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RESUMO 
As  encefalopatias  epilépticas  e  do  desenvolvimento  (EEDs)  formam  um  grupo  de 

epilepsias graves, geralmente resistentes ao tratamento medicamentoso e associadas 

a  atraso  do  desenvolvimento  neuropsíquico­motor  e  cognitivo.  Com  o  avanço  de 

estudos moleculares nos últimos anos, novas mutações  têm sido descritas para as 

EEDs,  porém,  uma  parcela  significativa  dos  pacientes  ainda  permanece  sem 

diagnóstico molecular, assumindo modelo monogênico de herança. Assim, o objetivo 

principal  deste  trabalho  foi  aplicar  novos  paradigmas  analíticos  para  identificar  e 

investigar alterações genéticas em uma grande coorte de pacientes com EEDs da 

América Latina. Dos 275 pacientes com diferentes tipos de EEDs que tivemos acesso, 

foi possível obter amostras de DNA em 239 deles. Primeiramente, utilizamos dados 

de sequenciamento completo do exoma (WES) de 234 desses pacientes e dados de 

microarranjos cromossômicos (CMA) de 236 desses pacientes para determinar a taxa 

de diagnóstico molecular dessas técnicas assumindo um modelo monogênico. Após 

análise individual de cada paciente, a taxa de diagnóstico foi de 38% para WES, de 

4,6% para CMA e de 38,9% para as duas técnicas combinadas, o que representa uma 

alta taxa de diagnóstico genético se comparado com a literatura. Em segundo lugar, 

no  grupo  de  pacientes  em  que  não  foi  possível  encontrar  uma  causa  genética, 

utilizamos  duas  abordagens  exploratórias  tendo  em  mente  modelos  complexos  de 

herança: regressão logística, que leva em conta a presença de variantes genéticas 

comuns,  que  apresentam  frequência  alélica,  MAF>0,01;  e  SKAT­O  (do  inglês, 

optimized sequence kernel association test) que analisa variantes raras (MAF=0,01) 

e  ultrarraras  (MAF=0,0005).  Na  análise  de  variantes  comuns  encontramos  uma 

diferença entre as variantes dos grupos com e sem diagnóstico genético, sendo que 

o  último  apresentou  uma  variante  exclusiva  (rs9374755)  em  um  gene  de  RNA 

(LOC101927314) com indício de associação (p = 0,000005). Na análise com variantes 

ultrarraras  também  observamos  uma  diferença  entre  os  grupos  com  e  sem 

diagnóstico, sendo que para o último encontramos sete genes candidatos que podem 

conter  variantes  de  predisposição  às  EEDs:  ASPM  (p=0.045517718);  CREBBP 

(p=0.032086627);  FASN  (p=0.009504475);  LAMC3  (p=0.001417445);  RELN 

(p=0.017928247);  RYR3  (p=0.047068168);  e  SPTAN1  (p=0.045613193).  O  nosso 

estudo demonstrou que utilizando estratégias tradicionais de diagnóstico molecular foi 

possível  encontrar  uma  causa  monogênica  para  as  EEDs  em  quase  40%  dos 



 
 

pacientes investigados, sendo que o WES teve o maior rendimento. Porém, o uso de 

CMA conseguiu adicionar quase cinco pontos percentuais no rendimento diagnóstico 

e, portanto, deve ser também considerado na investigação da etiologia genética das 

EEDs. Além disso, encontramos evidências de que pelo menos uma parte do efeito 

genético  presente  na  etiologia  das  EEDs  deve  seguir  um  modelo  complexo  de 

herança.  Apesar  de  não  ser  ainda  possível  aplicar  essas  análises  ao  diagnóstico 

genético de  rotina, nossos  resultados  indicam que uma etiologia genética deve ser 

considerada em pacientes com EED mesmo que resultados negativos sejam obtidos 

utilizando  as  técnicas  genômicas  de  rotina.  A  medida  em  que  a  possibilidade  de 

diagnóstico molecular para doenças genéticas de herança  complexa e multifatorial 

avança, acreditamos que as EEDs poderão se beneficiar desse novo conhecimento e 

novos métodos de análise dos dados genéticos. 

Palavras­chave:  Encefalopatia  epiléptica  e  do  desenvolvimento,  sequenciamento 

completo de exoma, microarranjos de DNA, diagnóstico molecular, herança complexa. 

   



 
 

ABSTRACT 

Developmental  and  epileptic  encephalopathies  (DEEs)  are  a  group  of  severe 

epilepsies,  usually  resistant  to  drug  treatment  and  associated  with  delayed 

neuropsychomotor and cognitive development. With the advance of molecular genetic 

studies,  mutations  in  many  genes  have  been  described  in  patients  with  DEEs; 

however, a significant proportion of these patients remains undiagnosed, assuming a 

monogenic model of  inheritance. Thus, the main objective of this work was to apply 

new analytical paradigms to identify and investigate genetic variants in a large cohort 

of patients with DEEs from Latin America. Of the 275 patients with different types of 

DEEs that were initially ascertained, we obtained DNA samples from 239 of them. First, 

we  used  whole  exome  sequencing  (WES)  data  from  234  of  these  patients  and 

chromosomal microarray analysis (CMA) data from 236 of these patients to determine 

the molecular diagnostic yield of these techniques assuming a monogenic model. After 

individual analysis, the diagnostic yield was 38% for WES, 4.6% for CMA, and 38.9% 

for both techniques combined, representing a high diagnostic yield compared to the 

literature. Next, in the group of patients in whom a genetic cause could not be found, 

we  used  two  exploratory  approaches  considering  complex  models  of  inheritance: 

logistic regression, which takes into account the presence of common genetic variants, 

which  have  allele  frequency,  MAF>0.01;  and  SKAT­O  (optimized  sequence  kernel 

association  test)  which  analyzes  rare  (MAF=0.01)  and  ultra­rare  (MAF=0.0005) 

variants.  We  found  a  difference  between  the  groups  with  and  without  a  genetic 

diagnosis  in  the  analysis  of  common  variants.  The  latter  showed  a  unique  variant 

(rs9374755)  with  evidence  of  association  (p  =  0.000005)  located  in  an  RNA  gene 

(LOC101927314).  In  the  analysis  with  ultra­rare  variants,  we  also  observed  a 

difference between the groups with and without genetic diagnosis, and for the latter we 

found seven candidate genes containing variants predisposing  to  the DEEs: ASPM 

(p=0.045517718);  CREBBP  (p=0.032086627);  FASN  (p=0.009504475);  LAMC3 

(p=0.001417445);  RELN  (p=0.017928247);  RYR3  (p=0.047068168);  and  SPTAN1 

(p=0.045613193).  Our  study  showed  that  using  traditional  molecular  diagnostic 

strategies,  it was possible  to  find a monogenic cause  in almost 40% of  the patients 

with DEE investigated, with WES having the highest yield. The use of CMA was able 

to add almost five percentage points in the diagnostic yield and, therefore, should also 

be considered when investigating the genetic etiology of DEEs. Furthermore, we found 



 
 

evidence that at least part of the genetic effect present in the etiology of DEEs may 

follow a complex model of  inheritance. Although it  is not yet possible to apply these 

analyses to the routine genetic diagnosis of patients, our results indicate that a genetic 

etiology  should  be  considered  in  patients  with  DEEs  even  in  the  absence  of  an 

identifiable  monogenic  cause.  As  the  possibility  of  molecular  diagnosis  for  genetic 

diseases of complex and multifactorial inheritance advances, we believe that the DEEs 

may benefit from this new knowledge and new methods of analyzing genetic data. 

Key words: Developmental and epileptic encephalopathy, whole exome sequencing, 

DNA microarray, molecular diagnosis, complex inheritance. 
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INTRODUÇÃO 
Encefalopatias  epilépticas  e  do  desenvolvimento  (EEDs)  formam  um  grupo 

heterogêneo  de  epilepsias  graves  de  início  precoce,  caracterizadas  por  diferentes 

tipos de crises de difícil controle e intensa atividade interictal no eletroencefalograma 

(EEG), geralmente resistentes ao tratamento medicamentoso e que levam ao risco de 

deterioração  cognitiva  e  neuropsicomotora  progressiva1.  A  incidência  é  idade­

dependente e é estimada em cerca de 45 casos a cada 100.000 crianças2–7, podendo 

chegar a mais de 60 casos a cada 100.000 crianças a nível populacional. Uma porção 

significativa dessas crianças (cerca de 35%) com epilepsias nos primeiros três anos 

de vida apresentam refratariedade e alto risco de morte precoce e de comorbidades 

cognitivas  e  comportamentais8.  A  taxa  de  mortalidade  é  alta,  podendo  chegar  até 

25%9,10.  

Segundo  a  Liga  Internacional  contra  Epilepsia  (ILAE,  do  inglês  International 

League Against Epilepsy), existem  três definições quando  tratamos desse assunto: 

encefalopatias  do  desenvolvimento,  onde  ocorre  apenas  comprometimento  do 

desenvolvimento, mas sem atividade epileptiforme frequente associada à regressão 

ou a um maior atraso do desenvolvimento; encefalopatia epiléptica, quando a própria 

atividade  epileptiforme  contribui  para  as  alterações  cognitivas  e  comportamentais, 

para além do esperado apenas pelo mecanismo da doença em si, onde não há atraso 

de  desenvolvimento  preexistente  e  não  é  provável  que  a  mutação  genética  cause 

atraso por si só (malformação cortical, por exemplo); e encefalopatias epilépticas e do 

desenvolvimento,  onde  há  atuação  de  ambos  os  fatores  (atividade  epileptiforme  e 

comprometimento do desenvolvimento) e, por muitas vezes, não é possível distinguir 

qual dos dois contribui mais para a apresentação clínica do paciente11–13.  

  É amplamente conhecido que as EEDs possuem uma vasta gama de etiologias, 

incluindo,  por  exemplo,  lesões  cerebrais  estruturais  congênitas  ou  adquiridas, 

distúrbios  metabólicos,  e  causas  genéticas1,14.  O  diagnóstico  das  EEDs  ainda  é 

baseado inicialmente e predominantemente nas características clínicas e de EEG e 

sua etiologia permanece desconhecida na maioria dos pacientes15. Os avanços nos 

estudos de genética molecular demonstraram que uma proporção desses pacientes 

tem  mutações  em  genes,  muitos  deles  associados  à  função  de  canais  iônicos 

voltagem dependentes expressos no sistema nervoso central16.  
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As  evidências  de  que  há  predisposição  genética  em  síndromes  epilépticas 

existem desde a década de 195017,18. A partir de estudos tradicionais de análise de 

ligação em grandes famílias onde o gene segregava junto com a doença começaram 

a relacionar genes envolvidos com canais iônicos às epilepsias, o que ficou conhecido 

como a era das canalopatias.  

A  primeira  mutação  relacionada  com  uma  forma  de  epilepsia  idiopática  foi 

descrita em 1995 por Steinlein e colaboradores. Eles identificaram uma mutação no 

gene CHRNA4 que codifica uma subunidade de um receptor acetilcolinérgico em uma 

forma de epilepsia focal19. Em 1998, Charlier e colaboradores e Singh e colaboradores 

identificaram as primeiras mutações em genes que codificam subunidades de canal 

de potássio voltagem dependente (KNCQ2 e KCNQ3)20,21, enquanto que Wallace e 

colaboradores  identificaram mutações no gene de canal de sódio SCN1B em uma 

família  com  epilepsia  genética  com  crises  febris  plus  (GEFS+  do  inglês  genetic 

epilepsy with  febrile seizures plus)22. Em meados de 2000 Escayg e colaboradores 

identificaram, em duas famílias também com GEFS+, mutações no gene SCN1A que, 

mais tarde foi o primeiro gene associado a uma EED23,24.  

Após  um  período  de  transição,  a  partir  de  meados  de  2010,  o  número  de 

mutações associadas a epilepsias vem crescendo muito rapidamente, principalmente 

para  síndromes  epilépticas  monogênicas  raras16,25.  Esse  crescimento  se  deu, 

principalmente,  pelo  avanço  de  técnicas  na  área  da  Genética  Molecular,  como  o 

sequenciamento de nova geração (NGS, do inglês next generation sequencing), o que 

ficou conhecido como a era do NGS. A tecnologia de NGS permite sequenciar porções 

significativas do genoma de forma rápida, fácil e com alto custo­benefício26,27.  A linha 

do  tempo  com  os  genes  separados  dentro  de  cada  uma  dessas  eras  pode  ser 

visualizada na Figura 128. 

O sequenciamento de apenas um gene pela técnica de Sanger ainda pode ser 

utilizado  para  identificar  variantes  em  genes  que  já  estão  associados  a  doenças 

monogênicas.  O  sequenciamento  do  gene  SCN1A,  por  exemplo,  é  um  ótimo 

candidato para a síndrome de Dravet,  uma vez que mutações nesse gene podem 

explicar cerca de 80% dos casos29–33. Apesar de o sequenciamento de Sanger ser 

uma  técnica  eficaz  e  ainda  muito  utilizada  para  identificar  mutações  em  um  único 

gene34, o NGS é uma forma muito mais rápida e custo­efetiva para isso.  
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Figura 1:Linha do tempo da descoberta de genes em epilepsias. Os genes em vermelho correspondem às encefalopatias 
epilépticas e os genes em preto às epilepsias. NGS: sequenciamento de nova geração. Adaptado de I. Helbig, A.N.A. Tayoun 

/ Mol Syndromol 2016;7:172–181. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Outra alternativa quando falamos em diagnóstico molecular é o painel de NGS, 

onde vários genes podem ser sequenciados de uma só vez34,35. Os painéis podem ser 

específicos  para  cada  doença  e  são  customizáveis.  Atualmente  existem  muitos 

painéis comerciais para epilepsias que contem de 100 a mais de 300 genes36. 

A técnica mais utilizada atualmente para diagnóstico de doenças mendelianas 

raras causadas por variantes de alta penetrância é o sequenciamento completo de 

exoma (WES, do inglês whole exome sequencing)27,37,38, que tem o poder de capturar 

e  sequenciar  os  éxons  da  maior  parte  dos  20.000  genes  codificantes  do  genoma 

humano.  Essa  opção  possui  uma  alta  taxa  de  diagnóstico  para  doenças 

neurológicas34,39,40. 

  Por último, temos a técnica de sequenciamento completo do genoma (WGS, 

do inglês whole genome sequencing). O WGS sequencia todo o genoma do paciente, 

incluindo regiões codificantes, não codificantes, e regulatórias e também permite uma 

alta taxa de diagnóstico para doenças genéticas. Por apresentar uma cobertura mais 

uniforme,  permite  até  a  identificação  de  variantes  em  região  codificante  que  não 

estariam presentes em dados de WES. Porém, o alto custo dessa  técnica e a  alta 
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complexidade  das  análises  de  bioinformática  devido  ao  grande  volume  de  dados, 

fazem com que o WES seja mais utilizado como  teste genético ainda hoje. Com o 

avanço dos estudos utilizando WGS e com a queda do custo, essa técnica será, no 

futuro, a mais aconselhada para uma avaliação mais abrangente em pacientes com 

doenças neurológicas não diagnosticadas34. 

Utilizando  as  estratégias  de  NGS  é  possível  identificar  diferentes  tipos  de 

variantes  genéticas,  como  variantes  de  nucleotídeo  único  (SNV,  do  inglês  single 

nucleotide variants),  inserções e deleções (indels) e variantes de número de cópias 

(CNV, do inglês copy number variants). As CNVs são importantes causas de doenças 

do neurodesenvolvimento34 e, apesar de poderem ser detectadas também através de 

NGS (preferencialmente no WGS), a principal técnica hoje em dia para identificação 

desse tipo de variante é a análise de microarranjos cromossômicos (CMA, do inglês 

chromosomal microarray analysis).  

Estudos recentes mostram que as estratégias de NGS possuem uma taxa de 

diagnóstico entre 15 e 50% para as epilepsias, sendo essa taxa ainda mais alta (40 a 

80%) para pacientes com idade de início antes dos dois meses, ou em certos grupos 

de doenças, como a síndrome de Ohtahara29,34,41. Para as EEDs a taxa de diagnóstico 

molecular utilizando WES varia de 11 a 70%42–45  e pode chegar a  cerca 80% nos 

casos de Dravet com o gene SCN1A, como dito anteriormente. No caso das CNVs, a 

taxa de diagnóstico molecular nas EEDs é de 5 a 19%46–48. A maioria dos pacientes 

possui variantes patogênicas de novo em heterozigose, mas também são observadas 

variantes com herança autossômica recessiva e ligada ao cromossomo X1,49.  

Apesar de a grande maioria das causas de EEDs já descritas ser monogênica, 

alguns genes modificadores já foram propostos, mas ainda é um assunto controverso. 

São genes que não são a causa primária da doença, mas podem modificar o fenótipo 

e por isso devem ser levados também em consideração. Variantes em CACNB4, por 

exemplo, aumentam a liberação de neurotransmissores em neurônios excitatórios na 

condição de insuficiência de neurônios inibitórios causada por SCN1A, melhorando o 

fenótipo50. Variantes sozinhas em SCN9A podem ser assintomáticas ou causar crises 

febris  infrequentes devido a penetrância  incompleta e expressividade variável, mas 

contribui  de  forma  multifatorial  para  a  síndrome  de  Dravet51.  Variantes  em  scn2a, 

scn8a e kcnq2 podem influenciar o fenótipo em modelos animais com GEFS+ com a 

mutação Scn1a­R16648H52. A perda de função do gene Hlf modifica o fenótipo em 
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modelos animais Scn2aQ54 e Scn1a+/­ de epilepsia53. Já a diminuição da expressão 

de  Cacna1g  atua  como  modificador  aumentando  a  sobrevivência  e  diminuindo  a 

frequência de crises espontâneas em modelos animais com variantes em Scn2aQ54 

e Scn1a+/­54,55. 

Um  diagnóstico  molecular  conclusivo  deve  ser  baseado  em  diversos 

parâmetros,  incluindo  o  conhecimento  prévio  da  literatura  sobre  a  relação  entre  o 

suposto gene causal e o fenótipo do paciente. Essa relação entre o genótipo e fenótipo 

é muito complexa para a maioria das EED que já possuem genes associados. Nesses 

casos podemos observar uma alta heterogeneidade tanto fenotípica (onde mutações 

em  um  mesmo  gene  podem  causar  diferentes  fenótipos),  quanto  genética  (onde 

mutações  em  diferentes  genes  podem  causar  o  mesmo  fenótipo)12.  Essas  duas 

características das EED representam um grande desafio para a prática clínica e para 

identificação das síndromes específicas. 

Contudo,  é  inquestionável  que  a  identificação  de  variantes  patogênicas  em 

pacientes com EED proporciona muitos benefícios para esses e para suas famílias, 

ainda mais quando o teste genético é realizado de forma precoce, reduzindo o tempo 

e o custo associados à odisseia diagnóstica. A confirmação da natureza genética da 

doença,  além  do  impacto  emocional  positivo  significativo,  permite  a  busca  de 

aconselhamento  genético,  o  estabelecimento  mais  acurado  do  prognóstico, 

oportunidades de pesquisa na área,  permite  a  conexão  de  famílias  com  o  mesmo 

diagnóstico  através  de  grupos  de  apoio  e,  mais  importante,  permite  a  busca  por 

terapias personalizadas e mais adequadas56. Como exemplo disso podemos citar o 

caso  de  mutações  com  perda  de  função  no  gene  SCN1A,  onde  bloqueadores  de 

canais de sódio, como a carbamazepina, oxcarbazepina e fenitoína, podem piorar o 

controle  das  crises  e,  portanto,  devem  ser  evitados57.  No  caso  de  mutações  com 

ganho  de  função  em  SCN8A  ocorre  o  oposto  e  há  boa  resposta  aos  fármacos 

anticrises bloqueadores de canal de sódio58. Já para pacientes com mutações nos 

genes SLC2A e PDHA1 a melhor opção de tratamento é a dieta cetogênica59,60. 

