1 FAMS86B2 (616123) Classe 3 - VOUS
8p23.1(12260914_12403152)x1
Caso 17

Caso 18
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arrfGRCh37]
3 Ganho 2 236,935 - Classe 3 - VOUS
2p11.1(91622002_91858937)x3
arr[GRCh37]
3 Ganho 8 555,746 FAMS86BI (616122), FAMS6B2 (616123) Classe 3 - VOUS
Caso 19 8p23.1(12000296_12556042)x3
arrf{fGRCh37]
1 Perda 14 111,332 - Classe 3 - VOUS
14q11.2(20310922_20422254)x1
arrf{GRCh37]
3 Ganho 15 562,094 - Classe 3 - VOUS
15q11.1(20016315_20578409)x3

ID: identificag¢@o da amostra; NC: nimero de copias; Chr: cromossomo; CNV: varia¢@o de nimero de copias (copy number variation); Kb: Kilobase; OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man; DNA: Acido desoxirribonucleico

(Deoxyribonucleic Acid).



8.7. Apéndice 7. Alteracdes Sindnimas.
Alteracgées Sinénimas
ID Gene Alteracao Nucleotidica Alteracao Proteica Posicao cromossomica - CRCh37 (hg19) SNP de Referéncia

Caso 1 KCNT2 ¢.1080T>C p.L360L 1:196395023 rs74382287
GRIN1 c.1513C>T p.L505L 9:140056421 rs139637382
Caso 2 ADGRVI ¢.7176C>T p.§23928 5:89989749 rs111033452
GRIN2B c.2703G>A p.L90IL 12:13717469 rs145005918

Caso 3 KCNT2 c.1509T>C p.Y503Y 1:196311253 rs145756671

Caso 4 - - - - -

GABRD c.414G>A p.T138T 1:1957121 rs77892827

Caso 3 SLC6AI ¢.960C>T p-S3208 3:11067927 rs35972647
Caso 6 MTOR c.5244C>A p.AI1748A 1:11194410 rs144768080
ATP6VIA c.1209T>C p.S403S 3:113514034 rs771311957
KCNTI ¢.2235C>T p.S7458 9:138664787 rs146810749

CACNAIH c.3189C>T p.NI0O63N 16:1258047 rs61394370

CACNAIH c.4965C>A p.VI655V 16:1265025 rs61382101

Caso 7 KCNT2 ¢.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 c4281C>T p.VI427V 2:167083161 rs188336294

EFHCI c.90G>A p.T30T 6:52288770 rs140429638

GRINI c.1584G>A p.E528E 9:140056492 rs116006955

IRF2BPL ¢.2307G>T p.S769S 14:77491829 rs145752129

SCNSA ¢.5490C>T p.118301 12:52200760 rs200546525

Casod CACNAIH c.6255C>T p-A2085A 16:1270205 rs59297244
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Caso 10 (331) GNAOI c.753C>T p.F251F 16:56385325 rs755484788
Caso 11 CLCN2 ¢.252A>G p. V84V 3:184076570 rs370723107
CDKLS5 c.1332C>T p.R444R x:18622376 rs150844616
Caso 12 SCN2A ¢.5256G>A p.G1752G 2:166245572 rs778057743
GRIN2B c.1569C>T p.V523V 12:13768133 rs148573953
GRIN2D c.1551C>T pI5171 19:48918259 rs76779682
Caso 13 - - - - -
Caso 14 CHD?2 c.4476G>A p.G1492G 15:93552437 rs1054091115
Caso 15 IRF2BPL c.510C>T p.RI70R 14:77493626 rs376239276
Caso 16 YWHAG c.726C>T p.G242G 5:75958912 rs73703133
Caso 17 - - - - -
Caso 18 KCNTI ¢.2376C>T p.D792D 9:138669210 rs149028586
Caso 19 KCNT2 c.1857G>A p.E619E 1:196303117 rs116401401
SPTANI c.1338C>T p.S446S 9:131343215 rs185614333
SPTANI c.1968G>A p.-Ve56V 16:131345517 rs968327265

D: identificagcdo da amostra; SNP: Polimorfismo de nucleotideo tnico (Single Nucleotide Polymorphism).
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9. ANEXOS

9.1. Anexo |. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

UNICAMP - CAMPUS ~ Ploboforma
CAMPINAS %nﬂ

CER LIS A0

BT G e —_—

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADDS DA EMENDA
Titulo da Pesquisa: BIORREP GBIT@RIU ESTUDDS DE GENETICA MOLECULAR EM DOEM CAS
NEUROPSIQUIATRICAS - FASE |I.
Pesquisador: Iscia Teresinha Lopes Cendes
Area Temifica: Genética Humana:

(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana gue ndo necessita de analise
éfica por parte da COMER;);

Versdo: 21

CAAE: 12112813.3.0000.5404

Instituigdo Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Praprio

DADOS DO PARECER

MNumero do Parecer: 3.203.311

Apresentagio do Projeto:
Salicitagio de emenda ao projeto original.

Jusfificativa da Emenda:

Divulgar “chamada™ para participantesivoluntarios no sub-projeto 1.

Objetivo da Pesquisa:

Inafterado.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Inalterado.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A emenda € destinada ao subprojeto 1 Epilepsias e Malformagdes do Desenvolvimento Cortical.
Pesquisadora solicita anuéncia para divulgar uma chamada em websites académicos, tais como FCM-
UMICAMP, UNICAMP, CEPID/BRAINM, BIPMed, FAPESF e oufros.

A chamada & um, convite bastante claro e simples para voluntarios adultos a participar da pequisa. S3o 4

paragrafos esclarecendo objetivo,criterios de inclusao, voluntariedade, procedimento, obrigatoriedade de
TCLE e contato com pequisador para maiores informagdes.

Endersfo;  Rua Tessalla Visira oe Camarmo, 126

Balrra:  Bardo Gerakdo CEP: 13.083-867
UF: 5P Municiplo: CAMPINAS
Telefone: {19}3521-8935 Fax:  {19)3521-7187 E-mall:  capficmunicamg.br

Pigrm 01 G804
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(U UNICAMP - CAMPUS ~ Plabaforma
<> CAMPINAS %ﬂﬂ

CERLIMICANMP
A T ey

Corfinuagio do Farecer: 303341

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
-carta emendati_CEP_01_03_20110.pdf 08/03/2018 : com justificativa e detalhamento da emenda.
- convite _pesquisa_crisesfebris. pdf 08/03/2019 - apresenta o conteldo da chamada,

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

O CEP —PRP — UNICAMP, de acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CHNS n® 486 de 2012
manifests-se pela aprovacdo da emenda proposta ao projeto de pesquisa.

Situacdo: Emenda aprovada.

Consideragbes Finais a critério do CEP:

- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesguisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo a0 seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desemvolver a pesguisa conforme defineada no protocolo aprovade. Se o pesquisador
considerar a descontinuacio do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds analise das
razdes da descontinuidade pele CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto & descontinuagio, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de agdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- 0 CEP deve serinformado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudn. E papel do pesguisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro} & enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Macional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagies ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovagao
do CEP para continuidade da pesquisa.