As EEDs compreendem uma série de síndromes com diferentes características 

clínicas e de EEG. Como podemos observar na Figura  2, elas  são  relacionadas à 

idade  de  início  das  crises  que,  por  muitas  vezes  se  sobrepõe,  assim  como  a 

semiologia das crises e os fenótipos. Como já foi dito, essa classificação clínica do 

tipo de síndrome do paciente é um desafio, permanecendo, na maioria das vezes, 
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Figura 2: Representação de algumas das EED bem conhecidas em relação às diferentes idades de início das 
crises (eixo X). O tamanho das caixas reflete as frequências das síndromes. Adaptado de I.E. Scheffer, J. Liao / 

European Journal of Paediatric Neurology 24 (2020) 11e14. 

como uma EED indeterminada. A seguir descrevemos brevemente, com informações 

relevantes ao que será discutido, as síndromes que foram  identificadas e  incluídas 

nesse trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A síndrome de espasmos epilépticos infantis é um termo usado para englobar 

tanto  pacientes  com  síndrome  de  West  (WS,  do  inglês  West  syndrome),  quanto 

pacientes que apresentam espasmos epilépticos mas que não preenchem critérios 

para WS61. Aqui foram incluídos somente pacientes com WS que apresentaram atraso 

do desenvolvimento neuropsicomotor (ADNPM). A WS tem início entre um e 24 meses 

de idade, sendo que o pico é entre três e 12 meses. Inícios mais tardios são raros, 

mas podem ocorrer62. A incidência é de cerca de 30 casos a cada 100.000 crianças e 

é  maior  no  sexo  masculino,  porém,  ambos  os  sexos  são  afetados8,61.  Quanto  à 

etiologia,  metade  a  dois  terços  das  crianças  possuem  alterações  estruturais  que 

podem ser congênitas ou adquiridas. Após resultado de ressonância magnética (RM) 

normal, uma etiologia genética deve ser considerada. A taxa de diagnóstico genético 

(DG)  pode  chegar  até  41%  e  são  observadas  variantes  patogênicas  de  novo  na 
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maioria  dos  casos.  Dentre  as  causas  genéticas  já  conhecidas  temos:  CDKL5, 

DEPDC5, STXBP1, TSC1, TSC2, alterações cromossômicas estruturais, CNVs, entre 

outros. Etiologias metabólicas são raras, mas também são importantes e devem ser 

consideradas se causas genéticas e estruturais forem descartadas8,61,63.  

A  síndrome  de  Dravet  tem  início  dentro  do  primeiro  ano  de  vida64,65  e  a 

incidência é de aproximadamente 6,5 casos a cada 100.000 crianças8,63. É importante 

ressaltar que, na grande maioria dos casos, a etiologia é genética e cerca de 80% dos 

pacientes possuem variantes patogênicas de novo no gene SCN1A29–33. Entretanto, 

o diagnóstico de síndrome de Dravet envolve diversas características clínicas e não 

deve ser feito baseado somente na variante genética encontrada, já que variantes em 

SCN1A podem ser observadas em outras síndromes epilépticas66. Outros genes  já 

associados  a  essa  síndrome  são:  GABRG2,  GABRA1,  STXBP1,  SCN1B,  entre 

outros67. 

A síndrome de Doose, também conhecida por epilepsia com crises mioclônica­

atônicas,  possui  incidência  de  um  caso  a  cada  10.000  crianças  e  representa 

aproximadamente 2% de todas as epilepsias da infância68. O início das crises ocorre 

entre seis meses a oito anos de idade (pico de dois a seis anos) e indivíduos do sexo 

masculino são mais afetados69. Os exames de imagem nesses pacientes são normais 

e,  na  maioria  das  crianças,  há  envolvimento  de  herança  complexa  com  padrão 

poligênico.  Em  um  terço  dos  casos  existe  histórico  familiar  de  epilepsia  ou  crises 

febris, o que favorece o prognóstico. Alguns dos genes já associados a essa síndrome 

são:  SCN1A,  SCN1B,  SCN2A,  STXBP1,  SLC6A1,  CHD2,  SYNGAP1,  NEXMIF, 

KIAA2022  e,  em  5%  dos  casos,  SLC2A1  que  está  associado  à  deficiência  de 

GLUT170. 

Na síndrome de Lennox­Gastaut  (LGS, do  inglês Lennox­Gastaut syndrome) 

as crises tem início principalmente entre 18 meses a 8 anos de idade (pico entre três 

e cinco anos), porém, somente em 0,6% dos casos o diagnostico ocorre no início das 

crises. Essa síndrome é responsável por um a 2% de todas as pessoas com epilepsias 

e é ligeiramente mais comum no sexo masculino. Cerca de 20% dos casos de LGS 

evolui de síndrome dos espasmos epilépticos infantis70. Além disso, cerca de 3,6% de 

todas as crianças com epilesias e 19% das crianças com início das crises na infância, 

também evoluem para LGS70,71. Etiologias estruturais são mais comuns e exame de 

RM no início das crises é o mais recomendado, podendo ter um grande impacto na 
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tomada de decisões e  tratamentos72. Após exame de RM normal,  testes genéticos 

devem  ser  considerados.  São  observadas  variantes  patogênicas,  geralmente,  de 

novo42,73, alterações cromossômicas estruturais e CNVs. O  teste genético  também 

pode  ser  recomendado  para  detectar  a  causa  por  trás  da  alteração  estrutural 

encontrada  no  exame  de  imagem.  Raramente  a  LGS  é  associada  a  uma  doença 

metabólica que deve ser considerada após as etiologias estrutural e genética serem 

descartadas70. 

Por último, temos as síndromes epilépticas associadas a atividade ponta­onda 

continua  durante  o  sono  (POCS).  Nesse  grupo  estão  duas  síndromes  muito  raras 

conhecidas como epilepsia com estado de mal elétrico do sono (EEMES) e síndrome 

de Landau­Kleffner (LKS, do inglês Landau­Kleffner syndrome). O início é entre dois 

e 12 anos de idade (pico entre quatro e cinco anos) e ambos os sexos são igualmente 

afetados70. A etiologia pode ser estrutural com alterações adquiridas ou relacionadas 

ao desenvolvimento. Em alguns casos existe uma base genética para a doença que 

pode seguir modelo de herança monogênica ou complexa, sendo o gene GRIN2A a 

causa monogênica mais comum70,74. Histórico familiar é observado em até 50% dos 

pacientes75. 

Além  dessas  síndromes  existem  as  síndromes  com  etiologias  especificas, 

como  a  EED  por  KCNQ2,  EED  por  CDKL5  e  a  EED  dependente  de  piridoxina 

(relacionada  ao  gene  ALDH7A1), por exemplo.  Nesses  casos  existe  uma  etiologia 

específica  para  a  epilepsia  que  está  associada  a  um  fenótipo  clínico  claramente 

definido,  relativamente uniforme e diferenciado na maioria dos  indivíduos afetados. 

Existe  uma  tendência  de  aumento  do  número  dessas  síndromes  com  o  tempo,  à 

medida que novas etiologias, principalmente genéticas forem sendo descobertas70. 

É evidente que, apesar de uma grande parcela dos pacientes com EED possuir 

mutações de efeito monogênico e causas conhecidas, uma proporção significativa fica 

sem diagnóstico etiológico, mesmo com a obtenção de dados genômicos. Por outro 

lado, a disponibilidade dos dados de WES em um número crescente de pacientes com 

EEDs cria a oportunidade de aplicar novas análises considerando,  também, outros 

modelos mais complexos de herança (modelo poligênico, por exemplo, onde variantes 

de efeito menor podem se combinar para produzir o efeito fenotípico final). E foi nesse 

contexto que esse trabalho foi conduzido. 
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OBJETIVOS 
 

Objetivo geral 

Caracterizar, do ponto de vista genético, uma grande coorte de pacientes latino­

americanos  com  EEDs  utilizando  modelo  monogênico  de  herança  e  investigar  o 

possível envolvimento de modelos mais complexos de herança. 

 

Objetivos específicos 

•  Obter amostras de pacientes com EEDs com caracterização clínica adequada 

provenientes de diferentes países da América Latina; 

•  Realizar as técnicas de sequenciamento completo de exoma e de microarranjos 

cromossômicos  a  partir  das amostras  de  DNA  desses pacientes e  obter dados 

genômicos a partir de diferentes tipos de processamentos; 

•  Utilizar os dados genômicos gerados para investigar, em todos os pacientes, a 

presença de variantes de sequência (SNV e indel) utilizando dois tipos de análises 

para  sequenciamento  completo  de  exoma;  e  de  variantes  cromossômicas 

estruturais (CNV) utilizando ambas as análises de exoma e microarranjos, visando 

obter o maior rendimento diagnóstico possível seguindo um modelo monogênico, 

ou seja, um gene ou variante de efeito maior causando o fenótipo; 

•  Explorar evidências de envolvimento de modelos complexos de herança nos 

pacientes em que não foi possível encontrar uma causa monogênica através de 

análises  complexas  de  regressão  logística  e  de  SKAT­O  (do  inglês,  optimized 

sequence  kernel  association  test),  envolvendo  variantes  comuns,  raras  e 

ultrarraras. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
 

Seleção e Coleta dos Pacientes  

Foram  selecionados  para  esse  estudo  pacientes  com  diagnóstico  clínico  de 

EED de acordo com os critérios  clínicos propostos pela  ILAE,  incluindo: atraso do 

desenvolvimento  neuropsicomotor  após  o  surgimento  das  crises,  epilepsia 

farmacorresistente,  ausência  de  alterações  nos  exames  de  imagens  que  pudesse 

explicar  o  quadro,  ausência  de  suspeita  de  doenças  metabólicas  e  não  houve 

limitação  de  idade.  A  maior  parte  dos  pacientes  foi  recrutada  no  ambulatório  de 

epilepsias da infância do Hospital de Clínicas (HC) da Faculdade de Ciências Médicas 

da  Universidade  Estadual  de  Campinas  (FCM­UNICAMP).  Recebemos  também 

amostras  de  pacientes  de  centros  colaboradores  de  outras  regiões  do  Brasil  e  de 

outros países da América Latina. Para as amostras provenientes de outros países 

recebemos o apoio logístico da ILAE pela Comissão Regional para a América Latina. 

Essa é a primeira vez que é realizado um estudo em larga escala com EED na América 

Latina. 

Os  pacientes  do  HC­UNICAMP  foram  acompanhados  prospectivamente  no 

ambulatório de epilepsias da infância e os dados clínicos foram revisados e discutidos 

pela  equipe  clínica  responsável:  Dra.  Ana  Carolina  Coan,  neurologista  com 

especialidade em epilepsia da infância; Dra. Maria Augusta, neuropediatra; Dra. Íscia 

Lopes Cendes, médica geneticista; Dr. Fernando Cendes, neurologista, especialista 

em  epilepsia  e  neuroimagem.  As  discussões  tiveram  como  objetivo  chegar  a  um 

consenso sobre a inclusão ou exclusão dos pacientes, bem como classificar a EED a 

qual o paciente pertence de acordo com os padrões clínicos e eletroencefalográficos 

apresentados.  No  caso  das  amostras  enviadas,  os  médicos  responsáveis  pelos 

pacientes  responderam  questionários  clínicos  padronizados  e  os  dados  também 

foram revisados e discutidos por nossa equipe clínica do HC­UNICAMP. 

É  importante  ressaltar  que  a  preocupação  com  a  qualidade  da  informação 

clínica em nosso estudo, o que garante a homogeneidade fenotípica dos pacientes 

incluídos,  é  um  dos  pontos  fortes  do  trabalho,  e  só  foi  atingida  pelo  meu  grande 

envolvimento com a equipe clínica, e é claro, pela excelência do grupo de pesquisa 

em epilepsia infantil do nosso centro chefiado pelas Profas. Dras. Ana Carolina Coan 
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e Maria Augusta Montenegro, ambas com mais de uma década de experiência na 

avaliação de crianças com epilepsia grave. 

Esse  trabalho  teve  aprovação  do  Comitê  de  Ética  em  Pesquisa  (CEP)  da 

UNICAMP  e  o  Certificado  de  Apresentação  e  Apreciação  Ética  (CAAE: 

12112913.3.0000.5404)  se  encontra  em  anexo.  Todos  os  responsáveis  pelos 

pacientes  concordaram  em  participar  da  pesquisa  e  assinaram  o  termo  de 

consentimento livre e esclarecido (TCLE) que também se encontra em anexo. 

  Para as amostras do HC­UNICAMP, a coleta procedeu­se de acordo com a 

disponibilidade  e  possibilidade  do  paciente.  Foram  coletadas  amostras  de  sangue 

periférico quando possível e, em caso de impossibilidade, foram coletadas amostras 

de células de mucosa bucal. No caso dos centros colaboradores recebemos amostras 

de  sangue  periférico  e/ou  amostras  de  DNA  já  extraído.  Quando  possível,  foram 

realizadas também as coletas dos pais, irmãos afetados ou não e/ou outros familiares. 

Não foram realizadas analises de trio para as técnicas avaliadas e essas amostras de 

familiares  foram  utilizadas  nas  etapas  de  validações  para  determinação  da 

segregação e do padrão de herança das variantes genéticas selecionadas. 

 

Casuística 

  Reunimos um total de 275 pacientes diagnosticados clinicamente com EEDs. 

Em casos de baixa quantidade e qualidade do DNA, os pacientes eram recoletados 

para nova extração, porém, isso não foi possível para 36 destes pacientes, que foram 

excluídos da casuística. Dos 239 pacientes com amostras de DNA (Anexo VI), 130 

são do sexo masculino (54,4%) e 109 são do sexo feminino (45,6%). Em relação ao 

local de coleta, 124 deles foram coletados no HC­UNICAMP, 22 foram enviados de 

outros centros colaboradores no Brasil, 57 enviados da Argentina, 15 do Chile, 14 do 

Peru, quatro do Uruguai e três de Honduras. É importante ressaltar a dificuldade em 

se obter amostras provenientes de outros centros colaboradores, principalmente de 

outros países. Isso foi possível devido ao envolvimento do nosso grupo com diferentes 

serviços  clínicos  que  possibilitou  o  contato  com  outros  médicos  que  se 

disponibilizaram para colaborar com a pesquisa e se comprometeram com a coleta, 

extração, armazenamento e transporte adequados das amostras. Além disso, trata­se 
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Figura 3:Classificação e distribuição dos pacientes com EED quanto ao fenótipo de acordo com a hipótese diagnóstica. 

do primeiro estudo com EEDs realizado em larga escala com pacientes provenientes 

de diferentes regiões da América Latina. 

  Foi possível obter informações sobre as idades no momento da coleta de 159 

pacientes  e  sobre  as  idades  de  início  das  crises  de  175  pacientes.  A  idade  dos 

pacientes no momento da coleta em meses variou de 1 até 444 meses (média=104,7 

± 72,7) e a de idade de início das crises variou de zero (dentro do primeiro mês de 

vida) a 168 meses (média=24,7 ± 31,3). 

  Quanto ao fenótipo, os pacientes foram classificados de acordo com a Figura 

3. Após análise clínica detalhada de nossos médicos colaboradores chegamos a oito 

grupos classificados de acordo com as hipóteses diagnósticas.  

O  grupo  das EEDs  indeterminadas  reúne aqueles pacientes que cumpriram 

todos os nossos critérios de inclusão, mas que não foi possível identificar a síndrome 

específica, achado que ilustra bem a dificuldade da classificação clínica da síndrome 

específica. Como consta na introdução deste trabalho, as EEDs compreendem uma 

grande proporção das síndromes epilépticas de início precoce e esses fenótipos se 

sobrepõem e evoluem no tempo; portanto, após novas consultas testes o diagnóstico 

clínico ainda pode ser alterado, fato que ressalta a importância da avaliação clínica 

prospectiva e cuidadosa desses pacientes. Os pacientes com fenótipo “síndrome de 

Doose vs. Síndrome de Lennox­Gastaut” não foram especificamente categorizados 

devido a sobreposição que ocorre na semiologia das crises nessas duas síndromes76. 
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Extração de DNA e Processamento das Amostras 

  Para  as  amostras  de  sangue  periférico,  a  extração  de  DNA  genômico  de 

linfócitos foi realizada utilizando protocolo fenol­clorofórmio­álcool­isoamílico. Para as 

amostras  de  células da  mucosa bucal  foi  utilizado  o  kit  OraCollect  da marca  DNA 

Genotek e a extração seguiu protocolo indicado pelo fabricante. 

   Foram  realizadas  as  verificações  da  integridade  e  da  qualidade  e  a 

quantificação do DNA extraído.  A integridade do DNA foi testada por eletroforese em 

gel de agarose 1% para verificação do grau de fragmentação. Os padrões de pureza 

foram medidos com um espectrofotômetro modelo Epoch da marca BioTek, onde os 

valores de absorbância 260/280nm entre 1.8 e 2.0 e taxa de composto fenólico 320 

Raw  menor  de  0.1,  foram  considerados  como  ideais  para  qualidade  do  DNA.  A 

quantificação também foi realizada pelo Epoch e os DNAs foram diluídos até atingirem 

concentração entre 50 e 60ng/µL para serem processados utilizando as técnicas de 

WES e CMA.  

  Para o WES, as amostras foram aliquotadas e enviadas à empresa Macrogen, 

Inc.  para preparação das  bibliotecas  e  sequenciamento.  Foram enviados  cerca  de 

70µL de cada amostra a uma concentração de 50ng/µL e, essa quantificação final foi 

realizada  utilizando  sistema  Qubit.  A  preparação  das  bibliotecas  seguiu  protocolo 

recomendado  pelo  fabricante  utilizando  o  kit  SureSelectXT  Human  All  Exons  v6 

(Agilent  Technologies)  que  é  otimizado  para  3  µg  de  DNA  genômico  total.  Já  o 

sequenciamento  foi  realizado parte em plataforma  Illumina Hiseq 4000 e parte em 

plataforma Illumina Novaseq 6000. Os dados brutos dos sequenciamentos (arquivos 

FASTQ)  foram enviados  e  armazenados  nos  servidores  do  laboratório  de  Biologia 

Computacional  e  Bioestatística  da  FCM­UNICAMP  e  do  Instituto  de  Matemática, 

Estatística e Computação Científica (IMECC­UNICAMP), chefiados pela Profa. Íscia 

Lopes Cendes e pelo Prof. Benilton Carvalho.  

  Para CMA, utilizamos também as amostras já quantificadas para realização da 

técnica  em  nosso  laboratório.  Foram  utilizados  chips  Genome­Wide  Human  SNP 

Array 6.0 (Affymetrix™), que possuem mais de 1.8 milhões de marcadores genéticos, 

incluindo  906600  polimorfismos  de  base  única  (SNP,  do  inglês  single  nucleotide 

polymorphisms) e 946000 sondas para detecção de CNVs. Os passos dessa técnica 

seguiram protocolo recomendado pelo fabricante e podem ser observados na Figura 
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Figura 4:Passos da técnica de CMA utilizando protocolo Genome-Wide Human SNP Array 6.0 (Affymetrix™). 

4.  Após  escaneamento  dos  chips  utilizando  o  GeneChip®  Scanner  3000  7G 

(Affymetrix®),  foram  obtidos  os  arquivos  brutos  para  análise  (arquivos  CEL)  que 

também se encontram armazenados em nossos servidores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os  arquivos  brutos  resultantes  de  cada  uma  dessas  duas  técnicas 

individualmente  foram analisados em relação a presença ou ausência de variantes 

com  potencial  patogênico  de  diversas  formas  diferentes  que  serão  descritas  nas 

seções seguintes. Os dados também foram analisados em conjunto (WES+CMA) de 

duas  formas  diferentes  (regressão  logística  e  SKAT­O)  para  testar  a  hipótese  do 

envolvimento de herança complexa em dados de pacientes em que não foi possível 

encontrar uma causa genética. 

 

Análise de WES Utilizando Plataforma NGS Variant Analyzer  

Essa etapa do trabalho foi desenvolvida durante o estágio no exterior realizado 

entre  setembro  de  2019  e  fevereiro  de  2021  na  Universidade  Friedrich­Alexander, 

Erlangen­Nürnberg,  Alemanha.  O  estágio  foi  realizado  no  Instituto  de  Genética 

Humana do Hospital de Clínicas da Universidade sob supervisão do Prof. Dr. André 

Reis  com  o  intuito  de  analisar  os  arquivos  brutos  de  WES  e  CMA  para  fins  de 

diagnóstico genético (DG). 
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Os arquivos brutos provenientes dos WES (arquivos FASTQ) foram mapeados 

ao genoma de referência (GRCh37/hg19) utilizando o programa BWA MEM (versão 

0.7.17).  Em  seguida,  as  duplicações  foram  removidas  utilizando  MarkDuplicates 

(Picard;  versão  2.18.21)  e  as  regiões  de  inserções/deleções  foram  realinhadas 

utilizando GATK (versão 3.8­1). A qualidade de mapeamento de todas as leituras que 

tinham MQ igual a zero foi reajustada para 60 manualmente usando AWK e SAMtools. 

Para  a  chamada  de  variantes,  cinco  programas  foram  utilizados:  GATK 

HaplotypeCaller  (versão 3.8­1); GATK UnifiedGenotyper; Freebayes  (versão 1.2.0); 

Platypus (versão 0.8.1); e SNVer. 

Em seguida, as chamadas do Freebayes foram filtradas para ter uma qualidade 

mínima de 0,1. Todas as variantes foram então transferidas para a base de dados de 

análises do  Instituto e anotadas utilizando Annovar. O processamento  foi  realizado 

pela equipe de bioinformática do grupo do Prof. Reis. 

Para  visualização,  filtragem  e  análise  das  variantes  foi  utilizado  o  programa 

NGS Variant Analyzer (NGSVA), desenvolvido também pelo grupo do Prof. Dr. André 

Reis. Os WES  foram carregados na plataforma um por um utilizando os seguintes 

parâmetros para filtragem das variantes: 

•  Variantes com frequência na população geral menor ou igual a 0,01 (ou 

1%) em bases de dados; 

•  Variantes presentes em quatro ou menos controles  internos (cerca de 

960 indivíduos normais da população alemã, constituída de alemães e 

turcos); 

•  Variantes exônicas e/ou de sítios de splicing; 

•  Variantes com função exônica não sinônima;  

•  Variantes com profundidade igual ou maior que cinco; 

•  Novos  alelos  de  variantes  heterozigotas  com  profundidade  igual  ou 

maior que três; 

•  Variantes chamadas pelos programas GATK HaplotypeCaller e GATK 

UnifiedGenotyper. 

Após  filtragem  das  variantes  foram  aplicados  dois  painéis  de  genes  para 

priorização  das  variantes.  O  primeiro  painel  é  formado  por  339  genes  conhecidos 

relacionados epilepsias, incluindo as EED (EG) e o segundo painel é formado por 848 
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genes potenciais para epilepsia (PG). As listas dos genes contidos em cada painel se 

encontram  nas  tabelas  do  anexo  III.  As  variantes  localizadas  nesses  genes  foram 

então analisadas uma por uma utilizando os seguintes parâmetros: 

•  Cobertura e profundidade; 

•  Frequências  interna  (utilizando  os  controles  internos)  e  na  população 

geral  (utilizando  bases  de  dados  como  gnomeAD,  1000  Genomes  e 

ExAC); 

•  Padrão de herança  (se a zigosidade condiz ou não com o padrão de 

herança da doença e dos genes); 

•  Potencial patogênico dado pelos algoritmos preditores e CAAD score; 

•  Presença e classificação em bancos de dados como dbSNP e ClinVar; 

•  Correlação  do  gene  com  os  fenótipos  já  observados  em  bancos  de 

dados como OMIM. 

Após  análise,  as  variantes  de  interesse  selecionada  foram  classificadas  de 

acordo com os critérios estabelecidos pelo Colégio Americano de Genética Médica 

(ACMG, do inglês American College of Medical Genetics) com o auxílio da plataforma 

Franklin/Genoox  (https://franklin.genoox.com/).  As  variantes  consideradas  causais 

foram  então  validadas  nos  pacientes  e  nos  pais  (quando  coletados)  pelo  método 

sequenciamento  de  Sanger  utilizando  oligonucleotídeos  iniciadores  (primers)  que 

foram desenhados especificamente para cada variante.  

Ainda utilizando os dados de WES, foi realizada também a chamada de CNVs 

em ambiente R através do pacote ExomeDepth (versão 1.1.15) utilizando os alvos do 

SureSelect como exons de referência. Em seguida as CNVs foram transferidas para 

a base de dados e visualizadas e analisadas através do programa NGSVA. Para cada 

paciente as CNVs foram filtradas utilizando filtro de tamanho (≥1000pb) e filtro de 

frequência  (CNVs  presentes  em  menos  de  10  amostras).  Após  filtragem  as  CNVs 

foram  priorizadas  utilizando  um  painel  de  127  genes  associados  a  EEDs  (EEDG; 

Anexo III). As CNVs consideradas causais foram validadas por PCR em tempo real 

(do  inglês,  polymerase  chain  reaction),  também  conhecido  como  PCR  quantitativo 

(qPCR). Para isso foram desenhadas sondas específicas para os genes contidos na 

CNVs  e  foi  utilizado  SYBR  Green  Master  Mix  (Applied  Biosystems™)  para  a 

preparação das reações. 
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Análise de WES Utilizando Plataforma Varstation 

A  plataforma  Varstation77  permite  a  análise  a  partir  dos  arquivos  de  dados 

brutos (arquivos FASTQ) e integra todos os passos para obtenção da lista de variantes 

de  interesse  para  cada  paciente  (arquivos  VCF).  Essa  etapa  foi  realizada  para 

complementar a análise anterior já que permite a análise de variantes com uma maior 

liberdade  em  relação  aos  filtros.  Aqui  foram  analisados  com  maior  atenção  os 

pacientes em que não foi possível encontrar uma variante causal na primeira análise. 

Os arquivos FASTQ foram transferidos para a plataforma e foram processados 

utilizando o genoma de referência GRCh37/hg19 com pipeline padrão específico para 

o protocolo de preparação da biblioteca (Exome_Sureselect_all_exon_v6). Após esse 

processamento  inicial  foram  realizadas as etapas de  identificação e  priorização de 

variantes.  As  listas  de  variantes  encontradas  foram  ordenadas  por  grupos  de 

classificação  e  as  consideradas  patogênicas  ou  provavelmente  patogênicas  pelos 

critérios da ACMG foram priorizadas e analisadas sem filtros. O gene SCN1A também 

foi  analisado  sem  filtro,  devido  a  sua  alta  relação  com  as  EEDs.  Em  seguida,  as 

variantes foram filtradas em três etapas. Primeiramente priorizamos as variantes com 

profundidade de no mínimo 5x, com frequência populacional menor que 1% nas bases 

de  dados  (gnomeAD, 1000  Genomes,  ExAC,  ABRaOM,  etc.) e  com  consequência 

exônica  não  sinônima.  Nas  duas  etapas  seguintes  as  variantes  já  filtradas  foram 

analisadas utilizando os dois painéis de genes (EG e PG) e os mesmos parâmetros 

descritos na seção anterior.   

Após  análise,  as  variantes  de  interesse  selecionadas  foram  também 

classificadas  de  acordo  com  os  critérios  da  ACMG  com  o  auxílio  da  plataforma 

Franklin/Genoox  e  também  validadas  utilizando  primers  específicos  e 

sequenciamento de Sanger. 

 

Análise de CMA Utilizando Plataforma ChAS 

  Essa etapa  também  foi  realizada durante o estágio no exterior. Os arquivos 

brutos (arquivos CEL) gerados pelo scanner ao final do protocolo foram analisados 

pelo  programa  Genotyping Console 4.2 (Affymetrix™)  para  determinação  da 

qualidade dos dados. Em seguida, foram feitas as análises de genotipagem (chamada 
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de SNP), de número de cópias (chamada de CNV) e de regiões de homozigose (ROH, 

do  inglês  regions  of  homozygosity).  ROHs  são  longas  regiões  em  homozigose 

consecutivas  no  genoma,  provavelmente  devido  a  segmentos  que  foram 

compartilhados  de  forma  idêntica  por  descendência.  Esses  segmentos  podem  ser 

resultado  de  consanguinidade,  dissomia  uniparental,  redução  do  tamanho  da 

população ou seleção natural e  são  regiões de  interesse na análise do WES para 

identificação  de  alterações  genéticas  com  herança  autossômica  recessiva78.  Para 

chamadas de SNP, o programa utiliza os algoritmos Birdseed V1 e Birdseed V2,  já 

para as chamadas de CNV e ROH o programa utiliza os algoritmos CN5 e BRLMM­

P+. Para ambas as análises foi usado genoma de referência GRCh37/hg19. 

Após chamada de CNV, os arquivos gerados (arquivos CNCHP) foram importados 

para o programa Chromosome Analysis Suite 4.0 (ChAS; Thermo Fisher Scientific) 

para  visualização  e  análise.  As  CNVs  e  ROH  de  cada  paciente  foram  filtradas  da 

seguinte forma: 

•  Para  duplicações  (ganhos)  foram  analisadas  CNVs  com  50  ou  mais 

marcadores na região; 

•  Para deleções (perda) foram analisadas CNVs com 25 ou mais marcadores na 

região; 

•  Para duplicações e deleções foram analisadas CNVs com tamanho mínimo de 

100kb para pacientes que passaram nos dois parâmetros de qualidade (MAPD 

≤ 0,35 e Waviness ≤ 0,12) e CNVs com tamanho mínimo de 300kb para 

pacientes que falharam em apenas um dos parâmetros de qualidade. Pacientes 

que falharam nos dois parâmetros de qualidade foram excluídos das análises; 

•  Para ROH foram analisadas regiões com 500 ou mais marcadores e com no 

mínimo 1500kb de tamanho. 

Cada CNV e ROH foi analisada individualmente para determinação da qualidade 

e do nível de patogenicidade. Para determinação da frequência  foram utilizados os 

seguintes conjuntos de dados de microarranjos como controles: 

•  Cerca de 2700 indivíduos da população geral disponibilizados pela Affimetrix 

(protocolo Cytoscan HD); 

•  Cerca de 800 controles internos provenientes da população alemã (protocolo 

SNP Array 6.0); 
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•  Cerca de 270 indivíduos brasileiros (protocolo SNP Array 6.0) disponíveis no 

BIPMed79 (www.bipmed.org); 

•  Bases de dados de frequência de CNVs como DGV e aDGV. 

As CNVs raras (que foram encontradas em menos de 1% da população utilizando 

todos os conjuntos de controles) foram então selecionadas e classificadas quanto a 

patogenicidade utilizando também os critérios estabelecidos pela ACMG com a ajuda 

da plataforma Franklin/Genoox. Após seleção das variantes de interesse, essas foram 

relacionadas ao fenótipo observado a partir de seu potencial patogênico.  

As CNVs foram também validadas pelo método de qPCR. Para a confirmação de 

rearranjos cromossômicos, utilizamos duas técnicas em colaboração com o Prof. Dr. 

Társis Antônio Paiva Vieira do Laboratório de Citogenética Humana e Citogenômica 

da FCM­UNICAMP: cariótipo com bandamento G e resolução de 400 a 550 bandas; 

e  hibridização  in  situ  por  fluorescência  (FISH,  do  inglês  fluorescence  in  situ 

hybridization). 

As ROH filtradas foram analisadas quanto à quantidade e distribuição no genoma 

e aquelas com tamanho maior que 10Mb foram selecionadas e analisadas quanto à 

presença de variantes patogênicas em genes já ligados às epilepsias no WES. Para 

isso  foi  utilizada  a  plataforma  Varstation  onde  as  variantes  foram  ordenadas  pelo 

número do cromossomo e filtradas para priorizar variantes em homozigose nos genes 

relacionados às epilepsias. 

 

Análise de Regressão Logística 

As  análises  complexas  utilizadas  nesse  trabalho  (análises  de  regressão 

logística e SKAT­O) testam associações de variantes (SNPs) aos grupos de pacientes 

aqui descritos e foram realizadas com a ajuda da Drª. Thais Crippa de Oliveira e de 

nossa equipe de bioinformática chefiada pelo Prof. Dr. Benilton S. Carvalho. Foram 

utilizados aqui os pacientes que possuíam dados pareados, ou seja, pacientes que 

possuíam dados tanto de WES quanto de CMA. 

Em  dados  de  WES,  o  processamento  foi  feito  utilizando  o  programa  de 

automação  Espresso­Caller  (versão  1.2.0).  Os  arquivos  brutos  (FASTQ)  foram 

mapeados  contra  o  genoma  de  referência  humano  (GRCh37/hg19)  utilizando  o 
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programa  BWA  (versão  0.7.17)  e  a  chamada  de  variantes  das  amostras 

individualmente foi feita utilizando o programa GATK (versão 4.1.0.0), com o uso do 

manual de melhores práticas do Broad Institute. A chamada de variantes foi realizada 

considerando toda a coorte, utilizando JointGenotyping. A calibração da genotipagem 

foi realizada utilizando os arquivos das amostras do banco de dados BIPMed, que são 

de alta qualidade79. Ao final, foi gerado um único arquivo VCF para todos os pacientes 

que possui os dados de variantes presentes na coorte e a anotação dos SNPs  foi 

gerada utilizando o software ClinEff (disponível em www.dnaminer.com/clineff.html). 

  Para dados de CMA, utilizamos os dados de genotipagem a partir dos arquivos 

CEL gerados para esse tipo de técnica. A primeira parte da conversão de arquivo CEL 

em arquivo CHP foi feita utilizando o apt­probeset­genotype com os parâmetros para 

GenomeWideSNP_6. Para a segunda conversão de CHP para VCF, foram utilizados 

os  plug­ins  gtc2vcf  e  affy2vcf  para  bcftools80.  Um  filtro  de  percentil  de  90%  por 

indivíduo foi utilizado como parâmetro de qualidade dos SNPs tipados. 

  Os VCFs de ambas as técnicas foram então unificados por indivíduo, de forma 

que todos os indivíduos nos grupos caso e controle possuíssem dados de ambas as 

técnicas  (dados  pareados).  Pipelines  próprios  foram  utilizados  para  combinar  os 

dados e, no caso específico de SNPs em posições idênticas em ambas as técnicas 

foi  realizada a  imputação dos dados para  remoção de  lacunas em branco/faltantes 

(missing calls). O grupo de SNPs caso­controle unificado foi então submetido a dois 

fluxos  distintos  de  filtragem  de  SNPs  e  de  amostras  utilizando  o  programa  PLINK 

(versão 2.0)81:  um para variantes comuns e outro para variantes  raras. O  fluxo de 

filtragem para variantes comuns se sucedeu da seguinte forma:  

•  (A) Frequência do alelo menos (MAF, do inglês minor allele frequency) maior 

que 0,01, parâmetro PASS e qualidade maior que 30; 

•  (B) Teste Fisher em variantes que possuem missing calls de caso/controle; 

•  (C) Exclusão de amostras com mais de 10% de missing calls e SNPs com mais 

de 5% de missing calls; 

•  (D) Teste de heterozigosidade; 

•  (E) Equilíbrio de Hardy­Weinberg, com valores de 1e­6 para controles e 1e­10 

para casos; 
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•  (F) Teste de desequilíbrio de ligação (LD, do inglês linkage disequilibrium) com 

cut­off de R2 = 0,2, com janelas de 50kb e passos de 5kb; 

•  (G) IBD (identidade por descendência) > 0,125; 

•  (H) Inspeção visual com uso de análise de componentes principais (PCA, do 

inglês Principal Component Analysis). 

Para o fluxo de variantes raras, a duas únicas mudanças ocorreram no item (A), 

em que não há definição de MAF e um último  item é adicionado com a separação 

entre  os  bancos  de  dados  de  variantes  raras  (MAF  =  0,01)  e  ultrarraras  (MAF  = 

0,0005).  A  análise  de  regressão  logística,  que  foi  realizada  utilizando  também  o 

software PLINK (versão 2.0)81, verifica se há relação entre a variável dependente e as 

variáveis independentes de um conjunto de dados, ou seja, se há associação entre as 

variantes  testadas  e  o  conjunto  de  pacientes.  Para  essa  análise,  separamos  os 

pacientes  em  três  grupos  pós  filtragem:  conjunto  total  de  pacientes  +  controles; 

conjunto  dos  pacientes  com  DG  +  controles;  e  conjunto  dos  pacientes  sem  DG  + 

controles. Definindo que em casos com DG foi possível encontrar uma causa genética 

de  maior  efeito,  e  que  em  casos  sem  DG  não  foi  possível  encontrar  uma  causa 

genética para a doença.  

 

Análise de SKAT­O 

A análise de SKAT­O é uma análise baseada em genes e testa a associação 

entre o grupo de variantes em um dado gene utilizando grupos de casos e controles, 

assumindo  que  todas  essas  variantes  possuem  efeito  cumulativo  no  fenótipo  dos 

pacientes82.  

Essa  análise  foi  realizada  utilizando o  banco  de  dados  de  variantes  raras e 

ultrarraras criado na seção anterior, localizadas apenas nos genes descritos no painel 

EG (Anexo III), não sendo utilizados os genes localizados no cromossomo X. Foram 

realizadas três análises utilizando o pacote SKAT82 no programa R e os resultados de 

p­valores por gene ajustados ≤ 0,05 foram avaliados. Assim como os dados de 

variantes comuns, foram utilizados os mesmo três conjuntos de indivíduos também 

utilizando somente os dados pareados.   
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Sequenciamento Completo de Exoma 

  Após análise de qualificação e quantificação de DNA, todas as 239 amostras 

foram enviadas para o sequenciamento e obtivemos resultado de 234 delas. As cinco 

amostras restantes, apesar de apresentarem boa qualidade na primeira triagem, não 

apresentaram boa qualidade para a preparação da biblioteca e foram excluídas em 

triagens posteriores. Os  resultados apresentados na Figura  5 e nas Tabelas 1 e 3 

foram obtidos a partir da análise utilizando plataforma NGS Variant Analyzer. Já os 

resultados das variantes selecionadas (Tabela 2 e Figuras 6 e 7) e de  taxa de DG 

foram  descritos  utilizando  as  duas  análises  combinadas  (NGS  Variant  Analyzer  e 

Varstation). 

   Após  processamento  dos  WES,  foi  calculada  a  ancestralidade  através  de 

análise de componentes principais (PCA; Figura 5). É possível observar um padrão 

de miscigenação entre a população europeia e ambas populações africana e nativa, 

com  possível  presença  de  alguns  alelos  do  leste  asiático,  como  já  observado  em 

outros  estudos83.  Essa  proximidade  da  população  analisada  com  a  população 

europeia justifica também o uso de controles europeus nas análises. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 5: Ancestralidade dos pacientes de EED da América Latina (BRA) calculada a 
partir da análise de componentes principais utilizando os dados de WES. EUR – 

população europeia; EAS – população do leste asiático; AFR – população africana 
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Os  resultados  de  WES  foram  separados  em  dois  grupos  de  acordo  com  a 

profundidade  dos  sequenciamentos  e  seus  parâmetros  podem  ser  observados  na 

Tabela 1. O primeiro grupo com 118 pacientes foi sequenciado desejando­se atingir 

uma  profundidade  média  de  30x  e  o  segundo  grupo,  com  116  pacientes  foi 

sequenciado  visando atingir  uma profundidade média  de  100x. Podemos  observar 

uma grande diferença entre as qualidades dos sequenciamentos, principalmente na 

porcentagem  do  genoma  que  foi  coberta  com  no  mínimo  20x  de  profundidade  (% 

cobertura 20x), que é quando a chamada de variantes é mais confiável. Observamos 

também um número maior de variantes após aplicação dos filtros no grupo de 30x, 

devido à maior ocorrência de variantes não reais e artefatos. Foi  também devido a 

esse fato que validamos todas as variantes selecionadas utilizando outras técnicas. 

Após  análise  de  todos  os  pacientes,  utilizando  os  dois  pipelines  e  as  duas 

plataformas  de  análise  (NGS  Variant  Analyzer  e  Varstation)  selecionamos  100 

variantes de  interesse em 96 pacientes em 47 genes diferentes  (Tabela 2). Sendo 

que, dois pacientes não  relacionados apresentaram a mesma variante em  GNAO1 

(pacientes 175 e 186), um par de gêmeas apresentou a mesma variante em SCN1A 

(pacientes 52 e 53) e outro par de gêmeas apresentou a mesma variante em NRXN2 

(pacientes 36 e 37).  

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

Tabela 1: Parâmetros de qualidade e número de variantes dos WES. Valores correspondem às 
médias. 
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Foi possível realizar o diagnóstico genético em 79 pacientes, até o momento 

avaliando  somente  variantes  de  sequência  (SNV  e  indel).  Algumas  variantes 

provavelmente  patogênicas  ainda  aguardam  validação  pois  apresentam  baixa 

profundidade  no  sequenciamento.  As  variantes  de  significado  incerto  (VUS) 

selecionadas  também  estão  aguardando  validação  e  análise  de  segregação,  pois 

suas classificações serão alteradas se forem variantes não herdadas de nenhum dos 

progenitores (de novo).   