- Em caso de projetos do Grupo | ou |l apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envii-las também & mesma, junioc com o parecer aprovatorio do CEP, para serem
juntadas ao protocolo inicial.

- Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmenie seis meses apos a data desie
parecer de aprovagio e ao término do estudo.

Endersgo:  Fua Tessalia Vislira oe Camano, 126

Balrro:  Bardo Gerakio CEP> 13.083-887
UF: 5P Municipio: CAMPINAS
Telefona: (12)3521-8935 Fax  (193521-T1E7 E-mall: copfomunicamp. br

Prgeron (22 S 0
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Ol UNICAMP - CAMPUS Platoforma
=P CAMPINAS asil
e L T
ContinuacSo do Parecer: 3.203311
Justificativa de TCLE_UFSC.pdf 09/10/2018 |Iscia Teresinha Aceito
Auseéncia 13:09:25 |Lopes Cendes
Qutros regulamento_biomepositorio. pdf 13/08/2018 |Iscia Teresinha Aceito
15:40:58 |[Lopes Cendes
Folha de Rosto folhaDeRosto._pdf 21/02/2013 Aceito
11:21:13
Situag3o do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nio

CAMPINAS, 16 de Margo de 2019

Assinado por:
Maria Fernanda Ribeiro Bittar
(Coordenador{a))

Endersgo; Rua Tessalla Vielra de Camargo, 126
Balrro: Bardo Gerakio CEP: 13.083-387

UF: SP Municiplo: CAMPINAS

Telefone: (13)3521-5936 Fax: (19)3521-7187 E-mall: cep@fcm.unicamp.br

Pigire 04 2e 04
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9.2.Anexo Il. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE

AL

B R n I rl Versdol- aposto2018

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISA
(Menores de 18 anos ou legalmente incapaz)

Titule do projeto: Estudos de genética molecular em doencas neuropsiquiatricas — Fase I
Pesquisadora Respensavel: Profa. Dra. Iscia Lopes Cendes (tel: 19 3521 8241)

OBJETIVO DA PESQUISA:

O menor ou individue legalmente incapaz, a qual vocé representa legalmente, estd sendo convidado(a)
a participar de um projeto de pesquisa em neurociéncia e nenrotecnologia envelvendo pacientes e familias
de individuos com:

O Acidente Vascular Cerebral O Distonias 0 Grupo Controle

C Ataxias 0 Doengas mitocondmiais C Malformacdes corticais

O Crises Febris na Infincia 0 Doencas musculares O Paraparesias

O Coréias O Epilepsias C Parkinson

O Deménciaz 0 Esquizofremia O Transtomo afetivo bipolar

O objetive desse estudo é identificar alteracio genstica que causa doencgas e também estudar a populagio
normal para comparacio. Isso podera melhorar o diagndstico das doencas (3e a alteragio for encontrada) e podera
levar a um melhor tratamente no future. No entanto, nouite provavelmente, o tratamento do(a) participante
niio sera modificado com a participagio nesse estudo.

ESCTARECIMENTOS:

1} A concessio do material € livre e nio causard quaisquer prejuizos pessoais ou ao andamento do tratamento
o vartici

2) As informacdes pessoais do(a) participante serio mantidas em sigilo e privacidade. Sens dados serdo
codificados e coptografados por sistemas informatizados. Somente dados relevantes para as pesquisas serdo
utilizades, mantendo como pricridade o ancmmato dos(as) participantes. Toda informacio médica, mas nio
o5 resultados dos testes genéticos decomentes desse projeto de pesquisa, fardo parte do prontuano médico e
serdo submetidos aos regulamentos do HC- UNICAMP referentes ao sigilo da informacio médica.

3) Vocé, como responsivel legal do(a) participante, tera acesso gratuito. se assim desejar:

a) as informagdes sobre as finalidades do armazenamento, incluindo seu responsdvel, os niscos e beneficios
potenciais, as garantias de qualidade de conservagdo e integnidade do material biclégico, e as medidas
para garantir a privacidade e confidencialidade;

b) as mformagdes e resultados obfidos a partl.r do matenial biolégico utilizado, melusive, agquelas que
impliquem em riscos para doengas nio preveniveis ou riscos familiares;

¢} ao aconselhamento genético, quando aplicavel.

4) Vocé, como responsavel legal, podera retirar sen consentimento de uso da amostra do participante a
gualguer momento, sem prejuizoe ou pemllmcxu alpuma 3s partes envolvidas. Uma vez desautorizada, vocé,
como responsavel legal dofa) concedente, sera solicitado(a) a formalizar e assinar sua manifestacio por escrito,
cabendo ac biomepositorio o descarte ou devolugiio da amostra, se assim for solicitado. A pesquisadora
responsavel pode mterromper a participacio nesse estudo a qualquer momento que julgar apropriado.

5) Vocé, como responsavel legal, serd comunicado(a) se houver a necessidade de descarte do material
armazenado, o que podera ocoITer se a amostra ndo atender a criténios minimos de qualidade para pesquisa,
se hmnf&dlﬁcu]dad&smsummspam SEU AImazenamento (espago) ou se o biomepositénio dexar de existir.
Caso o matenial seja descartado, sera feito de acordo com as normas de biosseguranga legais.

6}0m@]ﬂuﬂm&&dﬂﬁmmbngﬂdﬂdﬂFMdﬂdﬂdﬂﬂ]muM&dﬂmdﬂHumﬁ]d&Clinicasda
UNICAMP (FCM-UNICAMP), sob cuidados dos(as) responsaveis pe]u biormepositonio, e serd utilizado para
uhtenpandedadmdepesqmﬂmmuﬁm,quepodeﬁusa divulgados em artigos eou congressos,

resguardando-se sempre o sigilo quanto a identidade dos participantes da pesquisa.

| Rubrica do(a) pesquisador(z) | Rubrica do(s) responsavel legal 1
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B R n I I'I Versiol- agosto/2013
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)] Este TCLE devem serelabumdo em duas vias, rubncado em todas as paginas e assmado pelo(a) responsavel
lega]epe.lo(a}pesqmsador(a}responsavel Uma via de&mﬁcarcomorspomm'e] legal e outra com o(a)
pesquisador(a).

8) Em caso de dividas sobre as amostras concedidas ac biomepositorio, o(a) responsavel pelo(a) partici
poderd entrar em contato com: Prof® D™ Iscia Lopes Cendes. telefones: (19) 3521-7754 ou (19) 3521- 8242

9) Em caso de demincias ou reclamacdes sobre sua participacdo e sobre questes éticas de estudo, ofa)
responsavel pelo(a) parhupantepodmeﬂarcontatu com a secretaria do Comité de Efica em Pesquisa
(CEP) da UNICAMP das 08:30 as 11:30 e das 13:00 as 17:00 na Funa Tessaha Viewra de Camargo, 126, CEP:
13083887, Campinas — SP; telefones: (19) 3521-8936 ou (19) 3521-7187; e-mail: gg@fw_

10) Os esclarecimentos para material biologicos acima também sdo aphicaveis quando houver concessio somente
de dados gendmicos (genoma, ex pajnelgemcoetc)Nﬁtemsud&scms:dmosﬂens“RISCOE
DESCONFORTO DOS PROCED]MENTOS DE COLET e “ACOMPANHAMENTO E
ASSISTENCIA™

COLETA DE MATERTATL:

O(3) pesquisador(s) fara perguntas sobre os antecedentes médicos e familiares do participante, que podera
ser convidado(a) a participar de exame fisico, neurolégico e/ou psiquidtrico para estabelecimento de seu estado
clinico. Poderdo ser solicitados e s como eletroencefalograma (EEG), eletromuografia (EMG) tomografia
compﬁadmdaeressoummamagmﬂcademmo Sera ainda convidado(a) a realizar coleta de material
biclégico, como especificado abaixo.