A  frequência  dos  genes  e  as  distribuições  quanto  ao  tipo  de  variante, 

classificação  da  ACMG  e  padrão  de  herança  nesses  pacientes  com  diagnóstico 

podem ser observadas na Figura 6. Essa a primeira vez que um estudo desse tipo é 

realizado  em  uma  grande  coorte  de  população  da  América  Latina.  Em  relação  às 

distribuições  de  tipo  de  variante  e  padrão  de  herança,  nossa  população  não 

apresentou padrões diferentes do esperado para pacientes com epilepsia e doenças 

do neurodesenvolvimento84. Além disso, observamos um grande número de variantes 

do tipo SNV, sendo essas as mais frequentes nas epilepsias genéticas85. 

Observamos uma maior  frequência do gene  SCN1A,  sendo  responsável por 

35,5%  dos  casos  com  diagnóstico.  Esse  alto  número  pode  ser  devido  ao  grande 

número  de  pacientes  com  síndrome  de  Dravet,  que  somam  72,7%  de  todos  os 

pacientes com variantes nesse gene. O que já era esperado, já que o gene SCN1A é 

responsável  por  cerca  de  80%  dos  casos  de  Dravet,  como  já  explicado 

anteriormente29,30. Porém, excluindo os pacientes com síndrome de Dravet de nossa 

casuística,  o  gene  SCN1A  continua  sendo  o  mais  frequente,  somando  13,8%  dos 

casos  com  DG,  e  aparece  em  pacientes  pertencentes  ao  grupo  das  EEDs 

indeterminadas e síndrome de Doose. As distribuições dos diagnósticos moleculares 

envolvendo o gene SCN1A no grupo  total de pacientes e nos grupos de pacientes 

com  e  sem  diagnóstico  clínico  de  síndrome  de  Dravet  podem  ser  observadas  na 

Figura 7. 

O  gene  SCN1A  é  o  mais  frequente  para  as  EEDs  e  para  outros  tipos  de 

epilepsias,  principalmente  nas  de  início precoce,  também  em outras  populações85. 

Para  os  outros  genes,  observamos  frequências  ligeiramente  diferentes  do 

apresentado  por  coortes  de  outros  países,  como  Austrália86,  Canadá87,  Estados 

Unidos84,88, Itália45,  Coréia do Sul89 e Índia90. Em um estudo prospectivo de pacientes 

com  epilepsias  da  infância  da  população  escocesa,  o  gene  mais  frequente  foi  o 
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PRRT2, o que  indica que estudos a níveis populacionais são muito  importantes na 

avaliação de uma coorte8,63. Entre os outros genes que aparecem com uma variante 

causal  cada estão:  AHDC1,  ALG13,  ANKRD11, ASXL3,  ATP1A3,  BSCL2,  CDK19, 

CLN5,  EEF1A2,  GAMT,  GNAO1,  GRIN2B,  IQSEC2,  KCNQ2,  MEF2C,  NEXMIF, 

NPRL2,  NRAS,  NSUN2,  PROK2,  PRRT2,  RARS2,  SLC13A5,  SLC6A1,  SLC9A6, 

SMC1A e TBCD. As variantes causais presente nos 79 pacientes estão localizadas 

em 36 genes, o que ilustra bem a heterogeneidade genética característica das EEDs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: (A) Distribuição do número de variantes em relação ao gene em que estão localizadas. (B) Tipo de 
mudança na sequência causada pela variante. (C) Classificação das variantes segundo a ACMG. (D) Padrão de 

herança da doença relacionada ao gene em que a variante se encontra. AD – Autossômica Dominante; XLD – Ligada 
ao X Dominante; AR – Autossômica Recessiva; XLR – Ligada ao X Recessiva. 



41 
 

Figura 7: Distribuição dos pacientes com variantes causais no gene SCN1A e em outros genes mostrando que o gene SCN1A 
é o mais frequentes em todos os grupos: (A) Grupo de pacientes totais onde foi possível realizar o diagnóstico genético. (B) 

Grupo de pacientes onde foi possível realizar o diagnóstico genético excluindo os pacientes com diagnóstico clínico de 
síndrome de Dravet. (C) Grupo de pacientes com diagnóstico clínico de síndrome de Dravet em que foi possível realizar o 

diagnóstico genético. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para  os  33  pacientes  com  variantes  causais  no  gene  SCN1A  foi  possível 

realizar a análise de segregação com validação nos progenitores em 20 deles e em 

três casos essas variantes foram herdadas de um dos pais. Já é conhecido que as 

EEDs são doenças geneticamente heterogêneas91 e que variantes no gene SCN1A 

podem causar um amplo espectro de condições, desde de crises febris benignas até 

casos de morte súbita66,92. No caso da síndrome de Dravet, em cerca de 10% dos 

pacientes com mutações de novo no gene SCN1A, um dos progenitores é mosaico, e 

isso deve ser levado em consideração para o aconselhamento genético66. Além disso, 

a síndrome de Dravet ainda pode ocorrer em um membro de uma família com GEFS+ 

e  variantes  patogênicas  em  SCN1A  podem  apresentar  penetrância  incompleta  e 

podem ocorrer em outras síndromes epilépticas66. 
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Tabela 2: Variantes selecionadas após análise de WES. ID - número de identificação do paciente; DG - diagnóstico genético; 
PH - padrão de herança da doença relacionada ao gene; VUS – variante de significado incerto. 

ID  DG  Gene  Variante  Tipo da variante  Consequência  Classificação  PH  Fenótipo 

178  OK  AHDC1  c.92_93insGG  Inserção frameshift  p.Gly31fs  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de 

Doose 

213  OK  ALG13  c.320A>G  Missense  p.Asn107Ser  Patogênica  XLD  Síndrome de 
Dravet 

229  OK  ANKRD11  c.7814T>G  Missense  p.Leu2605Arg  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de 

Dravet 

12  OK  ASXL3  c.4215_4216del  Deleção frameshift  p.Leu1407fs  Patogênica  AD  Síndrome de 
Lennox­Gastaut 

240  OK  ATP1A3  c.2443G>A  Missense  p.Glu815Lys  Patogênica  AD  Síndrome de 
Dravet 

62  Validar  ATP6V1A  c.1157A>T  Missense  p.Tyr386Phe  VUS  AD  Síndrome de 
Doose 

100  OK  CACNA1A  c.6525_6537dupCAC
ATCGGTGTAG  Inserção frameshift  p.Asp2180Leufs*94  Provavelmente 

patogênica  AD  Síndrome de 
Dravet 

257  OK  CACNA1A  c.2986G>T  Códon de parada  p.Glu996*  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de 

Dravet 

43  OK  CDK19  c.1066C>T  Códon de parada  p.Arg356*  Patogênica  AD  Síndrome de 
Dravet 

160  OK  CDKL5  c.419A>G  Missense  p.Asn140Ser  Patogênica  XLD  Síndrome de 
Dravet 

201  OK  CDKL5  c.118G>A  Missense  p.Ala40Thr  Provavelmente 
patogênica  XLD  Síndrome de 

Dravet 

222  OK  CLN5  c.659delA  Deleção frameshift  p.Lys220fs  Provavelmente 
patogênica  AR  Síndrome de 

Dravet 

167  Validar  CLTC  c.3603_3604insTTTTT  Inserção frameshift  p.Gly1202fs  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de 

Dravet 

81  Validar  DEPDC5  c.1174C>T  Missense  p.Arg392Cys  VUS  AD  Síndrome de 
Dravet 

228  OK  EEF1A2  c.370G>A  Missense  p.Glu124Lys  Provavelmente 
patogênica  AD  EED 

indeterminada 

82  Validar  GABBR2  c.2743_2744insCCAG
AGGGTCA  Inserção frameshift  p.Val915fs  VUS  AD  EED 

indeterminada 

102  OK  GAMT  c.506G>A                                                             
c.491dupG 

Missense                                 
Inserção frameshift 

p.Cys169Tyr                                
p.Val165fs  Patogênica  AR  Síndrome de 

Dravet 

175  Validar  GNAO1  c.448A>C  Missense  p.Asn150His  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de 

Dravet 

186  Validar  GNAO1  c.448A>C  Missense  p.Asn150His  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de 

Dravet 

219  OK  GNAO1  c.736G>A  Missense  p.Glu246Lys  Patogênica  AD  Síndrome de 
Dravet 

225  OK  GRIN2B  c.1906G>A  Missense  p.Ala636Thr  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de 

Doose 

133  Validar  HIVEP2  c.7337delA  Deleção frameshift  p.His2446fs  VUS  AD  Síndrome de 
Dravet 

194  OK  IQSEC2  c.23delC  Deleção frameshift  p.Pro8fs  Provavelmente 
patogênica  XLD  Síndrome de 

Dravet 

207  Validar  KCNB1  c.574G>C  Missense  p.Ala192Pro  VUS  AD  Síndrome de 
Dravet 

177  Validar  KCNQ2  c.2518A>G  Missense  p.Arg840Gly  VUS  AD  Síndrome de 
Dravet 

251  OK  KCNQ2  c.790T>C  Missense  p.Tyr264His  Patogênica  AD  EED 
indeterminada 

2  Validar  KCNQ3  c.105_107dupGGC  Inserção frameshift  p.Ala36dup  VUS  AD  Síndrome de 
Dravet 

78  OK  KCNT1  c.1066C>T  Missense  p.Arg356Trp  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de 

Dravet 

149  OK  KCNT1  c.2944­2A>C  Splicing  −  Provavelmente 
patogênica  AD  EED 

indeterminada 

161  OK  KCNT1  c.2800G>A  Missense  p.Ala934Thr  Provavelmente 
patogênica  AD  EED 

indeterminada 

212  OK  KCNT1  c.1193G>A  Missense  p.Arg398Gln  Provavelmente 
patogênica  AD  EED 

indeterminada 

72  OK  MECP2  c.916C>T  Missense  p.Arg306Cys  Patogênica  XLD  EED 
indeterminada 

221  OK  MECP2  c.473C>T  Missense  p.Thr158Met  Patogênica  XLD  EED 
indeterminada 
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185  OK  MEF2C  c.565C>T  Códon de parada  p.Arg189*  Patogênica  AD  EED 
indeterminada 

87  Validar  MTOR  c.2051A>G  Missense  p.Asp684Gly  VUS  AD  EED 
indeterminada 

198  OK  NEXMIF  c.1882C>T  Códon de parada  p.Arg628*  Patogênica  XLD  EED 
indeterminada 

99  OK  NPRL2  c.883C>T  Códon de parada  p.Arg295* + 
alteração estrutural  Patogênica  AD  EED 

indeterminada 

261  OK  NRAS  c.179G>A  Missense  p.Gly60Glu  Patogênica  AD  EED 
indeterminada 

36  OK  NRXN2  c.808delG  Deleção frameshift  p.Ala270fs  Provavelmente 
patogênica  AD  EED 

indeterminada 

37  OK  NRXN2  c.808delG  Deleção frameshift  p.Ala270fs  Provavelmente 
patogênica  AD  EED 

indeterminada 

16  OK  NSUN2  c.2035G>A  Missense  p.Gly679Arg  Provavelmente 
patogênica  AR  Síndrome de 

Dravet 

95  OK  PCDH19  c.1314delG  Deleção frameshift  p.Phe439fs  Provavelmente 
patogênica  XLD  EED 

indeterminada 

255  OK  PCDH19  c.1019A>G  Missense  p.Asn340Ser  Patogênica  XLD  EED 
indeterminada 

60  OK  PROK2  c.163delA  Deleção frameshift  p.Ile55fs  Patogênica  AD  Síndrome de 
Dravet 

223  OK  PRRT2  c.641delC  Deleção frameshift  p.Ala214fs  Patogênica  AD  Síndrome de 
Lennox­Gastaut 

202  OK  RARS2  c.754T>A                                                                          
c.1A>G 

Missense                                         
Códon de início 

p.Tyr252Asn                            
p.Met1? 

Provavelmente 
patogênica                                       
Patogênica 

AR  EED 
indeterminada 

15  OK  SCN1A  c.971A>C  Missense  p.His324Pro  Provavelmente 
patogênica  AD  EED 

indeterminada 

17  OK  SCN1A  c.602+1G>A  Splicing  −  Patogênica  AD  Síndrome de 
Dravet 

21  OK  SCN1A  c.4753C>T  Missense  p.Arg1596Cys  Patogênica  AD  Síndrome de 
Dravet 

22  OK  SCN1A  c.5146G>T  Missense  p.Asp1727Tyr  Patogênica  AD  EED 
indeterminada 

24  OK  SCN1A  c.829T>C  Missense  p.Cys277Arg  Provavelmente 
patogênica  AD  EED 

indeterminada 

28  OK  SCN1A  c.1170+3G>T  Splicing  −  Provavelmente 
patogênica  AD  EED 

indeterminada 

29  OK  SCN1A  c.383+1A>G  Sinônima  p.Ser128Ser  Provavelmente 
patogênica  AD  EED 

indeterminada 

31  OK  SCN1A  c.5701C>T  Códon de parada  p.Arg1912*  Patogênica  AD  Síndrome de 
Dravet 

33  OK  SCN1A  c.5456_5458delAGT  Deleção non 
Frameshift 

p.Gln1819_Phe1820
delinsLeu 

Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de 

Lennox­Gastaut 

34  OK  SCN1A  c.1243delA  Deleção frameshift  p.Ile415fs  Patogênica  AD  EED 
indeterminada 

35  OK  SCN1A  c.2327T>G  Missense  p.Met787Arg  Provavelmente 
patogênica  AD  EED 

indeterminada 
38  OK  SCN1A  c.4060G>T  Missense  p.Gly1354Cys  Patogênica  AD  Síndrome de West 

39  OK  SCN1A  c.2254delC  Deleção frameshift  p.Leu752fs  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de West 

40  OK  SCN1A  c.5144G>A  Códon de parada  p.Trp1715*  Patogênica  AD  EED 
indeterminada 

41  OK  SCN1A  c.4251+1G>A  Splicing  −  Patogênica  AD  Síndrome de 
Lennox­Gastaut 

46  OK  SCN1A  c.3656T>C  Missense  p.Leu1219Pro  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de 

Lennox­Gastaut 

49  OK  SCN1A  c.4940C>G  Missense  p.Thr1647Arg  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de 

Doose 

52  OK  SCN1A  c.296_313delTCTTCC
GGTTCAGTGCCA 

Deleção non 
Frameshift  p.Ile99_Ala104del  Provavelmente 

patogênica  AD  EED 
indeterminada 

53  OK  SCN1A  c.296_313delTCTTCC
GGTTCAGTGCCA 

Deleção non 
Frameshift  p.Ile99_Ala104del  Provavelmente 

patogênica  AD  EED 
indeterminada 

54  OK  SCN1A  c.1094T>G  Missense  p.Phe365Cys  Provavelmente 
patogênica  AD  EED 

indeterminada 

56  OK  SCN1A  c.4402A>T  Missense  p.Ile1468Phe  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de 

Lennox­Gastaut 

57  OK  SCN1A  c.2465_2467dupATA  Inserção non 
frameshift  p.Asn822dup  Provavelmente 

patogênica  AD  Síndrome de 
Lennox­Gastaut 

59  OK  SCN1A  c.1692_1693dupTT  Inserção frameshift  p.Ser565fs  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de 

Lennox­Gastaut 
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71  OK  SCN1A  c.5732T>C  Missense  p.Ile1911Thr  Patogênica  AD  Síndrome de 
Lennox­Gastaut 

90  OK  SCN1A  c.1400C>G  Códon de parada  p.Ser467*  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de 

Lennox­Gastaut 

108  OK  SCN1A  c.1007G>A  Missense  p.Cys336Tyr  Patogênica  AD  Síndrome de 
Doose 

110  OK  SCN1A  c.1177C>T  Missense  p.Arg393Cys  Patogênica  AD  Síndrome de 
Doose 

115  OK  SCN1A  c.1620delG  Deleção frameshift  p.Asn541fs  Provavelmente 
patogênica  AD 

Síndrome de 
Doose vs. 

Síndrome de 
Lennox­Gastaut 

130  OK  SCN1A  c.5233T>C  Missense  p.Cys1745Arg  Provavelmente 
patogênica  AD  EED 

indeterminada 

187  OK  SCN1A  c.2803C>T  Missense  p.Arg935Cys  Patogênica  AD  EED 
indeterminada 

244  Validar  SCN1A  c.2711T>C  Missense  p.Phe904Ser  Provavelmente 
patogênica  AD  EED 

indeterminada 

247  OK  SCN1A  c.1033T>C  Missense  p.Cys345Arg  Patogênica  AD  EED 
indeterminada 

259  Validar  SCN1A  c.3628G>A  Missense  p.Glu1210Lys  VUS  AD  EED 
indeterminada 

264  OK  SCN1A  c.5477C>T  Missense  p.Pro1826Leu  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de 

Lennox­Gastaut 

307  OK  SCN1A  c.2926T>C  Missense  p.Phe976Leu  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de 

Doose 

112  Validar  SCN2A  c.3013A>G  Missense  p.Ile1005Val  VUS  AD  Síndrome de 
Doose 

269  Validar  SCN2A  c.23C>A  Missense  p.Pro8Gln  VUS  AD  EED 
indeterminada 

137  OK  SLC13A5  c.655G>A  Missense  p.Gly219Arg  Patogênica  AR  EED 
indeterminada 

205  OK  SLC6A1  c.813C>A  Códon de parada  p.Tyr271*  Patogênica  AD  EED 
indeterminada 

199  OK  SLC9A6  c.220delC  Deleção frameshift  p.Leu74fs  Provavelmente 
patogênica  XLR  EED 

indeterminada 

105  OK  SMC1A  c.1771delG  Deleção frameshift  p.Ala591fs  Patogênica  XLD  EED 
indeterminada 

92  OK  STXBP1  c.704G>A  Missense  p.Arg235Gln  Patogênica  AD  EED 
indeterminada 

243  OK  STXBP1  c.1652G>A  Missense  p.Arg551His  Patogênica  AD  EED 
indeterminada 

262  OK  STXBP1  c.1074C>A  Códon de parada  p.Tyr358*  Patogênica  AD  EED 
indeterminada 

113  OK  STXBP1        
BSCL2 

c.685dupC                                                               
c.412C>T 

Inserção frameshift                
Códon de parada 

p.Gln229fs                                
p.Arg138* 

Patogênica                 
Patogênica 

AD                                  
AD  Síndrome de West 

75  OK  SYNGAP1  c.388­2A>C  Splicing  −  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de West 

91  OK  SYNGAP1  c.2387delC  Deleção frameshift  p.Pro796fs  Patogênica  AD  EED 
indeterminada 

84  OK  TBCD  c.1340C>T                                                                                                              
c.1424C>T  Missense  p.Ala447Val                        

p.Ala475Val 
Provavelmente 

Patogênica  AR  Síndrome de West 

267  Validar  TBL1XR1  c.821G>A  Códon de parada  p.Trp274*  Provavelmente 
patogênica  AD  Síndrome de West 

58  Validar  TRIO  c.7355_7360delGGG
CCG 

Deleção non 
Frameshift 

p.Gly2452_Ala2453
del  VUS  AD  Síndrome de 

Dravet 
 

As análises de CNVs a partir dos exomas revelou uma média de 66 CNVs por 

paciente para o grupo sequenciado com profundidade de 30x e de 120,8 CNVs por 

paciente para o grupo com 100x. Após filtragem, as médias de CNVs por paciente 

foram de 6,7 e 17,2 respectivamente. Após aplicação do painel de genes de EEDs as 

médias de CNVs por paciente foram de 0,25 e 0,55 respectivamente. Após análise de 

todas essas variantes obtidas após aplicação do painel, 12 delas foram selecionadas 
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em 11 pacientes, sendo 11 variantes patogênicas e uma provavelmente patogênica 

(Tabela 3). A maioria das CNVs encontradas no WES também foram observadas na 

análise de CMA, com exceção das CNVs dos pacientes 255 e 256 que só apareceram 

no WES devido à má qualidade dos microarranjos. Outras três CNVs (pacientes 132, 

239 e 310) foram selecionadas a partir do WES, mas também apareceram no CMA 

após remoção de filtros. 

 

Tabela 3:CNVs causais selecionadas a partir da análise de WES. Genes OMIM corresponde ao número de genes envolvidos 
na CNV já associados a doenças presentes no banco de dados do OMIM. ID: número de identificação do paciente. 