O(a) responsavel pelo(a) participante autoriza a coleta do seguinte material:

O Biopsia de pele (2 a 4 mm) O Raspado da mmcosa bucal / saliva
O Dados gendomicos O Sangue (20 a 30 ml)
O Fezes (5g ou um copo de coleta)

Caso seja necessario, poderdo fazer parte desta pesquisa informagdes clinicas disponiveis em prontusirios
meédicos, com isso vocé, responsavel pelo(a) participante:
O Autoriza o uso de dados climicos presentes no pronfuinio ou lando médico do(a) participante.
O Niio antoriza o uso de dados clinicos presentes no pronfuirio ou lando médico do(a) participante.

RISCO E DESCONFORTO DOS PROCEDIMENTOS DE COLETAS:

Bidpsia de pele: é uma pequena cimrgia, geralmente superficial. O procedimento € realizado por um
médico, com mstrumentos e materiais estéreis e ha nsco de infeccdo e dor local Eventualmente pode ser
necessaro o use de pontos para fechamento do local Nesse caso, sera necessano o uso de anestesia local e
premgaodemzdlcanmtuspuacoulmlaradoremﬂﬂmcao Se houver sinal de mnfeccio, antibioticos serdo
necessarios. Ha a necessidade de comparecer novamente ac ambulatorio para retirada dos pontos e havera
orientacdo para a realizagdio dos curatives e procedimentos de cuidado e higiene locais.

Fezes: sera feita em casa, seguindo as crientages que forem passadas pelo(a) pesquisador(a), ou sera feita
no ambulatorio. Nao ha desconforto ou msco associados, somente sera necessario cuidado ao transportar o
matenal, caso a coleta seja feita em casa, para evitar vazamentos, mau cheiro e contaminacdes.

Sangue: podem ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta. O desconforto serd minimo,
pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do braco que sera realizada por profissional treinado e
habilitado para realizar esse

Para raspado de mucosa bucal/saliva e dados gendmicos nio existem nscos ou desconfortos associados.

ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA.
Nio havera necessidade de acompanhamento médico especifico. No caso de alguma intercomréncia médica
of(a) responsavel pelo(a) participante deve procurar a pesquisadora responsavel para assisténcia_

| Rubrica do(a) pesquisador() | Rubrica do(a) responsivel legal
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Emcasodedmnsucomdnsdemparhmpagao ofa) participante tem direito a mdenizacio prevista a qualquer
cidadio pelo codigo civil. Se for paciente, sua participagio sera feita em comjunto com os retornos agendados
para consulta no HC-UNICAMP, porém, se for necessdrio uma visita fora dos retornos agendados para consulta,
poderemos ressarcir os gastos com transporte e alimentacio; essa prerrogativa também € vilida para voluntarios
pertencentes ao grupo controle, bastando para isso avisar a pesquisadora respensivel previamente.

O diagnostico pré- mucumofazpmdﬁsapaqmsa,museo(a}mspomamlpdo(n)pmm
desejar obter onentacio/aconselhamento genéfico, sera oferecido no ambulatorio de neurogenética do

HC/Unicamp, tel. (19) 3521-7754.

DISPONIBILIZACAO PUBLICA DOS DADOS GENOMICOS:

Com o avango das pesquisas na drea gendmica, € de grande importincia compartilhar em bancos de dados
publices os resultados de alguns testes moleculares. No compartilhamento dos dados gendmicos € sempre
assegurado que ndo havera qualquer referéncia aos identificadores das amostras, (exemplo de identificadores:
nome, filiagio, endereco, mimero de registro hospitalar), mas poderdo ser incluidas informac@es relevantes para
a interpretaciio dos dados gemdmicos no contexto das pesquisas. tals como: sexo, idade, pais e regido de
procedéncia, diagnostico e outras informagGes clinicas pertinentes. O{a) responsavel pelo participante:

O Autoriza que os resultados dos testes genomicos realizados no ambito deste projeto de pesquisa sejam
disponibilizades em bancos de dados piblicos que poderdo ser consultados por pesquisadores(as) da drea médica,
desde que esses dados nio sejam vinculados com identificadores da amostra (veja acima exemplos de
identificadores).

O Nio autoriza a disponibilizacio dos resultados dos testes genéticos realizados neste projeto de pesquisa.

Em caso de falecimento ou condigio incapacitante, os direitos sobre o matenal armazenado deverdo ser
concedidos a: (pedir para o(a) responsavel legal indicar
o nome de uma pessoa a ser contatada).

Diante destas mformacoes, ofa) responsavel pelo(a) participante declara consentimento livre para ceder o
material de ongem biologica para o Biormepositorio do BRAINN, assinando o presente termo:

Campinas, de de 20
Nome do(a) participante HC do(a) participante

Nome do(a) responsivel pelo(z) participante Assimatura do(a) responsavel pelo(a) participante
Nome da testerminha Assinatura da testermmha

RESPONSABITIDADE DO(A) PESQUISADOR(A):

O(a) pesquisador(a) explicou a (nome do(a) responsavel pelo(a) participante)
o objetivo do estudo, os procedimentos requenidos e os possivels nscos e vantagens que poderdo advir do estudo,
usando o melhor de sen conhecimento e se compromete a fomecer uma via desse termo de consentimento ao

Nome do(a) pesquisador(a) ou associado(a) Assinatura do(a) pesquisador(a) ou associado(a)
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9.3. Anexo lll — Protocolo de extracao com fenol-cloroformio

EXTRACAO DE DNA DE SANGUE PERIFERICO

METODO FENOL-CLOROFORMIO

Reagentes e materiais para extracao — 1a fase.

a
b

) Descarte com hipoclorito, agua e detergente
)
c) Tubos falcon identificados
)

)

Pipetas pasteur

d) Tampao RSB 1x

e) Nonidet (detergente que lisa as células)

f) SDS (lisa os nucleos, quebra a porcéao lipidica da membrana)
g) Proteinase K (quebra porcéo proteica da membrana)

Reagentes e materiais para extracao — 2a fase.

a
b

) Pipetas Pasteur
)

c) Fenol (purificacéo - precipita as proteinas)
)
)

Tubos Falcon

d
e

Cloroférmio alcool isoamilico (purificagao)
Etanol 100% gelado (precipitacdo do DNA, conversa a estrutura do DNA)

Extracao de DNA - 12 fase (aproximadamente 1 hora).

A w0 N~

Coletar 12mL de sangue em 2 tubos com EDTA (tampa roxa de 6mL cada)
Centrifugar o sangue por 10 minutos a 2500rpm e descartar o plasma
Transferir os leucdcitos (glébulos brancos) para tubo falcon com pipeta pasteur
Adicionar tampao RSD 1x com pipeta pasteur até completar o volume final de
11mL no tubo.

Adicionar 60uL de nonidet p40 (6 gotas), homogeneizar por 10 minutos até ficar
transllcido e cor cereja contra a luz

Centrifugar por 10 minutos a 2500rpm e desprezar o sobrenadante, virando o
tubo no descarte de sangue

7. Ressuspender o pellet em 500uL de tampéao RSB 1x

8. Lisar os nucleos 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).

Extracao de DNA - 22 fase (aproximadamente 11/2 - 2 horas)

1.

© © N o

Adicionar 3mL de fenol saturado (pipeta de plastico), misturar, invertendo
gentilmente o tubo, e homogeneizar por 10 minutos. Centrifugar 10 minutos a
2500rpm.

Transferir a por¢céo superior do tubo (transparente) com uma pipeta pasteur para
outro tubo falcon. Tomar cuidado para nao agitar a porcao inferior que sera
descartada).

Adicionar 1,5mL de fenol e 1,5mL de cloroformio (com pipeta de vidro). Misturar a
solugéo e homogeneizar por 10 minutos. Centrifugar por 10 minutos a 2500rpm.
Remover a porgao inferior do tubo e descartar.

Adicionar 3mL de cloroférmio. Misturar a solu¢cao e homogeneizar por 10
minutos. Centrifugar por 10 minutos a 2500rpm. Remover completamente a
porcao inferior do tubo e descartar.

Adicionar 6mL de etanol 100% gelado e misturar levemente, até observar o
aparecimento do precipitado de DNA.

Levar o frasco para geladeira overnight.

Pescar o DNA e ressuspender em 200uL de H20

Deixar entrar em solugéo a temperatura ambiente overnight.

Guardar a amostra na caixa de estoque.



9.4. Anexo IV Protocolo utilizado para analise de CMA.

Protocolo SNP Array 6.0 — Affymetrix

Preparacao

OBS.

Diluir as amostras a 50ng/uL. em 25ul. com tampdo TE com EDTA reduzido
Quantificar as amostras para verificar dilui¢do
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 ja deixar com a tampa pré-aquecida antes de iniciar os
experimentos
Manter as placas sempre em gelo no cooling chamber

DIGESTAO

Adicionar SuLL de amostra por pocinho
C+ = 5uL de Reference Genomic DNA (kit)
C- = 5ulL de H20 RNAse Free

A etapa de digestdo ocorre com 2 enzimas de restricdo: Nsp e Sty, que devem ocorrer
separadamente (pegar as enzimas somente na hora, ndo vortexar, dar spin)

Fazer 2 mix de digestao: um para a enzima Nsp e outro para a enzima Sty

Tabela 5 - Digestdao com enzima Nspl, valores em uLL

Reagentes 1 amostra 24 amostras 48 amostras
15%) 15%)
H,O RNAse 11,55 318.,8 637,6
Free
Nsp Buffer 2 55,2 110,4
BSA 0,2 5,5 11
Nspl 1 27,6 55,2

Tabela 6 - Digestao com enzima Styl, valores em uL.

Reagentes 1 amostra 24 amostras 48 amostras
(15%) (15%)
H,O RNAse 11,55 318,8 637,6
Free

Sty Buffer 2 55,2 110,4
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BSA 0,2 5.5 11
Styl 1 27,6 55,2

e Aliquotar 33,5ulL (24 amostras) ou 67 uL (48 amostras) de mix em um strip de 12 tubos
e Usando a multicanal, distribuir 14,75ulL 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
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Nsp Nsp | Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp | Nsp Nsp | Nsp Nsp

Nsp Nsp  Nsp Nsp  Nsp Nsp Nsp  Nsp Nsp Nsp C+ C-

Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty

Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty C+ C-

T Q@ @ m g aQ w >

Pode cortar a placa, caso prefira.

e Selar muito bem a placa, para que ndo ocorra contaminagdo entre as amostras
e Vortexar a placa (3x de 2 segundos em cada parte ou 30s no vortex de placa)
e Dar um spin de 30s

e Pré-aquecer a tampa do termociclador antes de colocar a placa = Iniciar programa escolhido >

esperar chegar a ~100°C (dependendo do termociclador) > pausar > abrir > colocar a placa
fechar > continuar programa (Play ou Resume)
e Programas:
o Eppendorf — Simoni > cytoscan > digest
o Veriti - Cytoscandigest

Temperatura Tempo
37°C 120min
65°C 20min
4°C Hold

e LIGACAO

e Fazer 2 mix de ligacdo: um para a enzima Nsp e outro para a enzima Sty (Obs. Vortexar o
Ligase Buffer até ressuspender os precipitados)

Tabela 8 - Mix de reagdo para Ligacdo com Nspl, valores em uL

>
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Reagentes 1 amostra 24 amostras 48 amostras
(25%) (25%)
10x T4 Buffer 2,5 75 150
Nsp Adaptor 0,75 22,5 45
T4 Ligase 2 60 120

Tabela 9 - Mix de reacd@o para Ligacdo com Styl, valores em uLL

Reagentes 1 amostra 24 amostras 48 amostras
(25%) (25%)
10x T4 Buffer 2,5 75 150
Sty Adaptor 0,75 22,5 45
T4 Ligase 2 60 120

e Aliquotar 12,5ulL (24 amostras) ou 25ul. (48 amostras) de mix em um strip de 12 tubos
e Usando a multicanal, distribuir 5,25ul. de mix por amostra digerida
e Selar a placa, vortexar e dar spin de 30s
e Pré-aquecer o termociclador antes de colocar a placa
e Programas:
o Eppendorf — Simoni > cytoscan > ligate
o Veriti - Cytoscanligate

Temperatura Tempo
16°C 180 min
70°C 20 min

4°C Hold

>> Ponto de parada da reacdo: armazenar a -20°C
e PCR
Os PCRs sao feitos em quadruplicata para a enzima Nsp e em triplicata para a enzima Sty

e Usando a multicanal, adicionar 75ul. de H,O RNAse Free em cada amostra pds-ligacéo
o Dar um vortex (ou up and down) e spin
e Transferir 10uL das amostras ligadas com Nsp para nova placa de PCR >> 4x

Tabela 10 - Esquema de placa para PCR com enzima Nspl, utilizando 24 amostras. Amostras em
quadruplicata.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp | Nsp Nsp  Nsp Nsp
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp | Nsp Nsp C+ C-
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Nsp Nsp | Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp | Nsp Nsp | Nsp Nsp
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Nsp Nsp  Nsp Nsp  Nsp Nsp Nsp  Nsp Nsp Nsp C+ C-
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Nsp Nsp  Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp | Nsp Nsp C+ C-
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Nsp Nsp | Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp | Nsp Nsp | Nsp Nsp
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp Nsp | Nsp Nsp C+ C-
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Transferir 10ulL das amostras ligadas com Sty para nova placa de PCR >> 3x