ID  Variante  Genes 
OMIM  Tamanho  Consequência  Classificação  Fenótipo 

63  ngs[hg19] 15q11.2q13.1(23609191_28525369)x1  14  4,9Mb  Síndrome de Angelman  Patogênica  EED 
indeterminada 

67  ngs[hg19] 15q11.2q13.2(23325091_30702538)x4                             
ngs[hg19] 15q13.2q13.3(31093551_31862472)x3 

25                      
5 

7,4Mb       
768,9Kb 

Tetrassomia parcial do 
cromossomo 15  Patogênica  EED 

indeterminada 

74  ngs[hg19] 16p11.2(29580502_30215205)x1  33  634,7Kb  Síndrome de deleção 
16p11.2  Patogênica  EED 

indeterminada 

132  ngs[hg19] 1q44(244848874_245027664)x1  3  178,8Kb  Deleção do gene 
HNRNPU  Patogênica  Síndrome de 

West 

134  ngs[hg19] 1p36.33p36.32(803773_3816962)x1  75  3Mb  Síndrome de deleção 
1p36  Patogênica  EED 

indeterminada 

144  ngs[hg19] 16p13.3(103402_3900998)x3  157  3,8Mb  Síndrome de duplicação 
16p13.3  Patogênica  Síndrome de 

Lennox­Gastaut 

239  ngs[hg19] 16p11.2(29547304_30215205)x3  33  667,9Kb  Síndrome de 
microduplicação 16p11.2  Patogênica  Síndrome de 

West 

254  ngs[hg19] 15q11.2q13.1(23608748_28475084)x3  14  4,9Mb  Síndrome de duplicação 
15q11.2  Patogênica  EED 

indeterminada 

255  ngs[hg19]15q11.2(25585161_25599876)x1  1  14,7Kb  Deleção dos exons 12, 13 
e 14 do gene UBE3A  Patogênica  EED 

indeterminada 

256  ngs[hg19]2q22.3(145182225_145187633)x1  1  5,4Kb  Deleção dos exons 3 e 4 
do gene ZEB2 

Provavelmente 
patogênica 

EED 
indeterminada 

310  ngs[hg19] 2q24.3(166773732_166915261)x1  2  169,2Kb  Deleção de parte do gene 
SCN1A  Patogênica  Síndrome de 

Dravet 
 

  Considerando tanto as variantes de sequência quanto as CNVs,  foi possível 

obter  um  DG  em  89  pacientes  utilizando  somente  dados  de  WES.  Como  já  dito 

anteriormente, os WES  foram  sequenciados  utilizando  duas  profundidades médias 

diferentes,  porém, não houve diferença quanto a  taxa de DG nos dois grupos.  No 

grupo  1,  que  foi  sequenciado  visando  obter  uma  profundidade  média  de  30x  foi 

possível obter o DG em 44 de todos os 118 pacientes sequenciados (37,3%). Já no 

grupo 2, que foi sequenciado visando obter profundidade média de 100x, foi possível 

obter o DG em 45 de todos os 116 pacientes sequenciados (38,8%). Considerando 

todos os 89 pacientes com DG, 49,4% pertencem ao grupo 1 (30x) e 50,6% pertencem 

ao grupo 2 (100x). 
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Análise de Microarranjos Cromossômicos 

  Assim como no WES, todas as amostras foram submetidas à técnica de CMA, 

porém, três das amostras não apresentaram boa qualidade em triagens posteriores e 

foram excluídas já no início do procedimento. Sendo assim, obtivemos resultados de 

microarranjos de 236 pacientes. Desses 236 pacientes, 16  foram excluídos após a 

análise de controle de qualidade. Analisamos então, 220 pacientes quanto a presença 

de CNVs causais, sendo que 87 passaram em ambos os parâmetros de qualidade 

(MAPD ≤ 0,35 e Waviness ≤ 0,12) e foram analisados com o filtro de tamanho de no 

mínimo 100kb e 133 passaram em apenas um dos controles de qualidade e  foram 

analisados utilizando filtro de tamanho de no mínimo 300kb.    

Na  análise  utilizando  o  programa  ChaS  e  os  filtros  descritos  nos  métodos, 

observamos  2694  CNVs  em  todos  os  220  pacientes  (média  de  12,2  CNVs  por 

paciente). Selecionamos 115 CNVs raras em 76 pacientes, sendo que: 25 CNVs foram 

classificadas  como  provavelmente  benignas  por  não  possuírem  genes  em  suas 

extensões;  76  classificadas  como  VUS  pois  possuem  genes  com  função 

desconhecida, ainda não relacionados a doenças ou não sensíveis a dosagem; duas 

classificadas  como  provavelmente  patogênicas,  mas  não  causais,  pois  possuem 

genes  sensíveis  a  dosagem  mas  que  são  relacionados  somente  com  doenças 

recessivas; e 15 como patogênicas, sendo que duas são relacionadas a síndrome de 

Down e 13 possuem relação direta com os fenótipos. Essas 13 CNVs compreendem 

síndromes de deleção ou duplicação já conhecidas ou possuem genes relacionados 

a EEDs em sua extensão (Tabela 4).  

Após finalizar as duas análises, todas as CNVs encontradas no WES e CMA 

foram comparadas e, como já dito anteriormente, três CNVs encontradas no WES se 

confirmaram  também  no  CMA  (pacientes  132,  239  e  310).  Essas  CNVs  foram 

excluídas pelos filtros de tamanho aplicados, sendo assim, foram adicionadas duas 

análises  complementares:  análise  das  CNVs  de  todos  os  pacientes  sem  filtro  de 

tamanho levando em conta a presença de genes relacionados às EEDs; e análise dos 

16 pacientes anteriormente excluídos utilizando filtro de tamanho de 300Kb. Porém, 

em ambos os casos, nenhuma outra CNV além das três detectadas pelo exoma foi 

selecionada.  Isso não quer dizer que não haja variantes causais nesses pacientes, 

pois não podemos confiar na qualidade desses microarranjos.  
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As validações das CNVs ainda estão em andamento, e se fazem necessárias, 

principalmente  para  as  CNVs  menores  que  1Mb.  Os  dois  casos  de  CNVs  mais 

interessantes que encontramos e que envolvem rearranjos cromossômicos já foram 

validados nos pacientes e nos pais e estão descritos a seguir. 

Tabela 4:CNVs patogênicas causais selecionadas a partir da análise de CMA. Genes OMIM corresponde ao número de genes 
envolvidos na CNV já associados a doenças presentes no banco de dados do OMIM. ID: número de identificação do paciente. 

ID  Variante  Genes 
OMIM  Tamanho  Consequência  Fenótipo 

63  arr[hg19] 15q11.2q13.1(23282799_28445135)x1  19  5,2Mb  Síndrome de Angelman  EED 
indeterminada 

67  arr[hg19] 15q11.1q13.2(20016316_30764615)x4                             
arr[hg19] 15q13.2q13.3(30775982_32876972)x3  36  12,9Mb  Tetrassomia parcial do cromossomo 

15 
EED 

indeterminada 

74  arr[hg19] 16p11.2(29580611_30226931)x1  23  646,3Kb  Síndrome de deleção 16p11.2  EED 
indeterminada 

104  arr[hg19] 13q12.3q13.1(29626643_33600755)x1  13  4Mb  Síndrome de deleção 13q12.3  EED 
indeterminada 

134  arr[hg19] 1p36.33p36.32(564621_4105141)x1  53  3,5Mb  Síndrome de deleção 1p36  EED 
indeterminada 

144  arr[hg19] 16p13.3(85815_4021612)x3                 
arr[hg19] 22q13.33(50275935_51234443)x1 

121              
29 

3,9Mb     
958,5Kb 

Translocação desbalanceada entre 
os cromossomos 16 e 22 

Síndrome de 
Lennox­Gastaut 

176  arr[hg19] 16p12.2(21807855_22558797)x1  3  750,9Kb  Síndrome de microdeleção 16p12.2  Síndrome de 
Lennox­Gastaut 

195  arr[hg19]13q32.1q33.2(97908422_105183839)x3  22  7,3Mb 
Associada a doenças que causam 

atraso do desenvolvimento e 
epilepsia 

Síndrome de 
Lennox­Gastaut 

250  arr[hg19] 15q11.1q11.2(20577500_23487534)x1  6  2,9Mb  Região da síndrome de 
microdeleção 15q11.2 

EED 
indeterminada 

254 
arr[hg19] 15q11.2q13.2(22751668_30668572)x3     

arr[hg19] 16p13.12p13.11(14777381_16290495)x3            
arr[hg19] 22q11.21(18876416_21567219)x3 

27               
11               
40 

7,9Mb                        
1,5Mb                         
2,7Mb 

Síndrome de duplicação 15q11.2     
Síndrome de microduplicação 16p13    

Síndrome de duplicação 22q11 

EED 
indeterminada 

 

No  caso  do  paciente  67,  havia  suspeita  de  um  cromossomo  marcador 

supranumerário  devido  a  presença  de  duas  grandes  CNVs  na  região  proximal  do 

cromossomo  15.  Trata­se  de  uma  região  de  imprinting  instável  conhecida  pela 

recorrência  de    rearranjos  devido  à  presença  de  DNA  repetitivo93.  Esse  tipo  de 

cromossomo, conhecido como invdup(15) ou idic(15), já é amplamente conhecido na 

literatura.  Foi  descrito  pela  primeira  vez  em  1977  por  Van  Dyke  et  al.,  e  está 

relacionado  a  diferentes  fenótipos  que  incluem  hipotonia,  ADNPM,  deficiência 

intelectual,  epilepsia  e  comportamento  autista94,95.  Nosso  paciente  apresenta 

epilepsia  refratária  com  CTCG,  Miastenia Gravis  Ocular, micronefrolitíase  bilateral, 

ADNPM  com  piora  após  início  das  crises,  deficiência  intelectual  e  transtorno  do 

espectro  autista,  entre  outras  características  clínicas.  O  cariótipo  do  paciente 

apresentou  47  cromossomos,  sendo  o  cromossomo  adicional  um  isocromossomo 

dicêntrico derivado do cromossomo 15, com ponto de quebra em q11.2  (Figura 8). 
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Este  cromossomo  derivado  contém  dois  braços  curtos  do  cromossomo  15  e  duas 

cópias da região proximal do braço longo do 15, resultando em tetrassomia parcial do 

braço longo do 15 (47,XY,+idic(15)(q11.2)). A mãe do paciente relatou que sofreu três 

abortos e o óbito de uma  filha de um ano e quatro meses antes do paciente aqui 

descrito,  porém,  os  pais  apresentaram  cariótipos  normais  e  esse  cromossomo 

adicional, muito provavelmente, foi gerado durante a formação de gametas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No caso do paciente 144, devido às duas alterações encontradas serem nas 

porções  terminais  dos  cromossomos,  havia  a  suspeita  de  uma  translocação 

desbalanceada entre os cromossomos 16 e 22. Essa translocação foi confirmada por 

cariótipo  e  FISH  no  paciente  e  nos  pais  onde  foram  analisadas  20  metáfases  em 

ambos  os  métodos.  No  cariótipo  do  paciente  é  possível  observar  um  excesso  de 

material genético no braço longo do cromossomo 22. O método de FISH do paciente 

revelou um cromossomo 22 derivado de uma translocação entre os cromossomos 16 

e  22,  com  pontos  de  quebra  em  p13.3  e  q13  respectivamente.  No  cromossomo 

derivado  22  foi  observado  um  sinal  para  a  sonda  da  região  22q11.2  (TUPLE1, 

Abbott®), ausência de sinal para a sonda da região terminal 22q13 (ARSA, Abbott®) 

e  um  sinal  para  a  sonda  da  região  terminal  16p13.3  (121I4, Cytocell  Aquarius®). 

Concluiu­se  que  existe  um  rearranjo  cromossômico  desequilibrado  causado  pela 

translocação, resultando em monossomia parcial 22q13 e trissomia parcial 16p13.3 

Figura 8: Cariótipo do paciente 67 com resultado 47,XY,+idic(15)(q11.2). A seta 
evidencia o cromossomo adicional idic(15). 
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Figura 9: (A) Cariótipo do paciente 144 com resultado 46,XY.ish der(22)t(16;22)(p13.3;q13)(TUPLE1+,ARSA-,121I4+). A seta 
mostra o material adicional em 22q. (B) Análise de FISH em metáfase do paciente mostrando três sinais para 16p13.3 

(verde). (C) Análise de FISH em metáfase do paciente mostrando um sinal para a região 16p13.3 (verde), dois sinais para 
região 22q11.2 (vermelho) e nenhum sinal para a região 22q13. 

[46,XY.ish der(22)t(16;22)(p13.3;q13)(TUPLE1+,ARSA­,121I4+); Figura 9]. O método 

de FISH no pai revelou uma translocação entre os cromossomos 16 e 22, com pontos 

de  quebra  em  p13.3  e  q13  respectivamente.  No  cromossomo  derivado  16  foi 

observado um sinal para a sonda da região terminal 22q13 (ARSA). No cromossomo 

derivado  22  foi  observado  um  sinal  para  a  sonda  da  região  22q11.2  (TUPLE1)  e 

ausência de sinal para a sonda da região terminal 22q13 (ARSA), resultando em uma 

translocação  cromossômica  equilibrada  entre  os  cromossomos  16  e  22  [46,XY.ish 

t(16;22)(p13.3;q13)(  ARSA+;TUPLE1+,ARSA­);  Figura  9].  A  mãe  do  paciente 

apresentou  cariótipo  normal  e  o  FISH  revelou  dois  sinais  para  a  sonda  da  região 

22q11.2 e dois sinais para a sonda da região 22q13 em ambos os cromossomos 22 

[46,XX.ish 22q11.2(TUPLE1×2)22q13(ARSA×2), Figura 10].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A  deleção  na  região  terminal  do  cromossomo  22  está  relacionada  com  a 

síndrome  de  Phelan  McDermid  que  pode  ser  causada  por  deleção  terminal  ou 

subtelomérica,  translocações  balanceadas  ou  não  balanceadas,  cromossomo  em 

anel,  ou  mosaicismo  dessas  anormalidades.  De  acordo  com  a  base  de  dados  do 

OMIM, essa síndrome está associada a hipotonia congênita, distúrbios de deglutição, 

hiporreflexia,  alterações  de  marcha,  dismorfismos,  atraso  e/ou  involução  do 
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A 

C 

B 

D 

Figura 10: (A) Cariótipo do pai do paciente 144 com resultado 46,XY.ish t(16;22)(p13.3;q13)( ARSA+;TUPLE1+,ARSA-
). (B) FISH do pai mostrando um sinal para a região 22q13 no cromossomo derivado 16 (verde) e um sinal para a 

região 22q11.2 (vermelho) e ausência de sinal para a região 22q13 no cromossomo derivado. (C) Cariótipo normal 
da mãe com resultado 46,XX. (D) FISH normal da mãe mostrando dois sinais para a região 22q11.2 (vermelho) e 

dois sinais para a região 22q13 (verde) em ambos os cromossomos 22. 

desenvolvimento  neuropsicomotor  global,  deficiência  intelectual,  transtorno  do 

espectro  autista,  crises  epilépticas,  insensibilidade  a  dor,  alterações  renais  e 

cardiovasculares,  etc.  Nosso  paciente  apresenta  epilepsia  de  difícil  controle  com 

CTCG e foi diagnosticado com LGS precedida de WS. Além disso, apresenta hipotonia 

global  com  coréia,  hiperelasticidade,  ADNPM,  distúrbio  de  sucção  e  deglutição, 

hipotireoidismo, entre outras características clínicas  sendo, o  fenótipo do paciente, 

compatível  com  a  síndrome  de  Phelan  McDermid  e  com  esse  tipo  de  rearranjo 

cromossômico complexo. Uma translocação especificamente entre os cromossomos 

16 e 22 já foi descrita em 2015 por Fontes et al., coincidentemente também em um 

paciente do HC­UNICAMP, porém, a paciente do estudo apresentava uma duplicação 

no  cromossomo  16  maior  e  uma  deleção  no  cromossomo  22  menor  do  que  as 

apresentadas  por  nosso  paciente.  Essa  paciente  apresentou  microcefalia, 

dismorfismos, problemas gastrointestinais, anomalias vasculares, ADNPM, atraso de 

fala e problemas cardíacos e renais96. 
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A análise ROH revelou nove pacientes com regiões de homozigose maiores 

que 10Mb (Tabela 5). Sete pacientes possuem mais de 1% do genoma autossomo 

composto por regiões de homozigose com 10Mb de tamanho ou mais, e quatro deles 

possuem essas ROHs distribuídas por todo o genoma (pacientes 16, 128, 248 e 251), 

o que é característica de consanguinidade ou identidade por descendência. A maior 

porcentagem (26,06%), presente no paciente 251 é representativa de uma família com 

consanguinidade  frequente  ou  entre  parentes  de  primeiro  grau97.  Nos  outros  três 

casos (pacientes 58, 76 e 97), apesar de possuírem porcentagem maior que 1%, não 

há indicação de consanguinidade ou identidade por descendência, pois as ROH não 

estão  distribuídas  por  todo  o  genoma  e  são  concentradas  em  apenas  alguns 

cromossomos,  o  que  pode  ser  resultado  de  dissomia  uniparental  segmentar98.  A 

paciente 31 do sexo feminino possui uma grande ROH no cromossomo X, porém, é 

comum  encontrar  um  aumento  de  ROH  nesse  cromossomo  devido  a  sua  taxa  de 

recombinação  limitada.  Além  disso,  pessoas  do  sexo  masculino  são  sempre 

hemizigotos98. 

Essas  regiões  foram analisadas no WES para  identificação de variantes em 

homozigose para doenças autossômicas recessivas e isso foi possível em apenas um 

paciente.  O  paciente  16  possui  4,36  de  seu  genoma  autossomo  em  homozigose, 

sendo que a consanguinidade de seus progenitores também foi declarada pela família. 

Neste caso, na análise de WES através da plataforma Varstation, encontramos uma 

variante  em  homozigose  no  gene  NSUN2  que  está  relacionado  a  deficiência 

intelectual que pode ser acompanhada de epilepsia. Essa variante está localizada em 

uma  dessas  ROHs  no  cromossomo  cinco.  Em  outros  seis  pacientes  foi  possível 

realizar o diagnóstico genético, mas nenhuma das variantes está localizada na ROH, 

estando todas em heterozigose. Nos cinco pacientes restantes não foram encontradas 

variantes causais, mesmo após análise dessas ROHs.  

 

Taxa de Diagnóstico Genético 

Para  fins  comparativos,  separamos  os  tipos  de  análises  realizados  aqui  em 

análise padrão e análise otimizada. A análise padrão de WES e CMA consiste em 

utilizar  um  programa  para  filtrar  e  priorizar  as  variantes  encontradas  e  depois 

selecionar as variantes patogênicas e provavelmente patogênicas que tenham relação 
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com o fenótipo. Já a análise otimizada, consistiu em utilizar outros tipos de análises 

nos dados de WES, principalmente nos pacientes em que não foi possível encontrar 

uma causa genética, para aumentar a taxa de DG em nossos pacientes. Para  isso 

realizamos a análise sem filtros com o programa Varstation, realizamos a chamada 

de CNVs a partir dos dados de WES e realizamos análise de segregação em variantes 

de significado incerto cuja classificação seria alterada para provavelmente patogênica 

se fossem não herdadas, ou seja, de novo.  

 

Tabela 5:Pacientes que apresentaram grandes regiões de homozigose na análise de CMA. ID - número de identificação do 
paciente; LOH: Perda de heterozigose. 