Tabela 11 - Esquema de placa para PCR com enzima Styl, utilizando 24 amostras.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty C+ C-
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty C+ C-
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty
01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty Sty C+ C-
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Se for correr as duas reagdes ao mesmo tempo, pode-se fazer o mix de reacdo junto. Caso

contrdrio, fazer 2 mixes separados

Kit de reagentes TITANIUM >> freezer 6. Primer 002 vem junto com o kit
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1 24 amostras (15 %) 48 amostras (15 %)
Reagentes
amostra Nsp Sty Nsp Sty
HORNAse 595 4361 32705 8722 6541
Free
Titanium Taq 10 1104 828 2208 1656
Buffer
GC-Melt 20 2208 1656 4416 3312
dNTPs 14 1545,5 1159 3091 2318
Primer 002 4,5 497 372,5 994 745
Taq
2 221 165,5 442 331
Polymerase

e Despejar o mix no reservatdrio para reagentes
e Usando a multicanal, adicionar 90uL. do mix por amostra
e Selar a placa, vortexar e dar spin de 30s
e Pré-aquecer o termociclador antes de colocar a placa
e Programas:
o Eppendorf — Simoni > cytoscan > PCR
o Veriti — CytoscanPCR

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 3 min -
94°C 30s
60°C 45 s 30
68°C 15s
68°C 7 min -
4°C Hold

>> Ponto de parada da rea¢do: armazenar a -20°C
3.1) Verificacdo do PCR

e Correr dois géis de agarose 2% para verificar se as amostras foram corretamente
amplificadas e se ndo h4 contaminacio
e Correr gel por amostragem. Cuidado para ndo correr 2x a mesma amostra. E
importante correr mais de um (ou todos) os C-, para verificar se ndo hi contaminacio
Tabela 12 - Sugestao de selecao das amostras do PCR para correr em gel. IMPORTANTE correr os
C+eC-.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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NspO1

Nsp02

Nsp03

Nsp04

Nsp05

Nsp06

Nsp07

Nsp08

Nsp09

Nspl0

Nspll

Nspl3

Nspl4

Nspl5

Nspl6

Nspl7

Nspl8

Nspl19

Nsp20

Nsp21

Nsp22

C+

NspO1

Nsp02

Nsp03

Nsp04

Nsp05

Nsp06

Nsp07

Nsp08

Nsp09

Nspl0

Nspll

Nspl3

Nspl4

Nspl5

Nspl6

Nspl7

Nspl8

Nsp19

Nsp20

Nsp21

Nsp22

C+

NspO1

Nsp02

Nsp03

Nsp04

Nsp05

Nsp06

Nsp07

Nsp08

Nsp09

Nspl0

Nspll

Nspl3

Nspl4

Nspl5

Nspl6

Nspl7

Nspl8

Nspl19

Nsp20

Nsp21

Nsp22

C+

NspO1

Nsp02

Nsp03

Nsp04

Nsp05

Nsp06

Nsp07

NspO08

Nsp09

Nspl0

Nspll

Nspl3

Nspl4

Nspl5

Nspl6

Nspl7

Nspl8

Nspl19

Nsp20

Nsp21

Nsp22

C+

e Seguir o mesmo principio para o gel do produto do PCR com Sty.

e (Quantidades:
Gel de agarose 2%

O

3uL de azul de bromofenol

o
o 3ulL de amostra
o 2uL de ladder 1kb

e Os géis devem apresentar um smir (rastro) entre 1100pb e 200pb.

Antes de comecar:
- Retirar as beads da geladeira
- Nomear os tubos
- Preparar etanol 75% (para 24 amostras = ~40mlL)

Colocar na rack magnética
Retirar o sobrenadante

e PURIFICACAO POR BEADS

Centrifugar por 3 min a 16100rcf

Incubar em temperatura ambiente por 10 min

Adicionar 1,5mL de etanol 75% fresco

Juntar todas as aliquotas (7x) da mesma amostra em um tubo 2mL
Adicionar ImL de BEAD AMPure XP em cada tubo
Inverter a rack magnética 10x

-2000

-1000
-750
-500

-300

-100
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e Vortexar as amostras por 2 min a 75% da velocidade maxima
o Utilizar o vortex adaptado da citogenética

e Centrifugar por 3 min a 16100rcf

e (Colocar na rack magnética

e Retirar o sobrenadante sem mexer nas beads

e Dar um spin por 30s a 16100rcf

e Colocar na rack magnética

e Retirar o restante de etanol 75%

e Deixar o tubo secar aberto em temperatura ambiente por ~15min para secar o halo
o Nao pode craquelar muito

e Colocar 55uL de EB Buffer (kit)

e Tentar eluir o pellet antes de colocar no vortex para aumentar a eficiéncia de reacdo

e Vortexar por 10 min a 75% da velocidade maxima

e Centrifugar por 5 min a 16100rcf

e Colocar os tubos na rack magnética e deixar por 5 min sem mexer

e Transferir 45ul de amostra para nova placa

4.1) Quantificacdo

Diluir as amostras 1:10 para poder quantificar pelo epoch >>
2ul amostraem 18ul de H20

e ParAmetros: [l = 450- 700 ng/ulL
260/280 => 1,8
320 =< 0,1
e FRAGMENTACAO
REACAO TODA NO GELO!!!

Descongelar os reagentes no gelo.

Deixar os regentes, tubo do mix, placa, strip no gelo por pelo menos 10 min antes de comecar a
reagdo

Deixar o termocilador a 37°C (aquecer a tampa e pausar) por, no minimo, 10 min antes de
colocar a reagdo.

Ligar a centrifuga a 4°C

e Aliquotar 12uLL (24 amostras) ou 28uL. (48 amostras) de 10x Fragmentation Buffer
em um strip de 12 tubos
e Usando a multicanal, adicionar 5ulL de Fragmentation Buffer em cada amostra
o Amostras devem ficar com 50uL no total

e Selar, dar um vortex e um spin na placa
e Fazer o mix de reacdo no gelo
o Assumindo que o Fragmentation Reagent estd a 2.5U/uL
Reagentes 24 amostras 48 amostras 24 amostras (novo)
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H20 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

e Aliquotar 12uL. (24 amostras) ou 28uL. (48 amostras) de mix em um strip de 12 tubos
e Usando a multicanal, distribuir Sul. de mix em cada amostra
e Selar a placa, vortexar e dar spin de 30s a 4°c por 2000 rpm
e Pré-aquecer o termociclador a 37°C antes de colocar a placa
e Programas:
o Eppendorf — Simoni > cytoscan > fragmentation
o Veriti - Cytoscanfrag