ID  Sexo  Diagnóstico Genético 
através de WES  Regiões de LOH  % de LOH 

Autossomos  Fenótipo 

16  M  NSUN2:c.2035G>A  Consanguinidade  4,36  Síndrome de 
Lennox­Gastaut 

17  F  SCN1A:c.602+1G>A  arr[hg19] 10q21.1q22.1(54715100_70608911)x2 hmz     
arr[hg19] 10q22.1q23.1(73435426_85459984)x2 hmz  0,92  Síndrome de 

Dravet 

31  F  SCN1A:c.5701C>T  arr[hg19] Xp11.4q23(39605561_113497351)x2 hmz  0  Síndrome de 
Dravet 

33  F  SCN1A:c.5456_5458delAGT  arr[hg19] 7q22.3q33(106012679_135619612)x2 hmz  0,98  Síndrome de 
Dravet 

58  F  −  arr[hg19] 7q31.32q36.1(122485983_150496416)x2 hmz    
arr[hg19] 9q33.1q34.11(121363428_132926691)x2 hmz  1,31  EED 

indeterminada 

76  F  − 

arr[hg19] 3q13.11q22.1(104031239_132647420)x2 hmz   
arr[hg19] 8q12.3q13.3(62826793_73577554)x2 hmz 
arr[hg19] 11p14.3p13(24804459_35032596)x2 hmz 

arr[hg19] 15q25.1q26.1(79950522_92933859)x2 hmz 

2,07  EED 
indeterminada 

97  M  − 

arr[hg19] 1p21.2p13.2(101203113_111854120)x2 hmz 
arr[hg19] 9p22.2p13.1(18497828_39213995)x2 hmz 
arr[hg19] 12q15q22(70937094_93476695)x2 hmz 

arr[Hg19] 18p11.21q21.1(11283157_47016787)x2 hmz 

2,97  Síndrome de 
Dravet 

99  M  NPRL2:c.883C>T  arr[hg19] 14q24.2q31.3(70650867_85973847)x2 hmz  0,50  Síndrome de 
Lennox­Gastaut 

128  M  −  Consanguinidade  4,20  EED 
indeterminada 

149  M  KCNT1:c.2944­2A>C  arr[hg19] 14q23.1q31.3(58473958_85984782)x2 hmz  0,91  EED 
indeterminada 

248  M  −  Consanguinidade  13,50  EED 
indeterminada 

251  F  KCNQ2:c.790T>C  Consanguinidade  26,06  EED 
indeterminada 

 

Utilizando  a  análise  padrão,  foi  possível  realizar  o  DG  em  73  pacientes 

utilizando WES e em 10 pacientes utilizando CMA. Considerando as duas técnicas 

combinadas foi possível encontrar uma causa genética em 83 ou 34,7% dos pacientes 

em  nossa  casuística.  Quando  adicionamos  os  resultados  da  análise  otimizada  de 

WES aumentamos em 10 o número de pacientes com DG. Sendo assim, foi possível 
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o DG em 89 pacientes utilizando somente WES e em 10 pacientes utilizando CMA. 

Somando as duas técnicas combinadas e todas as análises que foram realizadas, foi 

possível encontrar uma causa genética em 93 ou 38,9% dos pacientes. Esse número 

representa uma alta taxa de DG para essas doenças considerando a nossa coorte e 

foi atingido devido a análise otimizada realizada nesse trabalho. As taxas de DG de 

ambas  as  técnicas  separadas  e  combinadas  utilizando  análise  padrão  +  análise 

otimizada podem ser observadas na Tabela 6. 

 

Tabela 6: Taxa de diagnóstico genético dos 239 pacientes com EEDs de acordo com a técnica utilizando a análise padrão + 
análise otimizada. 

 

 

Na Tabela 7 podemos observar as taxas de DG em outros estudos que variam 

de acordo com o número,  fenótipo e critérios de  inclusão dos pacientes, o  tipo de 

técnica  usada e  método  do  teste,  o  número  de  genes  analisados  no  painel,  etc63. 

Separamos esses estudos em quatro grupos: primeiro podemos observar as taxas de 

DG  em  estudos  que  avaliaram  painéis  gênicos;  em  segundo  temos  estudos  que 

avaliaram somente WES ou sequenciamento de genoma completo (WGS); o terceiro 

grupo  reúne  quatro  estudos  que  utilizaram  técnicas  de  detecção  de  variantes  de 

sequência e estruturais combinadas; e o último grupo reúne estudos que analisaram 

somente CNVs utilizando WES e/ou CMA.  

As taxas de DG na literatura utilizando painéis, variam de 10 a 48,5%, porém, 

cada estudo deve ser analisado dentro de seu contexto. Na coorte  com 48,5% de 

diagnóstico, por exemplo, foi analisado painel de 265 genes em 33 pacientes sendo 

que dez deles possuíam história familiar de epilepsia, o que faz com que seja mais 

provável encontrar uma variante pois ela segrega junto com a doença nos indivíduos 

afetados  da  família,  que  também  foram  analisados99.  Em  outro  caso  analisando 

também  painel  de  67  genes,  o  mesmo  foi  observado:  foi  possível  obter  47%  de 

diagnóstico em 19 pacientes, sendo oito deles com histórico familiar100. Outros artigos 

Nº Pacientes por Técnica 
% Pacientes com DG 

SNP/Indel  CNV  Total 

WES  234  33,8  4,7  38 
CMA  236  −  4,6  4,6 
Total  239  33  6,3  38,9 
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utilizando  painéis  avaliaram  de  28  a  500  pacientes  com  epilepsias  e  doenças  do 

neurodesenvolvimento e obtiveram de 10 a 34,7% de sucesso no diagnóstico,  isso 

devido ao baixo número de genes (de 38 a 71 genes) utilizados nos painéis84,86–88,101.  

Utilizando WES, as taxas de DG variam de 11 a 72%. Os estudos com altas 

taxas de DG analisaram um baixo número de pacientes (de 10 a 71 pacientes43–45) e 

muitos indivíduos possuíam malformações cerebrais, microcefalia e dismorfismos. Os 

estudos  que  combinaram  técnicas  de  detecção  tanto  de  variantes  de  sequência 

quanto de variantes estruturais atingiram uma taxa de DG de 15,4 a 31,7%, sendo 

mais próximas da atingida em nosso trabalho, porém, ainda mais baixas84,90,102. 

Quanto ao poder de diagnóstico das CNVs, a taxa de DG na literatura varia de 

4,8  a  28%46–48,103,104.  Aqui  também  precisamos  considerar  cada  coorte 

individualmente  para  entender  a  seleção  de  pacientes  e  os  vieses  envolvidos  que 

influenciam significativamente as  taxas observadas. No estudo que atingiu 28% de 

DG, eles mesmos chamam a atenção para um viés de verificação que pode estar 

influenciando os resultados104.  

O  WES  apresentou  o  maior  rendimento  diagnóstico,  porém,  o  uso  de  CMA 

conseguiu adicionar quase cinco pontos percentuais a esse rendimento e, portanto, 

deve ser também considerado na investigação da etiologia genética das EEDs. Por 

outro lado, a análise de CMA encontrou um maior número de CNVs causais do que a 

análise por WES, pois, na análise com WES foram usados filtros mais restritos, onde 

apenas  CNVs  que  continham  genes  já  relacionados às  EEDs  foram  analisadas. A 

análise  de  CNV  usando  WES  foi  usada  como  uma  análise  complementar  nesse 

trabalho e se mostrou eficiente para aumentar o poder de diagnóstico do WES. Porém, 

muita informação é perdida quando se utiliza um painel de genes como filtro na análise 

de CNVs. 

Em  relação  ao  sexo  dos  pacientes,  foi  possível  diagnosticar  geneticamente 

43,1% das pacientes do sexo  feminino e 35,4% dos pacientes do sexo masculino. 

Segundo teste de Fisher, não houve diferença estatisticamente significativa entre os 

sexos  (p= 0,2333).  Em  relação  aos  subtipos  de  EEDs,  não  observamos  nenhuma 

relação genótipo­fenótipo com exceção do gene SCN1A para síndrome de Dravet. 

Lembrando que nossa análise aqui foi apenas observacional. 
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Tabela 7: Taxas de diagnóstico genético (DG) em diferentes estudos com pacientes com epilepsias de início precoce ou da 
infância. WES – sequenciamento completo do exoma; WGS – sequenciamento completo do genoma; CMA – análise de 

microarranjos cromossômicos; MLPA – amplificação multiplex de sondas dependente de ligação; CNV – variante de número 
de cópia. 

Estudo  População  Nº 
Pacientes  Fenótipos  % de DG 

(Referência) 
Painel 65 genes  EUA  500  Encefalopatias Epilépticas  1088 

Painel 38­327 genes  Canadá  93  Encefalopatias Epilépticas  12,787 

Painel 38­53 genes  EUA  28  Epilepsias  21,4101 

Painel 35 genes  Japão  53  EE de Início Precoce  23105 

Painel 71 genes  Austrália  105  Encefalopatias Epilépticas  28,586 

Painel 172 genes  Coréia do Sul  150  EEDs  34,789 

Painel 67 genes  Itália  19  Epilepsias de Início Precoce  47100 

Painel 265 genes  Alemanha e Suíça  33  Epilepsias  48,599 

WES  EUA  264  Espasmos Infantis e LGS  1142 

WES  Itália  71  Adultos com EEDs  25,345 

WGS  Austrália  30  EEDs  50106 

WES  EUA  10  Encefalopatias Epilépticas  7043 

WES  Canadá  11  Epilepsias da Infância  7244 

Painel 70 genes    
CMA  EUA  8565  Epilepsia e Doenças do 

Neurodesenvolvimento  15,484 

WES                          
CMA  Canadá  18                          

44  Espasmos Infantis  28                   
7102 

Painel >4600 genes           
MLPA  Índia  82  EEDs  31,790 

Painel 104 genes 
CMA 
WGS 

Escócia  390  Epilepsias da Infância  318 

CNV a partir de WES  EUA  349  Espasmos Infantis e LGS  4,8103 

CMA  EUA  805  Epilepsias  548 

CMA  EUA  315  Encefalopatias Epilépticas  7,946 

CMA  Noruega  21  LGS  1947 

CNV a partir de WES 
e CMA  China  100  Deficiência Intelectual e 

Epilepsia  28104 

 

  Observamos  também  que  os  pacientes  com  grandes  CNVs  que  envolvem 

muitos genes apresentam quadros mais complexos do que pacientes com variantes 

patogênicas de sequência (SNVs ou indels) ou CNVs pequenas que envolvem poucos 

genes. Esses pacientes apresentam quadros mais sindrômicos devido à somatória de 

efeitos  de  cada  gene  deletado  e/ou  duplicado.  Pacientes  com  rearranjos 

cromossômicos  complexos,  como  os  casos  de  cromossomo  isodicêntrico  e 

translocação aqui apresentados, apresentam quadros ainda mais graves do que os 

pacientes com variantes de sequência, CNVs pequenas que envolvem poucos genes 

e CNVs grandes, mas que envolvem somente uma região de um cromossomo. Esses 

achados podem ser muto úteis para priorizar e otimizar a indicação de testes genéticos 
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na  prática  clínica,  visando  o  melhor  custo­benefício  para  os  pacientes  e  para  os 

serviços e planos de saúde. Quando há suspeita de causa genética e as outras causas 

já  foram  descartadas  após  exames  específicos,  para  pacientes  com  quadros 

sindrômicos  envolvendo  má  formações,  dismorfismos,  ADNPM  e/ou  problemas 

neuropsiquiátricos, por exemplo, a análise de CNVs por CMA tem grande chance de 

ser eficiente para p DG107. Já pacientes sem essas características e com suspeita de 

doença  monogênica  de  causa  desconhecida  são  elegíveis  para  teste  de  WES  ou 

painéis multigênicos. Porém, alguns autores sugerem que, após triagem diagnóstica 

inicial  (envolvendo  EEG,  exame  de  ressonância  magnética,  triagem  de  doenças 

metabólicas)  os  pacientes  que  não  possuem  diagnóstico  devem  ser  indicados 

diretamente para exame de painel ou WES, incluindo a chamada de CNVs. Se após 

WES ou painel não for possível o DG, então o CMA seria indicado. Se mesmo após 

CMA não houver DG, outras estratégias podem ser usadas, como WGS, reanálises e 

reinterpretações  periódicas  dos  exames  já  realizados,  avaliar  mutações  dos  tipos 

repetição  e  expansão,  sequenciamento  de  genoma  mitocondrial,  variantes 

epigenéticas, etc85. Pacientes com suspeita de causa monogênica conhecida ainda 

podem se beneficiar do sequenciamento de gene único, como o caso do gene SCN1A 

na síndrome de Dravet, por exemplo. Com o avanço das  técnicas e programas de 

processamento e chamada de variantes, tem sido cada vez mais viável a detecção de 

CNVs a partir de WES e, preferencialmente de WGS. Por enquanto CMA continua 

sendo o padrão ouro para detecção de CNV, mas a ideia de se fazer apenas um teste 

abrangendo o maior número de possibilidades em termos de identificação de variantes 

causais está cada vez mais próxima. 

Quando analisamos as taxas de DG em relação aos países (Tabela 8), Peru 

teve o maior rendimento com 50% dos pacientes diagnosticados, sendo que a maior 

parte do diagnóstico foi possível no grupo de EED indeterminadas. Em segundo lugar 

com maior DG temos o Chile, seguido por Brasil, Honduras e Argentina. Honduras 

apresentou uma alta taxa de DG, porém, deve­se considerar o viés causado pelo baixo 

número de pacientes analisados  (N=3).  Nos pacientes do Uruguai não  foi possível 

obter DG, porém, apenas quatro pacientes foram analisados e dois deles possuem 

variantes em potencial que ainda necessitam serem validadas. No grupo da Argentina 

estão os oito pacientes com EMES, mas o DG não foi possível em nenhum deles. O 

padrão de POCS observado no EEG desses pacientes é apresentado  também por 
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crianças com epilepsias estruturais ou metabólicas associadas a diferentes tipos de 

lesões cerebrais que podem estar relacionadas a causas genéticas, mas também a 

etiologias  desconhecidas.  Além  disso,  tanto  as  crises  quanto  o  padrão  de  POCS 

podem desaparecer com o tempo na maioria dos pacientes e, enquanto que o POCS 

desaparece  por  volta  da  puberdade,  o  desaparecimento  da  epilepsia  e  os  danos 

cognitivos  dependem  da  etiologia108.  Na  seleção  de  pacientes  do  HC­UNICAMP, 

pacientes com EMES não foram incluídos, por isso, esses oito pacientes podem estar 

baixando a nossa taxa de DG. 

Tabela 8:Taxas de diagnóstico genético (DG) dos pacientes em relação ao país de origem. 

 

De todos os pacientes com DG, 51,6% possui variantes em genes ou regiões 

com possíveis abordagens terapêuticas, o que é um ponto muito importante quando 

falamos em medicina de precisão. Em mais da metade dos pacientes diagnosticados 

é possível realizar uma intervenção clínica, mudando e personalizando o tratamento 

para melhora das crises e da vida dos pacientes. O que demonstra, mais uma vez, a 

utilidade e aplicabilidade dos testes genéticos e a  importância da realização de um 

DG o mais cedo possível em pacientes com EEDs. Os genes/diagnósticos para os 

quais há evidências de terapia de precisão, até o presente momento, em nossa coorte 

foram:  CDKL5,  GAMT,  KCNQ2,  NPRL2,  PCDH19,  PRRT2,  SCN1A,  SLC6A1, 

STXBP1 e InvDup1563,85,109–111. 

É importante ressaltar que a relação genótipo­fenótipo foi muito bem estudada 

em  todos  os  pacientes  através  de  discussões  periódicas  com  nosso  grupo  de 

especialistas da FCM­UNICAMP. As variantes encontradas foram relacionadas com 

os  históricos  presentes  nos  prontuários  dos  pacientes  para  seleção  das  variantes 

causais ou exclusão de variantes que não eram condizentes com os fenótipos. 

País Nº de Pacientes Nº Pacientes com DG % Pacientes com DG 

Brasil 146 61 41,8 

Argentina 57 17 29,8 

Chile 15 7 46,7 

Peru 14 7 50 

Uruguai 4 0 0 

Honduras 3 1 33,3 

Total 239 93 38,9 
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O cenário aqui apresentado ainda pode sofrer alterações conforme o avanço 

das  validações.  Consideramos  aqui  somente  as  variantes  patogênicas  e 

provavelmente  patogênicas  já  validadas  ou  que  apresentaram  altas  coberturas, 

profundidades  e  parâmetros  de  qualidade  adequados.  Ainda,  a  ausência  de 

diagnóstico molecular no restante dos pacientes não quer dizer que não haja variantes 

genéticas relacionadas ao fenótipo nesses indivíduos. Isso só ressalta a importância 

da aplicação de novas abordagens de análises, como a análise de novos genes que 

possam estar relacionados as EEDs e/ou análises que  levem em conta um tipo de 

herança complexa.  

 

Análise de Regressão Logística 

  Para essa análise foram usados os pacientes com dados pareados, ou seja, 

pacientes  que  possuem  dados  de  WES  e  CMA  ao  mesmo  tempo.  Assim,  foram 

usados inicialmente 208 pacientes, 203 controles e 914116 variantes. Após os filtros, 

as análises foram realizadas com 178 pacientes, 179 controles e 125796 variantes, 

sendo 105 pacientes do grupo sem DG e 73 pacientes no grupo com DG. 

As  distribuições  entre  os  grupos  foram  comparadas  e  apresentadas  em 

Gráficos Quantil­Quantil (QQ) que podem ser observados na Figura 11. Os gráficos, 

bem como os valores de lambda, indicam uma boa qualidade dos dados, ou seja, não 

há evidência de estruturação dentro dos grupos. O desvio da distribuição esperada do 

p­valor é evidente apenas na área da cauda, com lambdas próximos a um, sugerindo 

que a estratificação da população foi adequadamente controlada. 

Os SNPs associados em cada grupo podem ser observados na Tabela 9. Na 

análise  de  regressão  logística  com  variantes  comuns,  três  SNPs  (rs10962384, 

rs10786907 e rs12327363) ultrapassaram o primeiro valor de  referência (­log10(1e­

05) = 5) para o grupo total de pacientes, como podemos ver na Figura 12a, estando 

possivelmente associados a doença. Quando analisado o grupo com DG (Figura 12b) 

o único SNP com possível associação é o rs10962384 que também aparece no grupo 

total. Esse parece ser um SNP com uma associação mais  robusta que pode estar 

influenciando o grupo de pacientes totais. 
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Figura 11: Gráficos QQ: O eixo Y mostra os valores de -log10 P observados, e o eixo X mostra os valores de -log10 P esperados. Cada SNP é 
representado por um ponto preto, e a linha vermelha indica a hipótese nula de não haver uma associação verdadeira. O desvio da distribuição 

esperada do p-valor é evidente apenas na área da cauda, com lambdas próximos a 1, sugerindo que a estratificação da população foi adequadamente 
controlada. (A) Gráfico QQ do grupo total de pacientes com lambda de 1,108. (B) Grafico QQ de pacientes com diagnóstico genético (DG) e lambda de 

1,109. (C) Gráfico QQ de pacientes sem diagnóstico genético e lambda de 1,109. 
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Tabela 9: SNPs associados a cada grupo mostrando suas posições, grupo em que estão associados e genes em que estão 
localizados. Chr: Cromossomo; Ref: Alelo de referência; Alt: Alelo alternativo. 

Chr  Posição  SNP  Ref  Alt  p­valor  Grupo  Gene  Tipo do 
Gene 

6  98159736  rs9374755  T  C  0.000005  Sem DG  LOC101927314  Gene de RNA 

9  16336600  rs10962384  A  G  0.000007  Total/Com DG  C9orf92  Gene de RNA 

10  83908249  rs10786907  T  G  0.000009  Total  NRG3  Intrôn 

18  11410757  rs12327363  T  C  0.000006  Total  LINC01928  Gene de RNA 

 

Quando analisamos somente o grupo de pacientes sem DG, apenas um SNP 

(rs9374755) ultrapassou o valor de  referência, estando associado a esse grupo de 

pacientes  (Figura  12c)  e,  possivelmente  associado  a  doença,  sendo  um  SNP 

candidato para a análise de herança complexa. Esse SNP está localizado em um gene 

de RNA (LOC101927314) categorizado como RNA longo não codificante (lncRNA). 

Tratam­se de RNAs com mais de 200pb que possuem papel essencial na regulação 

da transcrição e estão envolvidos em diversos processos biológicos112,113. Não foram 

encontradas,  ainda,  publicações  sobre  esse  gene  específico,  porém,  a  expressão 

anormal  de  lncRNAs  ligados  à  epilepsia  tem  sido  observada  tanto  em  pacientes 

quanto em modelos animais. Devido à sua expressão no sistema nervoso e às suas 

funções  nos  processos  celulares,  uma  desregulação  ou  expressão  anormal  de 

lncRNAs pode causar um comprometimento da função e do desenvolvimento cerebral, 

o  que  leva  a  vários  distúrbios  neurodegenerativos  do  desenvolvimento,  como 

epilepsia, distúrbios do espectro do autismo, e doença de Alzheimer, porém, o papel 

funcional  dessas  moléculas  na  patogênese  dessas  doenças  ainda  está  sendo 

explorado114,115.  

É  importante  ressaltar  que  nenhum  SNP  ultrapassou  o  segundo  valor  de 

referência  (­log10(5e­08)  =  7.30103),  que  seria  o  mais  confiável  para  indicar 

associação. O que podemos sugerir aqui é que existe uma diferença entre os SNPs 

comuns  encontrados  entre  os  grupos  com  e  sem  DG  quando  comparados  aos 

controles  normais,  ou  seja,  o  grupo  dos  pacientes  sem  diagnóstico  apresenta 

características diferentes  dos grupos  controle  e  com  diagnóstico,  o  que  seria  uma 

evidência de que outro tipo de herança, que não a monogênica, pode estar envolvido 

nesse grupo de pacientes. 
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Figura 12: Gráficos de Manhattan obtidos a partir da análise de regressão logística. O eixo Y mostra -log10 dos p-valores, e o eixo X mostra as posições 
cromossômicas. A linha horizontal azul representa o valor de referência -log10(1e-05) = 5, e a linha horizontal vermelha representa o valor de referência -

log10(5e-08) = 7.30103. (A) Gráfico de Manhattan para o grupo total de pacientes mostrando os três SNPs de interesse que ultrapassaram o primeiro valor de 
referência. (B) Gráfico de Manhattan para o grupo de pacientes com DG mostrando o único SNP de interesse que ultrapassou o primeiro valor de referência. (C) 

Gráfico de Manhattan para o grupo de pacientes sem DG mostrando o único SNP de interesse que ultrapassou o primeiro valor de referência. 
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Análise de SKAT­O 

Nessa  análise  também  foram  usados  os  pacientes  com  dados  pareados, 

porém, após os filtros, as análises foram realizadas com 117 pacientes, 130 controles 

e 299598 variantes, sendo 152694 variantes raras e 82248 variantes ultrarraras. 

Quando  analisamos  conjuntos  de  variantes  por  gene,  só  encontramos 

evidências de associações significativas em todos os grupos quando foram analisadas 

as variantes ultrarraras (MAF = 0.0005), o que parece ser uma tendência desse tipo 

de análise, apesar de estarmos analisando doenças também raras.  

No  grupo  total  de  pacientes,  sete  genes  apresentaram  p­valor ≤ 0.05: 

CACNA1H, AHDC1, TBCD, HERC1, WWOX, PTPN23 e PCLO  (Tabela 10), sendo 

que seis deles também foram relacionados ao grupo de pacientes com DG (Tabela11). 

 

Tabela 10: Genes cujos grupos de variantes ultrarraras apresentaram p-valor significativo (p ≤ 0,05) no grupo total de 
pacientes. 

Gene  Doenças Associadas aos Genes  p­valor  Nº de SNPs 

AHDC1  EED, síndrome de Xia­Gibbs  0.006988838  19 
CACNA1H  EED, epilepsia de ausências infantil  0.004311538  34 

HERC1  Microcefalia, dismorfismos faciais e atraso psicomotor  0.014326329  21 
PCLO  Hipoplasia Pontocerebelar  0.044966164  25 

PTPN23  EED, epilepsia de início precoce refratária/ encefalopatia epilética 
e do desenvolvimento com hipomielinização e atrofia cerebral  0.027643194  18 

TBCD  Encefalopatia precoce progressiva com atrofia cerebral e 
agenesia de corpo caloso  0.008093057  26 

WWOX  EED, síndrome de West  0.016897373  16 
 

Identificamos grupos de variantes ultrarraras significativas nos genes LAMC3, 

PTPN23, TBCD, FASN, RELN, CREBBP, ASPM, SPTAN1, RYR3 e HERC1 para o 

grupo de pacientes sem DG (Tabela 12), sendo que sete desses genes são exclusivos 

para  esse  grupo.  Esses  sete  genes  candidatos  podem  conter  variantes  de 

predisposição às EEDss que estão, possivelmente, associadas a doença e devem ser 

consideradas  sob  a  perspectiva  de  análises  de  herança  complexa.  Dos  10  genes 

associados  a  esse  grupo,  seis  deles  já  foram  relacionados  às  EEDs,  sendo  que 

apenas  o  gene  TBCD  aparece  no  diagnóstico  genético  em  um  paciente  de  nossa 

casuística. 
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Tabela 11:Genes cujos grupos de variantes ultrarraras apresentaram p-valor significativo (p ≤ 0,05) no grupo de pacientes 
com DG. 

Gene  Doenças Associadas aos Genes  p­valor  Nº de SNPs 

AHDC1  EED, síndrome de Xia­Gibbs  0.001037311  19 
CACNA1H  EED, epilepsia de ausências infantil  2.10004E­05  34 

HERC1  Microcefalia, dismorfismos faciais e atraso psicomotor  0.009037844  21 
PCLO  Hipoplasia Pontocerebelar  0.044334276  25 

TBCD  Encefalopatia precoce progressiva com atrofia cerebral e 
agenesia de corpo caloso  0.051756669  26 

WWOX  EED, síndrome de West  0.019156085  16 
 

Tabela 12: Genes cujos grupos de variantes ultrarraras apresentaram p-valor significativo (p ≤ 0,05) no grupo de pacientes 
sem DG. * - genes exclusivos que só aparecem nesse grupo. 

Gene  Doenças Associadas aos Genes  p­valor  Nº de SNPs 

ASPM*  Microcefalia primária  0.045517718  15 

CREBBP*  EED, síndrome de Menke­Hennekam  0.032086627  16 

FASN*  EED  0.009504475  29 

HERC1  Microcefalia, dismorfismos faciais e atraso psicomotor  0.053036286  21 
LAMC3*  Malformações occipitais do desenvolvimento cortical  0.001417445  27 

PTPN23  EED, epilepsia de início precoce refratária/ encefalopatia epilética e 
do desenvolvimento com hipomielinização e atrofia cerebral  0.004014821  18 

RELN*  Lisencefalia e epilepsia de lobo temporal, familial e Lisencefalia  0.017928247  16 

RYR3*  EED  0.047068168  27 
SPTAN1*  EED, síndrome de West  0.045613193  10 

TBCD  Encefalopatia precoce progressiva com atrofia cerebral e agenesia 
de corpo caloso  0.006100143  26 

 

Após as análises de regressão logística e de SKAT­O, observamos que o grupo 

de  pacientes  com  diagnóstico  é  um  grupo  muito  bem  caracterizado  e  acaba 

influenciando o resultado quando o grupo de pacientes totais é analisado. Já o grupo 

de  pacientes  sem  diagnóstico,  por  ser  um  grupo  mais  heterogêneo,  possui  uma 

característica  diferente  dos  outros  grupos. Isso  seria  uma  evidência  de  que  pelo 

menos uma parte do efeito genético presente na etiologia das EEDs deve seguir um 

modelo complexo de herança.  

Para epilepsias em geral, a análise de regressão logística tem sido usada para 

predizer associações em termos de tratamentos, resposta à medicamentos, desfecho 

de cirurgias, etc. Já a análise de SKAT­O tem sido usada, principalmente em estudos 
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de farmacogenética. Por fim, é muito importante enfatizar que essa é a primeira vez 

que esses dois  tipos de abordagens  (regressão  logística e SKAT­O) são utilizados 

para explorar possíveis associações a níveis de variantes e de  genes causais nas 

EEDs  e  se  mostram  mais  adequadas  quando  analisamos  essas  doenças  pela 

perspectiva de herança complexa, como a herança poligênica, por exemplo. 

Apesar  de  não  ser  ainda  possível  aplicar  essas  análises  ao  diagnóstico 

genético de  rotina, nossos  resultados  indicam que uma etiologia genética deve ser 

considerada em pacientes com EED mesmo que resultados negativos sejam obtidos 

utilizando as técnicas genômicas de rotina.  

À medida que as compreensões acerca das causas genéticas das epilepsias e 

acerca das doenças genéticas de herança complexa e multifatorial se expandem, o 

conceito  e  o  uso  da  medicina  de  precisão  (incluindo  terapias  gene  especificas) 

também  continua  a  se  expandir,  aumentando  as  descobertas  genéticas  com 

possibilidade  de  intervenção  clínica  e,  acreditamos  que  as  EEDs  poderão  se 

beneficiar  desses  novos  conhecimentos  e  novos  métodos  de  análise  dos  dados 

genéticos. 
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CONCLUSÕES 
 

Foi  possível  obter  pacientes  com  caracterizações  clínicas  adequadas  e  foi 

possível realizar uma caracterização genética bem abrangente no grupo de pacientes 

com EEDs da América Latina. Seguindo a ordem dos objetivos específicos propostos, 

pontuamos as seguintes conclusões: 

•  Foi possível  reunir uma grande coorte com 275 pacientes com EEDs, sendo 

que a obtenção de amostras de DNA foi possível para 239 desses pacientes; 

•  Foi possível obter dados de WES para 234 pacientes e dados de CMA para 

236 pacientes, sendo que a taxa de perda de pacientes durante os processos foi 

muito baixa; 

•  Obtivemos  altas  taxas  de  DG  em  nossos  pacientes,  sendo  que  38%  foram 

diagnosticados  utilizando  somente  WES,  4,6%  foram  diagnosticados  utilizando 

somente  CMA,  e  38,9%  foram  diagnosticados  utilizando  ambas  as  análises 

combinadas; 

•  Encontramos  evidências  de  que  pelo  menos  uma  parte  do  efeito  genético 

presente na etiologia das EEDs deve seguir um modelo complexo de herança e, 

portanto,  uma  causa  genética  deve  ser  considerada  e  explorada  mesmo  nos 

pacientes  com  resultados  negativos  de  exames  que  utilizam  as  técnicas 

genômicas de rotina.  
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ANEXOS 

I.  Parecer do CEP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



75 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



76 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   



77 
 

II.  Termo de Consentimento 
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III.  Listas de Genes Usadas nas Análises 

 

 
Tabela 13: Lista EEDG contendo genes relacionados às EEDs 

AARS1  CAD  FARS2  HDAC4  MAPK10  PLPBP  SERPINI1  SZT2 

ADGRL2  CASK  FGF12  HNRNPU  MBD5  PNKP  SIK1  TBC1D24 

ADORA2A  CDKL5  FLNA  HOXD@  MECP2  PNPO  SLC19A3  TCF4 

ALG13  CHD2  FOLR1  IQSEC2  MEF2C  POLG  SLC1A2  TNK2 

AP3B2  CHRNA7  FOXG1  IRF2BPL  MTMR1  PRRT2  SLC25A22  TOR1A 

ARFGEF2  CLCN4  GABRA1  KCNA2  MTOR  PTPN23  SLC2A1  TRMT9B 

ARHGEF15  CNPY3  GABRB3  KCNH5  NECAP1  QARS1  SLC35A2  TRPM1 

ARHGEF9  CNTNAP2  GABRG2  KCNQ2  NEDD4L  RARS2  SLC35A3  TWNK 

ARX  CPA6  GNAO1  KCNQ3  NRG2  RB1  SLC9A6  UBA5 

ASAH1  CSNK1E  GRIA3  KCNQ5  OR10H2  RHOBTB2  SNAP25  VRK2 

ATP1A2  CYFIP2  GRIN1  KCNT1  PACS2  SCN1A  SPTAN1  WDR45 

ATP6V1A  DCX  GRIN2A  KCNT2  PCDH19  SCN1B  SRGAP2  YWHAG 

BRAT1  DOCK7  GRIN2B  KCTD3  PCDHG@  SCN2A  SRPX2  ZEB2 

CACNA1A  EEF1A2  GRIN2D  KCTD7  PIGA  SCN3A  STXBP1  ZMYND8 

CACNA1E  ENG  HADHB  KLF13  PIGQ  SCN8A  SYNGAP1  ZNF182 

CACNA2D2  ERBB4  HCN1  MAGI2  PLCB1  SEPSECS  SYNJ1   
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Tabela 14: Lista EG contendo genes relacionados às epilepsias em geral. 

 
AARS1  CDK5  EFHC1  GUF1  MBD5  PIGP  SERPINI1  TMTC3 

ACER3  CDKL5  EIF2S3  HACE1  MDH2  PIGQ  SGCE  TNK2 

ADAM22  CENPE  EMX2  HADHB  MECP2  PIGT  SHH  TOR1A 

ADGRG1  CENPJ  ENG  HCN1  MED17  PIK3R2  SIK1  TPP1 

ADGRL2  CERS1  EPM2A  HDAC4  MEF2C  PLAA  SIX3  TRIO 

ADGRV1  CHD2  EPRS1  HECW2  MFSD2A  PLCB1  SLC12A5  TRMT10A 

ADORA2A  CHRNA2  ERBB4  HERC1  MFSD8  PLEKHG2  SLC12A6  TRMT9B 

ADRA2B  CHRNA4  ERMARD  HEXA  MOCS1  PLPBP  SLC13A5  TRPM1 

ADSL  CHRNA7  EXOSC3  HEXB  MOCS2  PNKP  SLC19A3  TSC1 

AIMP2  CHRNB2  EXT2  HNRNPU  MPDZ  PNPO  SLC1A2  TSC2 

ALDH7A1  CILK1  FARS2  HOXD@  MTMR1  POLG  SLC20A2  TSEN15 

ALG13  CLCN2  FGF12  IER3IP1  MTOR  POLG2  SLC25A12  TSEN2 

AMPD2  CLCN4  FIG4  IQSEC2  NACC1  PPP1R15B  SLC25A22  TSEN54 

AMT  CLDN5  FLNA  IRF2BPL  NDE1  PPP3CA  SLC2A1  TUBA1A 

ANKLE2  CLN3  FOLR1  ITPA  NECAP1  PPT1  SLC35A2  TUBA8 

AP3B2  CLN5  FOXG1  KANSL1  NEDD4L  PRDM8  SLC35A3  TUBB2A 

ARFGEF2  CLN6  FRRS1L  KATNB1  NHLRC1  PRICKLE1  SLC45A1  TUBB2B 

ARHGEF15  CLN8  GABBR2  KCNA1  NPC1  PRICKLE2  SLC6A1  TUBB3 

ARHGEF9  CLP1  GABRA1  KCNA2  NPC2  PRRT2  SLC6A8  TUBG1 

ARV1  CLTC  GABRA2  KCNB1  NPRL2  PTCH1  SLC6A9  TWNK 

ARX  CNNM2  GABRA3  KCNC1  NPRL3  PTPN23  SLC9A6  UBA5 

ASAH1  CNPY3  GABRA5  KCNH5  NR4A2  QARS1  SMC1A  UBE3A 

ASPM  CNTN2  GABRB1  KCNJ10  NRG2  RAB11A  SMS  UFC1 

ATN1  CNTNAP2  GABRB2  KCNMA1  NRXN1  RARS2  SNAP25  UFM1 

ATP13A2  COL4A2  GABRB3  KCNQ2  NSDHL  RB1  SNIP1  VARS1 

ATP1A2  CPA6  GABRD  KCNQ3  NTRK2  RBFOX1  SPATA5  VPS53 

ATP6V1A  CPLX1  GABRG2  KCNQ5  NUS1  RELN  SPTAN1  VRK2 

ATP7A  CSNK1E  GAL  KCNT1  OCLN  RHOBTB2  SRGAP2  WASF1 

ATP8A2  CSTB  GAMT  KCNT2  OPHN1  ROGDI  SRPX2  WDR45 

BRAF  CTSD  GATM  KCTD17  OR10H2  RORB  ST3GAL3  WDR45B 

BRAT1  CYFIP2  GBA  KCTD3  OTUD6B  RPH3A  ST3GAL5  WDR62 

BSCL2  DCX  GCSH  KCTD7  PACS2  RTN4IP1  STAMBP  WDR73 

CACNA1A  DEAF1  GLDC  KIF11  PAFAH1B1  RTTN  STRADA  WWOX 

CACNA1D  DENND5A  GNAO1  KIF2A  PCDH12  SARS1  STX1B  XPR1 

CACNA1E  DEPDC5  GOSR2  KIF5C  PCDH19  SASS6  STXBP1  YWHAG 

CACNA1H  DHDDS  GPAA1  KLF13  PCDHG@  SCARB2  SUOX  ZEB2 

CACNA2D2  DIAPH1  GRIA3  LAMB1  PCLO  SCN1A  SYN1  ZMYND8 

CACNB4  DIP2A  GRIA4  LAMC3  PDHA1  SCN1B  SYNGAP1  ZNF182 

CAD  DLAT  GRIN1  LGI1  PDHX  SCN2A  SYNJ1   

CASK  DNAJC5  GRIN2A  LIAS  PDP1  SCN3A  SZT2   

CASR  DNM1  GRIN2B  LMNB2  PIGA  SCN8A  TBC1D24   

CCDC88A  DOCK7  GRIN2D  MAGI2  PIGC  SCN9A  TBCD   

CCDC88C  EEF1A2  GRN  MAPK10  PIGN  SEPSECS  TCF4   
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Tabela 15: Lista PG contendo genes potenciais para epilepsias. 

AAAS  BRCA2  COL6A2  F2  GRM3  KCNC4  MAN2A2  NONO  PTEN  SOBP 

AASS  BRD2  COL6A3  FADD  GRM4  KCND1  MANBA  NOTCH1  PTGS1  SON 

ABAT  BRWD3  COQ2  FAM111A  GRM5  KCND2  MAOA  NPC1L1  PTH  SOX2 

ABCC8  BSN  COQ4  FAN1  GRM6  KCND3  MAPRE2  NR2F1  PUF60  SOX5 

ABHD12  BSND  COQ6  FAR1  GRM7  KCNE1  MAPT  NRAS  PURA  SPR 

ACADS  C12orf57  COQ8A  FARP2  GRM8  KCNE2  MATN4  NRG3  PUS3  SPTLC2 

ACADSB  C18orf25  COQ9  FASN  GTPBP3  KCNE3  MBTPS2  NSD1  QDPR  SQSTM1 

ACMSD  C3  CORO1A  FASTKD2  GUCY1A1  KCNE4  MCCC1  NSD2  RAB18  SSR4 

ACO2  CACNA1B  COX10  FAT4  GYS1  KCNE5  MCCC2  NUBPL  RAB39B  ST7 

ACOT7  CACNA1C  COX6B1  FBXL4  HADHA  KCNF1  MCM8  OCA2  RAI1  ST8SIA2 

ACOX1  CACNA1F  COX8A  FBXO28  HAX1  KCNG1  MCM9  OFD1  RANBP2  STAT1 

ACSF3  CACNA1G  CP  FGD1  HCFC1  KCNG2  ME2  OPA1  RANGAP1  STAT2 

ACTB  CACNA1I  CPS1  FGF8  HCK  KCNG3  MED12  OPLAH  RAPGEF6  STK11 

ACTG1  CACNA1S  CPT2  FGFR2  HCN2  KCNG4  MED13L  OPRM1  RAPSN  STT3A 

ACVR1  CACNA2D1  CRB2  FGFR3  HCN3  KCNH1  MED25  ORAI1  RBFOX3  STT3B 

ACY1  CACNA2D3  CREBBP  FKTN  HCN4  KCNH2  METTL23  OTC  RBM10  STYXL1 

ADD3  CACNA2D4  CRH  FLG  HEG1  KCNH3  MID2  OTX2  RBP4  SUCLA2 

ADK  CACNB1  CRHR1  FLT4  HEPACAM  KCNH4  MINK1  PAK3  RBPJ  SUCO 

ADNP  CACNB2  CRLF1  FMC1  HERC2  KCNH6  MKS1  PARN  RBSN  SV2A 

AFG3L2  CACNB3  CRYAB  FMN2  HESX1  KCNH7  MLC1  PC  RD3  SVIL 

AGL  CACNG1  CSF1R  FMR1  HGSNAT  KCNH8  MLLT3  PCDH15  RFT1  SYN2 

AGO4  CACNG2  CSNK1G1  FOXRED1  HIBCH  KCNIP1  MLYCD  PCDH7  RFX3  SYP 

AGPS  CACNG3  CSPP1  FSTL5  HIP1  KCNJ1  MMAA  PCDHB13  RMND1  SYT14 

AGTR2  CACNG4  CTC1  FTL  HIVEP2  KCNJ11  MMADHC  PCDHB4  RNASET2  SYT2 

AHI1  CACNG5  CTH  FTO  HMGCS2  KCNJ12  MOGS  PDE10A  RNF213  TAF1 

AIFM1  CACNG6  CTNND2  FTSJ1  HNF1B  KCNJ14  MPC1  PDSS2  RPL10  TANGO2 

AIMP1  CACNG7  CTSF  GABBR1  HNRNPH1  KCNJ15  MPDU1  PDYN  RRM2B  TAP1 

AKT2  CACNG8  CUL4B  GABRA4  HS2ST1  KCNJ16  MPP7  PET100  RTN4R  TBCK 

AKT3  CALM2  CUX1  GABRA6  HSD17B10  KCNJ2  MRAP  PEX13  RUBCN  TBL1XR1 

ALDH18A1  CALN1  CXCR4  GABRE  HSD17B4  KCNJ3  MRI1  PEX14  RYR1  TBP 

ALDH4A1  CAMTA1  CYB5R3  GABRG1  HSPD1  KCNJ4  MRPS22  PEX19  RYR2  TDP1 

ALG1  CARD9  CYP26C1  GABRG3  HSPG2  KCNJ5  MSC  PEX2  RYR3  TDP2 

ALG11  CARS2  CYP27B1  GABRP  HTR1A  KCNJ6  MSX2  PEX3  SACS  TECPR2 

ALG12  CAV3  D2HGDH  GABRQ  HTR1B  KCNJ8  MT­ATP6  PEX5  SATB2  TELO2 

ALG2  CBL  DARS2  GABRR1  HTR1D  KCNJ9  MT­ATP8  PEX7  SCN10A  TENM2 

ALG3  CC2D2A  DENND2B  GABRR2  HTR1E  KCNK1  MT­CO3  PGAP1  SCN11A  THAP1 

ALG6  CD46  DGKD  GAD1  HTR1F  KCNK10  MT­CYB  PGAP2  SCN2B  THOC2 

ALG9  CD59  DHCR24  GALC  HTR2A  KCNK12  MTFMT  PGAP3  SCN3B  THRB 

AMACR  CELF4  DHFR  GAS2L2  HTR2C  KCNK13  MTHFR  PGK1  SCN4A  TICAM1 

AMER1  CELSR3  DHTKD1  GATA6  HTR3A  KCNK15  MTMR10  PGM3  SCN4B  TK2 

ANK2  CENPW  DIP2C  GATAD2B  HTR3B  KCNK16  MTMR11  PHF6  SCN5A  TMEM139 

ANK3  CEP164  DKC1  GBE1  HTR3C  KCNK17  MT­ND4  PHF8  SCN7A  TMEM70 

ANKH  CEP290  DLD  GCH1  HTR3D  KCNK2  MT­ND5  PHGDH  SCNM1  TMLHE 
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ANO10  CERT1  DLG2  GCK  HTR3E  KCNK3  MTO1  PHOX2B  SCO2  TNFAIP6 