Temperatura Tempo
37°C 35 min
95°C 15 min
4°C Hold

>> Ponto de parada da reacdo: armazenar a -20°C
5.1) Verificacdo da Fragmentagdo

e Correr em gel 3% TODAS as amostras
e (Quantidades:
o Gel de agarose 3%
o 4uL de azul de bromofenol
o 1,5ulL de amostra
o 2uL de gene ruler ultra low range (freezer)

e Os géis devem apresentar um smir (rastro) menor que 180pb

GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder
0’GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder,

ready-to-use

bpng/05pg % bp

— 300 300 60

— 200 325 85
—150 350 70 [ o

— 100 375 75
B 200
-75 375 75 M o
50 1050 210 QM o,

— 35 35 715 . 75
— 25 %75 75
— 20 400 80 el — 50
— 15 475 95

— 10 600 120

5% Topi/ision™ LE GQ Agarose 8R0491)

0.5 pafane, 8 em length gel,
1XTBE, 5Viem, 1 h

10% polyacrylamide

0.5 palane, 20 m length o,
1XTBE, 8V/em, 3 h
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e MARCACAOQO

e Preparar o mix de reacdo:

24 amostras 48 amostras

Reagentes 1 amostra
g (15%) (15%)
5x TdT Buffer 14 386,4 772.,8
DNA Labeling ) 5522 1104
Reagent
30U/uL TdT Enzyme 3,5 96,6 193,2

e Aliquotar 44,5ul. (24 amostras) ou 89uL. (48 amostras) de mix em um strip de 12 tubos
e Usando a multicanal, distribuir 19,5ulL de mix por amostra
e Selar a placa, vortexar e dar spin de 30s
e Pré-aquecer o termociclador antes de colocar a placa
e Programas:
o Eppendorf — Simoni > cytoscan > label
o Veriti — Cytoscanlabel

Temperatura Tempo
37°C 4h
95°C 15 min

4°C Hold

Ponto de parada >> Aconselha-se a armazenar as amostras com tampdo de hibridagcdo para manté-
las mais estdveis. Se ndo for hibridar no mesmo dia, colocar o mix de hibridacdo por amostra e
armazenar a -20°C. Caso contrdrio, s6 seguir para a proxima etapa

OBS1.: Colocar a reagdo no termocilador somente das amostras que foram hibridar no chip naquele
dia

OBS2.: As hibridagcoes no chip devem ocorrer de 12 em 12, pois s6 temos 4 estacdes de lavagem.
Cortar as placas ANTES de colocar o mix de hibridacdo (volume muito alto e alto risco de
contaminag¢do)

OBS3.: Evitar descongelar muitas vezes o mix de hibridacdo + reagdo >> perda da estabilidade

e HIBRIDACAO
e Mix de hibridagao:
o Fazer o mix em tubo falcon

Reagentes 24 amostras 48 amostras
Hib Buffer Part 1 45375 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

e Despejar o mix no reservatdrio para reagentes
e Usando a multicanal, distribuir 190uL. de mix por amostra
o Fazer up and down com cuidado para ndo vazar amostra, pois o volume fica no limite
da placa
o Nao colocar a ponteira no fundo do pocinho da placa, para ndo vazar amostra
e Selar bem. Se for continuar, dar um spin e colocar no termocilador pré-aquecido. Se ndo,
colocar no freezer
o Se colocar no freezer, no dia seguinte colocar no termociclador antes de hibridar
e Programas:
o Eppendorf — Simoni > cytoscan > hibridization
o Veriti — Cytoscanhib

Temperatura Tempo
95°C 10 min
49°C Hold

e Ao final do ciclo no termociclador, sem tirar a placa do equipamento, fazer up and down nas
amostras para eluir bem
e 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 posi¢ao de 90° (vertical) e verificar se ficou uma bolha
movel dentro do chip, girando-o e dando umas batidinhas caso ndo esteja se movendo
o Vedar com adesivos de bolinhas

e Colocar os chips no forno de hibridagdo a 50°C, com rotagdo 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 Cddigo de barras do chip sempre para fora da barca
e Guardar a placa com as amostras restantes a -20°c.

e CADASTRO DE CHIPS

e Antes de lavar, € 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 serdo registrados, selecionar projeto e tipo de chip
(GenomeWide6.0)
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o Colocar o c6digo de barras para escanear >> preencher o nome/niimero/registro
pessoal do chip

o Ap6s registrar todos os chips >> Next. Dando a pagina de cadastro completo, pode
fechar a janela.

e LAVAGEM

Deixar em temperatura ambiente, 20-30 min antes de usar, o Holding Buffer e os tampdes 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 hibridacao, colocar as ponteiras amarelas nos septos de cima e
retirar cada amostra de dentro do chip, transferindo-a para a placa de reagdo no pogo
correspondente.
Adicionar ~250ul de Holding buffer nos chips, sem deixar bolhas
o Completar o chip com tampao até preencher tudo
o Colocar na posicao vertical, ndo ultrapassando o primeiro estidgio da pipeta
o Caso faca bolhas, retirar o tampao e colocd-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 aluminio e armazenar na geladeira até no maximo 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 Naestacdo colocar H20, Wash A e Wash B em seus respectivos lugares
Colocar 3 eppendorfs limpos em cada modulo e retirar os chips “p6”
Abaixar as alavancas e deixar rodar o programa

Na lavagem dos chips:

o Colocar os tampdes aliquotados (1, 2 e 3) na estacdo

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
Ap6s a lavagem, retirar o chip da estagdo e verificar a presenga de bolhas. Caso tiver, colocar
o chip novamente, colocar 1 ml de Holding Buffer no eppendorf 3 e fechar a alavanca. A
estacdo reconhece o processo como sinal de presenca de bolhas. Se continuar com bolhas,
repetir o processo. Caso ndo haja, colocar o selo adesivo, limpar bem a tela do chip (sem
deixar manchas e pelos) e por pra escanear
Ap6s a lavagem de 16 amostras ou mudanca de protocolo realizar um BLEACH.

e SCANNER
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Programa AGCC Scan Control

Colocar os chips limpos e vedados no escanner (a partir da marca vermelha para tras)
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 maquina entra em standy-by, ndo sendo necessario
desligd-la imediatamente



9.5. Anexo V Protocolo de analise e interpretacao de CMA

°' LABORATORIO DE CITOGENETICA HUMANA
DEPARTAMENTO DE GENETICA MEDICA -FCM - UNICAMP

zaw

GUIA PRATICO PARA INTERPRETACAO DE DESEQUILIBRIOS GENOMICOS
IDENTIFICADOS PELAS TECNICAS DE CHROMOSOMAL MICROARRAY
ANALYSIS (CMA4)

Tarsis Antonio Paiva Vieira
Protocolo adaptado a partir de revisdo da literatura (1 - 9)

Etapa 01: venificar os parimetros de qualidade no software de anilise da plataforma utilizada.
o Cytoscan Affymetrix: venficar os seguintes parimetros:

v SNPQC:215(=12%)

v mapd: <025

v wavines: = 0,12
* Se os demais parimetros forem adequados, arrays com SNPQC acima de 12 podem ser analisados.
Se apenas o SNPQC estiver abaxo de 12 (com demais parimetros bons) prossegwir a analise,
venficando apenas o grifico de Log2ratio. Nio analisar regides de LOH (etapa 06).
** Se apenas um dos dois parimetros (mapd ou wavines) nio for adequado, venficar o valor (se
limitrofe ou muito discrepante) e prosseguir a anilise considerando apenas as alterages > 300 Kb e
reportar no relatonio final uma observacio descrevendo os valores dos pardmetros obtidos na reacdo.
*** Se os dois pardmetros de qualidade (mapd e wavines) falharem_ ndo prosseguir com a analise.