ANOS1  CHD1L  DLG3  GDI1  HTR4  KCNK4  MTR  PIGG  SDHD  TPK1 

AP1S2  CHD3  DMBX1  GFAP  HTR5A  KCNK5  MYH14  PIGL  SEC24D  TRAF3 

AP3D1  CHD4  DMD  GFM1  HTR6  KCNK6  MYH6  PIGM  SEMA5B  TRAPPC11 

AP4B1  CHD8  DNAJC6  GFRA1  HTR7  KCNK7  MYO9B  PIGO  SETBP1  TRAPPC9 

AP4E1  CHKB  DNM1L  GIGYF2  HTT  KCNK9  MYOCD  PIGV  SETD2  TRIM8 

AP4S1  CHL1  DNM3  GIPC1  HUWE1  KCNMB2  MYT1L  PIGW  SETD5  TRMT44 

APOE  CHN1  DNMT1  GJC2  IDH2  KCNMB3  NAA10  PIGY  SEZ6  TRPM6 

APP  CHRDL1  DNMT3A  GJD2  IDS  KCNMB4  NADK2  PIK3AP1  SHANK1  TSNARE1 

ARG1  CHRFAM7A  DOCK6  GK  IFIH1  KCNN1  NALCN  PLA2G6  SHANK3  TSPAN7 

ARHGDIA  CHRNA1  DOCK8  GLI2  IFNAR2  KCNN2  NANS  PLP1  SHROOM4  TSPYL4 

ARID1A  CHRNA10  DOLK  GLRA1  IGSF8  KCNN3  NAPB  PLXNB2  SKI  TTN 

ARID1B  CHRNA3  DPAGT1  GLRA2  IL10  KCNN4  NARS2  PMP22  SLC16A1  TTR 

ARNT2  CHRNA5  DPM1  GLRA3  IL1B  KCNQ1  NAT8L  PNPLA8  SLC17A5  TUBA3E 

ARSA  CHRNA6  DPM2  GLRB  IL1RAPL1  KCNQ4  NCKAP5  PNPT1  SLC1A1  TUBB4A 

ASNS  CHRNA9  DPYD  GLUL  IL1RN  KCNRG  NDN  POGZ  SLC1A3  TXN2 

ASXL1  CHRNB1  DPYS  GLYCTK  IL27RA  KCNS1  NDP  POLR3B  SLC1A4  UBE2A 

ATIC  CHRNB3  DRD1  GMEB2  IL6  KCNS2  NDUFA1  POMC  SLC25A1  UBR5 

ATP1A3  CHRNB4  DRD2  GMPPB  INO80  KCNS3  NDUFA2  POMGNT1  SLC25A15  UNC80 

ATP5F1A  CHRND  DRD3  GNA11  INPP4A  KCNV1  NDUFAF3  POMK  SLC25A2  UPB1 

ATP6AP1  CHRNE  DRD4  GNAQ  INSR  KCNV2  NDUFAF6  POMT1  SLC25A20  UQCC2 

ATP6AP2  CHRNG  DRD5  GNB1  IRF3  KDM5C  NDUFB11  POMT2  SLC26A1  USP9X 

ATP6V0A2  CLCN1  DYNC1H1  GNPAT  ISG15  KDM6A  NDUFS4  PPP1R3C  SLC30A3  VARS2 

ATP6V0C  CLCN3  DYRK1A  GPHN  ITGB1BP1  KIF1A  NDUFS8  PPP2R1A  SLC33A1  VPS11 

ATPAF2  CLCN5  EARS2  GPSM2  ITPR1  KIF3C  NDUFV1  PPP2R5D  SLC39A8  VPS35 

ATXN10  CLCN6  EBP  GPT2  IVNS1ABP  KIF4A  NEB  PQBP1  SLC46A1  VPS35L 

ATXN2  CLCN7  ECM1  GPX4  JAM3  KMT2A  NEDD4  PRAG1  SLC4A10  WDR19 

AUH  CLCNKA  EFTUD2  GRIA1  JRK  KPNA7  NELL1  PRKDC  SLC4A3  XK 

AUTS2  CLCNKB  EGF  GRIA2  KARS1  KPTN  NEU1  PRKN  SLC6A3  XPNPEP3 

AVPR2  CLIC2  EHMT1  GRID1  KAT6A  KRAS  NEXMIF  PRKX  SLC7A11  YAP1 

B3GNT2  CLPB  EIF2B1  GRID2  KCNA10  KRIT1  NF1  PRNP  SLC7A6OS  YWHAE 

B4GAT1  CLPP  EIF3E  GRIK1  KCNA3  L1CAM  NGLY1  PRODH  SLC8A1  ZBTB18 

BCAP31  CLSTN1  ELMO1  GRIK2  KCNA4  LAMA2  NHS  PROK2  SLC9A1  ZC4H2 

BCKDHA  COA8  ELOVL4  GRIK3  KCNA5  LARS2  NID1  PROS1  SLC9A9  ZDHHC15 

BCKDK  COG4  EPG5  GRIK4  KCNA6  LMAN2L  NIN  PRRC2B  SLCO1B7  ZFP57 

BCL10  COG6  EPHA5  GRIK5  KCNA7  LRFN5  NIPA1  PSAP  SMARCA2  ZFYVE26 

BCS1L  COG7  EPHB2  GRIN2C  KCNAB1  LRP2  NIPA2  PSAT1  SMARCA4  ZMYND11 

BDNF  COG8  ERCC6  GRIN3A  KCNAB2  LRPPRC  NKAIN3  PSEN1  SMARCB1  ZNF12 

BEX3  COL18A1  ERLIN2  GRINA  KCNAB3  LRRK2  NLGN1  PSEN2  SMARCE1  ZNF44 

BMP4  COL2A1  ETFDH  GRIP1  KCNB2  MAF  NOD2  PSMB8  SMG9  ZSWIM6 

BMP5  COL3A1  ETHE1  GRM1  KCNC2  MAGEL2  NOL11  PSMD1  SNRPN   

BOLA3  COL4A1  EXOC6B  GRM2  KCNC3  MAN1B1  NOL3  PSPH  SNX14   
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VI.  Lista de Pacientes 
Tabela 16: Lista de todos os pacientes analisados no estudo. ID - número de identificação do paciente; DG - Estado do 

diagnóstico genético do paciente. 

ID  Sexo  Idade 
coleta 

Idade 
1ª 

crise 
Local de Coleta  Hipótese Diagnóstica  WES  CMA  DG 

1  M  240  30  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose vs. Síndrome 
de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

2  M  −  30  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Validar 

4  M  −  8  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  Inconclusivo 

6  M  −  43  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

7  F  −  36  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  −  Inconclusivo 

9  M  −  36  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

12  F  84  8  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

13  F  120  72  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

15  M  −  3  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

16  M  −  15  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  OK 

17  F  −  4  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

18  M  −  36  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

19  M  −  8  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

20  M  −  −  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  Inconclusivo 

21  F  216  48  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  OK 

22  F  168  3  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

24  F  −  4  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

25  M  −  30  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

26  F  312  35  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

27  M  168  36  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

28  F  −  7  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

29  F  −  3  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

30  M  168  30  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

31  F  192  7  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

32  M  −  18  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  Inconclusivo 

33  F  −  −  São Paulo ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

34  F  84  6  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

35  F  −  5  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

36  F  180  23  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

37  F  −  18  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

38  F  −  −  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

39  F  −  −  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

40  F  −  5  São Paulo ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

41  M  −  4  São Paulo ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

42  M  −  11  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  −  OK  Inconclusivo 

43  M  −  36  São Paulo ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  OK 

44  M  −  24  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

45  F  −  6  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  Inconclusivo 



87 
 

46  F  −  −  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

47  M  −  56  São Paulo ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

48  F  −  −  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

49  M  204  5  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

50  M  84  −  São Paulo ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  Inconclusivo 

51  M  84  −  São Paulo ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  Inconclusivo 

52  F  −  6  Porto Alegre ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

53  F  −  8  Porto Alegre ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

54  M  204  2  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

55  M  204  8  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

56  M  36  12  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

57  M  444  46  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

58  F  156  24  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Validar 

59  F  60  11  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

60  M  204  3  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

61  M  84  48  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

62  M  108  3  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Validar 

63  M  48  24  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

64  M  192  108  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  −  OK  Inconclusivo 

65  F  24  15  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

66  M  156  10  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

67  M  192  60  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

69  F  48  27  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  −  OK  Inconclusivo 

70  F  36  3  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

71  M  180  3  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

72  F  72  35  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

73  M  12  2  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

74  M  108  14  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

75  M  12  8  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

76  F  −  9  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

77  M  96  0  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

78  F  2  −  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

79  F  132  2  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

80  M  108  3  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

81  F  72  4  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Validar 

82  F  96  84  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Validar 

83  M  12  5  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

84  M  84  12  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

86  M  252  30  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

87  M  12  3  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Validar 

88  M  120  8  Campinas ­ Brasil  Síndrome de West  OK  OK  Inconclusivo 

89  M  228  7  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

90  M  −  4  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

91  M  36  5  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

92  M  60  0  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 
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94  M  156  −  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

95  F  216  24  Salvador ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

96  F  132  3  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  Inconclusivo 

97  M  48  18  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  Inconclusivo 

98  M  −  −  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  Inconclusivo 

99  M  −  −  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  OK 

100  F  120  41  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

102  M  156  24  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

103  F  168  7  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

104  F  180  60  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

105  F  −  −  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

106  M  204  −  Curitiba ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

108  M  84  6  Natal ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

109  F  36  −  Curitiba ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

110  M  −  −  Curitiba ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

111  M  84  0  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

112  M  −  −  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  −  Validar 

113  M  −  −  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  −  OK 

114  M  −  −  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

115  F  72  7  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

116  M  −  −  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

125  M  −  −  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

126  M  192  36  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

127  F  −  −  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

128  M  −  −  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

129  M  84  15  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

130  F  −  −  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

131  M  48  46  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

132  M  24  8  Campinas ­ Brasil  Síndrome de West  OK  OK  OK 

133  F  120  10  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Validar 

134  F  72  −  Curitiba ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

136  F  204  132  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

137  M  36  −  Curitiba ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

138  F  24  −  Curitiba ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

139  M  −  −  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

140  M  192  61  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

141  F  −  −  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  Inconclusivo 

142  F  −  −  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

143  M  108  8  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

144  M  24  19  Campinas ­ Brasil  Síndrome de West → Síndrome 
de Lennox­Gastaut  OK  OK  OK 

145  F  84  −  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

149  M  180  132  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

158  F  48  6  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

159  M  168  36  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 
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160  F  12  1  Campinas ­ Brasil  Síndrome de West  OK  OK  OK 

161  F  5  −  Campinas ­ Brasil  Síndrome de West  OK  OK  OK 

167  F  −  −  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Validar 

168  F  −  −  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

169  M  −  −  Campinas ­ Brasil  Síndrome de West  −  OK  Inconclusivo 

170  M  −  −  Brasília ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

171  M  120  3  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

173  M  132  12  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  Inconclusivo 

174  M  192  17  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

175  F  168  24  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Validar 

176  F  228  168  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  OK 

177  F  168  60  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Validar 

178  M  96  36  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose  OK  OK  OK 

179  M  180  24  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

180  F  144  36  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

181  F  60  14  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

182  M  204  24  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

183  M  120  36  Buenos Aires ­ Argentina  Epilepsia com Estado de Mal 
Elétrico do Sono  OK  OK  Inconclusivo 

184  F  96  12  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Landau­Kleffner  OK  OK  Inconclusivo 

185  F  24  −  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  OK 

186  F  72  5  Natal ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Validar 

187  M  66  7  Tegucigalpa ­ Honduras  EED indeterminada  OK  OK  OK 

188  F  60  10  Tegucigalpa ­ Honduras  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

189  M  108  10  Tegucigalpa ­ Honduras  Síndrome de Dravet  −  OK  Inconclusivo 

190  F  156  120  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

191  M  192  36  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

192  M  84  7  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

193  F  156  6  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

194  M  120  60  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  OK 

195  M  192  84  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  OK 

196  M  144  72  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

197  M  108  36  Buenos Aires ­ Argentina  Epilepsia com Estado de Mal 
Elétrico do Sono  OK  OK  Inconclusivo 

198  F  108  60  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  OK 

199  M  120  10  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  OK 

200  F  96  7  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

201  F  108  2  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  OK 

202  F  108  72  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  OK 

203  M  60  −  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

204  F  108  36  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

205  F  156  36  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose  OK  OK  OK 

206  F  72  24  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

207  M  120  24  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose  OK  OK  Validar 

208  M  108  8  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

209  M  36  18  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 
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210  M  156  60  Buenos Aires ­ Argentina  Epilepsia com Estado de Mal 
Elétrico do Sono  OK  OK  Inconclusivo 

211  M  96  48  Buenos Aires ­ Argentina  Epilepsia com Estado de Mal 
Elétrico do Sono  OK  OK  Inconclusivo 

212  M  48  2  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose vs. Síndrome 
de Lennox­Gastaut  OK  OK  OK 

213  F  −  −  Buenos Aires ­ Argentina  EED indeterminada  OK  OK  OK 

214  F  10  4  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose vs. Síndrome 
de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

215  F  10  2  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose vs. Síndrome 
de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

216  M  144  36  Buenos Aires ­ Argentina  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

217  F  −  −  Lima ­ Peru  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

218  M  −  −  Lima ­ Peru  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

219  M  −  −  Lima ­ Peru  EED indeterminada  OK  OK  OK 

220  F  9  1  Lima ­ Peru  Síndrome de West  OK  OK  Inconclusivo 

221  F  60  36  Lima ­ Peru  EED indeterminada  OK  OK  OK 

222  F  −  −  Lima ­ Peru  EED indeterminada  OK  OK  OK 

223  F  −  −  Lima ­ Peru  EED indeterminada  OK  OK  OK 

224  F  4  2  Lima ­ Peru  Síndrome de West  OK  OK  Inconclusivo 

225  M  192  3  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  OK 

226  M  84  18  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

227  F  96  22  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

228  M  48  4  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose  OK  OK  OK 

229  M  24  11  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose  OK  OK  OK 

230  M  60  36  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

231  F  228  15  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

232  F  21  0  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Dravet  OK  OK  Inconclusivo 

233  F  72  36  Buenos Aires ­ Argentina  Epilepsia com Estado de Mal 
Elétrico do Sono  OK  OK  Inconclusivo 

234  F  108  2  Buenos Aires ­ Argentina  Epilepsia com Estado de Mal 
Elétrico do Sono  OK  OK  Inconclusivo 

235  M  60  48  Buenos Aires ­ Argentina  Epilepsia com Estado de Mal 
Elétrico do Sono  OK  OK  Inconclusivo 

236  F  156  156  Buenos Aires ­ Argentina  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

237  F  132  120  Buenos Aires ­ Argentina  Epilepsia com Estado de Mal 
Elétrico do Sono  OK  OK  Inconclusivo 

238  F  24  0  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Dravet  OK  OK  Inconclusivo 

239  M  24  7  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de West  OK  OK  OK 

240  M  48  2  Buenos Aires ­ Argentina  EED indeterminada  OK  OK  OK 

241  M  24  11  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Dravet  OK  OK  Inconclusivo 

242  F  36  5  Buenos Aires ­ Argentina  Síndrome de Dravet  OK  OK  Inconclusivo 

243  M  27  9  Buenos Aires ­ Argentina  EED indeterminada  OK  OK  OK 

244  F  7  0  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Validar 

245  M  −  −  Valparaíso ­ Chile  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

246  M  −  −  Valparaíso ­ Chile  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

247  M  −  −  Valparaíso ­ Chile  EED indeterminada  OK  OK  OK 

248  M  −  −  Valparaíso ­ Chile  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

249  F  −  −  Valparaíso ­ Chile  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

250  F  −  −  Valparaíso ­ Chile  EED indeterminada  OK  OK  OK 

251  F  −  −  Valparaíso ­ Chile  EED indeterminada  OK  OK  OK 

252  M  −  −  Valparaíso ­ Chile  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 
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253  F  −  −  Valparaíso ­ Chile  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

254  F  −  −  Valparaíso ­ Chile  EED indeterminada  OK  OK  OK 

255  F  −  −  Valparaíso ­ Chile  EED indeterminada  OK  OK  OK 

256  M  −  −  Valparaíso ­ Chile  EED indeterminada  OK  OK  OK 

257  F  −  −  Valparaíso ­ Chile  EED indeterminada  OK  OK  OK 

258  M  −  −  Valparaíso ­ Chile  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

259  F  −  −  Valparaíso ­ Chile  EED indeterminada  OK  OK  Validar 

260  M  102  32  Lima ­ Peru  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

261  M  7  0  Lima ­ Peru  Síndrome de West  OK  OK  OK 

262  M  10  6  Lima ­ Peru  Síndrome de West  OK  OK  OK 

263  F  25  8  Lima ­ Peru  Síndrome de West  OK  OK  Inconclusivo 

264  F  −  −  Lima ­ Peru  EED indeterminada  OK  OK  OK 

265  M  9  4  Lima ­ Peru  Síndrome de West  OK  OK  Inconclusivo 

266  F  21  3  Montevideo ­ Uruguai  Síndrome de West  OK  OK  Inconclusivo 

267  M  14  8  Montevideo ­ Uruguai  Síndrome de West  OK  OK  Validar 

268  F  −  −  Montevideo ­ Uruguai  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

269  F  31  5  Montevideo ­ Uruguai  Síndrome de West  OK  OK  Validar 

270  M  10  0  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

271  M  10  48  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

272  F  −  −  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

273  F  −  156  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Lennox­Gastaut  OK  OK  Inconclusivo 

307  M  84  5  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

308  M  −  −  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Doose  OK  OK  Inconclusivo 

309  M  −  −  Campinas ­ Brasil  EED indeterminada  OK  OK  Inconclusivo 

310  M  60  4  Campinas ­ Brasil  Síndrome de Dravet  OK  OK  OK 

 