Etapa 02: venificar a configuracdo de filtros das alteragdes que o programa ira mostrar:
* Selecionar o nimero minimo de 50 marcadores para duplicagdes e de 25 marcadores para
delegdes. Nio selecionar nenhum tamanho minimo (em Kb) de alterages®.
e Para alteragdes em mosaico, selecionar o nimero mimimo de 5.000 marcadores, tanto para
delegdes como para duplicagdes.
e Para perda de heterozigose (LOH) selecionar o mimero mimimo de 500 marcadores e tamanho
de 1.500 kb.
* CNVs raras menores que 20 kb nio devem ser relatadas, a ndo ser que incluam um gene ou parte de
um gene relevante para o fenotipo do mdividuo. Essas devem ser confirmadas por outro método.
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Etapa 03: venficar se ha alteragbes grandes (maiores que ~ 500 Eb) em regides de desequilibrios
gendmicos recorrentes (Sindromes de delegdes/ duplicagbes).

+ Se sim, venficar conforme etapa (4 e comparar os dados clinicos com os descritos na
literatura (DECIPHER. OMIM, GeneReviews ou artigos de revisdio). Além disso, verificar os
outros desequilibrios gendmicos encontrados. Para a inferpretacdo desses, seguir para as
proximas etapas.

Etapa 04: para cada desequilibnio gendmico encontrado, venficar:

* “Confiabilidade™ da alteracdo 1dentificada pelo programa, principalmente para as alteracdes
nmito pequenas. Para isso, verificar:
v Numero de marcadores dentro da regidio do desequulibnio (se a cobertura e distnbuicio
sd0 boas ou ndo);
v" Grificos de Log? Rafio e checar se “aparentemente” a alteracio “realmente”™ existe;
v" Se a alteragio € confirmada pelos oligonucleotideos de SNPs.

Observacio 01: nio descrever alteracies “nao confidveis” como patogénicas. Se a alteracio

for relevante (ex: inchur gene de doenga que possa explicar o fenotipo) indicar a confirmagio
desta, por outra técnica.

* Se a alteracdo ja foi descrita em controles internos (grupo controle brasileiro) e no aDGV.
Verificar se o tipe de alteracio do controle é o mesmo do paciente. Se sim, é uma
alteragio frequente ou rara? Considerar frequentes as alteragGes encontradas em pelo menos =
1% dos individuos nessas bases.

Alteracdes que também sio comuns nesses grupos controle sio classificadas como benignas

(Classe I).

Observacio 02: Deve-se levar em conta a sobreposico da regifio alterada com os controles. Se
nio houver 100% de sobreposicio, verificar se ha genes na regido sem sobreposicio. Se houver, a
alteracio ndo pode ser considerada como uma mesma alteracio.

Se a alteracio tiver frequéncia = 1% nos controles, seguir para a etapa 03.
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iar as coordenadas pesquisar no UCSC Genome

€ Dnem

Browser: https://genome nesc.edu/

+ Configurar 0 UCSC da seguinte maneira-
¥ Selecionar a versdo do genoma (Human assembly) adequada (de acordo com a versio
do chip utilizado);

¥ Selecionar os seguintes fracks:
= Base position: full
* Chrom Band: pack
= RefSeq genes: full
= OMIM genes: pack
* ClinGen CNVs: pack
= DECIPHER: pack
* DGV Structural Vanation: pack
= Segmental Duplications: pack
* SNP amrays (Affy CytoScan array) dense

* Venficar se a alteracdo ja foi descnita no DGV. Venficar a % de sobreposi¢io com as
alteragbes descritas no DGV, conforme observacio 01, abaixo. Se sim, é uma alteragio
frequente ou rara? Considerar raras as alteracdes encontradas em menos de dois mdividuos e
menos de dois estudos diferentes (critério estringente)”

Alteracies gque também sio comuns mo DGV (= 1%) sio classificadas como benignas

(Classe I).

Observacio 01: Deve-se levar em conta a sobreposigio da regidio alterada com os controles. Se
ndo houver 100% de sobreposicio, venificar se ha genes na regido sem sobreposigdo. Se houver, a
alteracdo ndo pode ser considerada como uma mesma alteraciio. Além disso, venficar qual a
plataforma utilizada nos casos descritos no DGV. As alteracbes descritas no DGV que foram
encontradas apenas em arrays de BAC nio podem ser consideradas.
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s  Venficar se a alteracdo ja foi descrifa em bases de dados climicos (DECIPHER. e ClmGen).
Se sim, venficar se no paciente da base de dados foram encontradas outras alteragbes e como
foram classificadas (se patogénicas ou ndo). Quando possivel, comparar o fendtipo. Comparar
preferencialmente com as alteragfes de tamanho 1gual ou menor.

= Venficar a presenca de genes OMIM dentro da remdo. Venficar se a alteracio mehn éxons.
Iniciar a investigacio pelos genes comprovadamente relacionades a doenca (marcados em
verde escurg). Cuando howver, verificar o padrio de heranga da doenca e o mecanismo
patogénico da mutagio (ganho ou perda de fungfo) para comelacionar com o fipo de alteragio
encontrada (duplicacio ou delecdo) e verificar se os sinais clinicos s3o compativeis.

= Apds essa analise as alteragbes devem ser classificadas em cinco diferentes classes. segimdo
as recomendagfes abaixe™:

¥ Classe I - Benignas: vanantes comuns encontradas em mais de 1% da populagio geral.

¥" Classe II — Provavelmente benignas: variantes raras. que nio possnem genes sua
extensio, ou ainda que compreendam apenas regifes mirdnicas. A CNV foi descnta em um
pequens mumero de casos (=1%) ou em wm inico estudo em bases de dados da populacio
geral (controles internos, aDGV e DGV) e ndo & uma CNV commm™.
*Atencio as CNV's com penetréncia incompleta’ de susceptibilidade que estfio presentes em
ambas as bases (fendotipo anormal e controles) (exemplo 15q11 BP1 BP2; 15q13. 16pll2,
etc). Essas s30 excecoes e devem ser descmitas como classe I ou IV, conforme comelacio
genotipo-fendtipo.

¥ Classe IIT — Variante de significado clinico incerto (VOUS): vanantes raras, que nio foram
encontradas em controles (intemo, aDGV e DGV) e que nio foram encontradas anteriormente
em outros pacientes com quadro clinico semelhante. Podem ser “de move™ ou herdadas.
Incluem éxons de genes sem fimgdo definida, nio relacionados a doengas ou nio sensivels a
dosagem e que nio tem significado clinico conhecido.

¥ Classe IV — Provavelmente patogénicas: vanantes raras, que nio foram encontradas
controles (interno. aDGV e DGV), com pontos de quebra que se sobrepde parcialmente aos
de oufros individoos com fendtipo anommal portadores do mesmo desequilibno, porém o
gene ou regido crifica ainda ndo foram idemtificados; vanantes descritas previamente em
gpemas um individoo com o fenofipo similar; varnantes guoe incluem éxons de genes
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comprovadamente relacionados a doencas e aos sinais climcos do individuo em avaliagdo, e
possuem padrdo de heranca compativel com o nimero de copias e consequéncias patogénicas
da mutagio — ganho ou perda de fungdo.

v Classe V — Patogénicas: variantes documentadas e bem estabelecidas na literatura, como as
sindromes de delecdo e duplicagio; descritas em dois ou mais casos registrados nos bancos de
dados de individuos com descrigies fenotipicas similares, comelacio evidente entre o
desequilibrio gendmico e o fenotipo do individuo em mvestigagio. Em geral, alteragdes
maiores que 3 a 3 Mb que incluem multiplos genes, mesmo que nio se enguadrem nos
critérios acima, sdo patogénicas.

Etapa 06: verificar se ha regides de homozigose grandes e (ou) em nmiltiplas regides do genoma:

* Comparar com os controles utilizando os mesmos parametros utilizados para CNVs. Liberar
no relatorio final (laudo) apenas LOHs maiores que 10 Mb encontradas em um tmnico
cromossomo, ou quando houver mais que 1% de regides de homozigose no genoma
autossomico, conforme calculo abamxo.

Célculo da porcentagem de regides de homozigose (ROH):
% homozigose no genoma autossdmico = soma dos segmentos com ROH nos autossomos

+ 3.020 Mb (genoma auntossdmico total) = 100.

* No relatono final quando uma tnica LOH maior que 10 Mb for encontrada, descrevé-la
conforme ISCN 2016. Quando forem encontradas multiplas LOHs, descrever a porcentagem
que foi encontrada no genoma autossomico e uma tabela com as regides e os pontos de nicio
e término das LOHs. Porém, ndo liberar como alteragies patogénicas. Essas ainda necessitam
ser mais bem imnvestigadas.

= As ROH ou LOH sio classificadas conforme recomendacdes abaixo. Ambas as classes sio
relatadas.

v" Classe I — Consangmnidade/ Identidade por descendéncia: que sdo multiplas regides
de homozigose, em geral maiores que 10 Mb. e que sdo encontradas em miltiplos
cromossomos (a soma ultrapassa 1% do genoma autossémico).

v Classe I — LOHs causadas provavelmente por dissomia uniparental total ou
segmentar: uma ou mais regides de homozigose, em geral malores que 10 Mb,
enconiradas em um Unico CTOMOSSOMO.
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Etapa 07: venificar se ha alteracdes em mosaico:

Se houver alguma alteracio em mosaico: verificar todos os parametros das etapas (4 e 03
deste protocolo.
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9.6.Anexo VI Protocolo de cariotipo de sangue periférico

1
0 Departamento de Genética Médica e Medicina Gendmica
uncamp Laboratorio de Citogenética Humana e Citogenomica

CULTURA DE SANGUE PERIFERICO

1. COLETA
Coletar de 2 a SmL de sangue através de puncio venosa em tubos de coleta a
vacuo contendo heparina sodica (tubos com tampa verde), apos assepsia local com
alcool 70%. Também pode ser utilizado tubo de coleta a vacuo contendo atrato de
sodio para a coleta.
*Utilizar tubos de boa qualidade, pois a qualidade da hepanna sodica interfere
diretamente na qualidade da cultura.

2. PREPARACAO DO MEIO DE CULTURA E SEMEADURA

Para a realizagio da cultura, utiizar todos os reagentes descntos acima em
temperatura ambiente, exceto a fitohemaglutinina que apos o descongelamento deve ser
deixada na geladeira até o uso.

Limpar o fluxo laminar com dlcool 70% e colocar todos os matenais necessanos
(conforme quantidade de amostras). Ligar o fluxo lammar e a luz UV do mesmo, por 20
munutos. Limpar todos os frascos de reagentes com alcool 70%, antes da abertura dos
Imesmos.

3. PREPARACAO DO MASTER MIX PARA SEMEADURA
De acordo com a quantidade necessana para as amostras que serdo preparadas,
preparar um master mix adicionando em um tubo para centnfuga tipo Falcon em
Polipropileno 50 mL esténl-
* 80% de meio de cultura RPMI-1640
= 20% de soro fetal bovino
= 150 pl de fitohemaglutinina (para cada tubo tipo Falcon 15 mL esténl)
* Ajustar o pH para 6.8 — 7.4 (preferencialmente 7.1) adicionando algumas gotas
(uma a uma) de HCI IM
* Distribuir 5 mL do master mix em cada tubo tipo Falcon 15 mL esténl e
adicionar de 0.5 ml a 1 ml de sangue total hepannizado em cada tubo
* Incubar os frascos de cultura a 37°C por 72 horas
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4. OBTENCAO DE CROMOSSOMOS METAFASICOS E
PROMETAFASICOS
Entre 1,5 a 2 horas antes do término das 72 horas, adicionar 50 pl solugdo de uso

CRA e deixar incubado a 37°C por 1 hora. Em segmida, adicionar 50 pl solugdo de uso
colchicina 4x10E-5M e deixar incubado a 37°C por 1 hora.

5. HIPOTONIA
Apos retirar os tubos de cultura da estufa, centnifugar a 1.700 rpm por 3 minutos
e retirar o sobrenadante, deixando 2 ml.. Ressuspender no vortex (por aproximadamente
15 segundos), adicionar 8 ml. de KCI 0,075M a 37°C e ressuspender novamente no
vortex (por aproximadamente 15 segundos). Colocar os tubos na incubadora a 37°C por
1 hora.

6. FIXACAO
Interromper a hipotonia adicionando 0,5 mL de solucio fixadora e ressuspender
no votex até que todo o material esteja com a coloracdo homogénea. Centrifugar a 1700
rpm por 5 minutos. Refirar o sobrenadante, deixando apenas 2 ml no fubo, adicionar 4
ml de solugiio fixadora, ressuspender e centrifugar novamente (1700 rpm por 3
minutos). Repetir o passo anterior por mais 2 wvezes, ou até o pellet ficar incolor.
Colocar os tubos no freezer por no minimo 2 horas ou, preferencialmente, deixar por

uma noite.

7. PREPARACAO DAS LAMINAS

Deixar as laminas em uma cuba com dlcool 70% por cinco mimutos, seca-las
com papel macio e identifica-las. Retirar o matenal do freezer, centrifugar e retirar o
sobrenadante. Adicionar 4 ml de fixador, centnfugar novamente e retirar o
sobrenadante deixando apenas 1 ml (conferir pellef). Com pipetas Pasteur, pingar de
trés a quatro gotas do material sobre as laminas de vidro. Colocar as liminas em uma
estufa a 30°C - 56°C, durante 15 minutos e em segmda, observar em microscopio optico
comum com o diafragma fechado, ou em microscopio de fase.
*pode ser utilizado um borel com agua gelada para a confeccio das liminas. Assim,
antes de pingar o material na limina_ passar a limina na dgua gelada.
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