Encefalopatias Epilépticas Infantis: O Novo Paradigma do
Diagnéstico Genético
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RESUMO
Introducgao: As encefalopatias epilépticas da infancia constituem um grupo de patologias de inicio precoce e prognéstico neuroldgico
reservado. O desenvolvimento das novas técnicas de estudo genético foi responsavel pela identificagdo de novos genes implicados.
Nos ultimos anos, assistimos a uma revolugéo no seu paradigma diagnéstico. Contudo, actualmente ndo existem recomendacgdes
internacionais consensuais sobre a abordagem a investigagdo das encefalopatias epilépticas genéticas. Pretendemos discutir o co-
nhecimento actual sobre a arquitectura genética das encefalopatias epilépticas infantis.
Material e Métodos: Realizou-se uma reviséo da literatura das encefalopatias epilépticas infantis genéticas e estudos utilizados no
seu diagnostico. Propomos uma abordagem sistematizada através de um algoritmo diagndstico a utilizar na pratica clinica.
Resultados: Inicialmente deve-se determinar o fenétipo do doente com base no tipo de crises, padrao electroencefalografico e neu-
roimagem. Nos doentes sem etiologia apds resultados de ressonancia magnética cranioencefalica, deve-se realizar estudo metabdlico
apropriado para o diagnostico prioritario de doengas metabdlicas trataveis. A investigagéo de outras causas genéticas deve ser con-
siderada, sobretudo perante caracteristicas fenotipicas sugestivas. Primeiro deve-se realizar a analise de microarray cromossoémico,
principalmente se existirem alteragdes dismoérficas ou polimalformativas. Se esta for negativa e/ou ndo existirem elementos fisicos
distintivos, o préximo passo deve ser realizar os painéis multigénicos ou sequenciagado de exoma. Os estudos dirigidos do gene devem
ser reservados para quando o fenétipo € indicativo de uma sindrome especifica.
Conclusao: A marcha diagndstica das encefalopatias epilépticas tornou-se complexa com a expanséo de conhecimentos genéticos.
Este novo paradigma apresenta implicagbes terapéuticas, prognésticas e de aconselhamento familiar.
Palavras-chave: Crianga; Encefalopatias; Epilepsia/diagnéstico; Testes Genéticos

ABSTRACT
Introduction: Epileptic encephalopathies of childhood are characterized by early seizure-onset and adverse neurological outcomes.
The development of new genetic techniques has allowed an exponential identification of the genes that are involved. Over the last
years, we have observed a revolution in the diagnostic paradigm. However, there are no international guidelines regarding the
diagnosis of genetic epileptic encephalopathies. We aim to discuss the current knowledge about the genetic architecture of epileptic
encephalopathies of childhood.
Material and Methods: review of the literature about infantile epileptic encephalopathies and the genetic tests currently available. A
systematic approach and a diagnostic algorithm to use in clinical practice were proposed.
Results: Initially the patient’s phenotype should be determined based on the seizure type, electroencephalogram pattern and neuro-
imaging. Patients with unclear etiology after brain magnetic resonance imaging should undergo an appropriate metabolic investigation
to promptly exclude treatable conditions. Further studies should also include other genetic causes, mainly if associated with particular
phenotypic features. Chromosomal microarray analysis should be firstly considered, particularly if dysmorphic or polymalformative
abnormalities are present. If this is negative and/or there are no physical features, the next step should be next-generation sequencing
multigene panels or whole-exome sequencing. Single gene study should only be considered when the patient’s phenotype is highly
suggestive of a specific syndrome.
Conclusion: The revolution of the genetic knowledge about epileptic encephalopathies of childhood has led to a complex diagnostic
approach. This new paradigm poses significant implications in genetic counselling, treatment and prognosis.
Keywords: Brain Diseases/complications; Child; Epilepsy/diagnosis; Genetic Testing

INTRODUGAO
O desenvolvimento das novas técnicas de estudo do dependentes da idade, incluindo a sindrome de Ohtahara,
genoma humano conduziu ao exponencial conhecimento encefalopatia mioclonica precoce, espasmos infantis e/ou

sobre a arquitectura genética das encefalopatias epilépti-
cas infantis (EEI)." Consequentemente, a sua marcha diag-
nostica tornou-se particularmente complexa na pratica cli-
nica.

As EEI representam um grupo de epilepsias, na sua
maioria de inicio precoce, de prognostico neurolégico des-
favoravel. As apresentagdes sindromaticas sado variaveis e

sindrome de West, epilepsia migratdria maligna do lacten-
te, sindrome de Dravet e sindrome de Lennox-Gastaut.?® A
ocorréncia de actividade epiléptica durante o periodo critico
de maturagéo cerebral interfere com o normal neurodesen-
volvimento, resultando no atraso ou regressédo cognitivo-
-motora superior ao expectavel para a patologia subjacen-
te.* O atraso do desenvolvimento pode ser igualmente de
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uma manifestagdo da propria anomalia genética.*> Nestas
sindromes, o pleiotropismo genético é significativo, nao
sendo possivel estabelecer uma correlagédo directa entre
gendtipo e fendtipo.>° A mesma anomalia genética pode
associar-se a fendtipos distintos e determinado fendtipo
pode ser produzido por diferentes genes.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se uma revisdo narrativa das EEI genéticas,
com caracterizagdo sindromatica e fenotipica disponivel
até a data na literatura. Consultaram-se as publicagdes
relevantes na PubMed, através da pesquisa dos termos
chave ‘epilepsia/epiléptica/encefalopatia/diagndstico’. A in-
formacgé&o sobre os principais genes envolvidos foi cruzada
com a pesquisa nas bases de dados universais Online Men-
delian Inheritance in Man database (OMIM), Human Gene
Mutation Database (HGMD) e EpilesyGene referentes aos
mesmos termos. Utilizou-se a classificagao das epilepsias
mais recente da International League Against Epilepsies
(ILAE) na definicdo de EEI.* A classificagdo das variantes
genéticas baseou-se nas orientagdes do American College
of Medical Genetics and Genomics (ACMG)."

Os principais grupos de EEI foram subdivididos em for-
mas classicas, sindromes genéticas especificas e cromos-
somopatias. Descreveram-se as principais técnicas gené-
ticas. Por fim, os autores sistematizaram a investigagao
diagnostica num algoritmo.

RESULTADOS
Conceitos gerais

Até 2001, a etiopatogenia das EEI era atribuida a um
presumivel insulto adquirido durante o desenvolvimento ce-
rebral. Apenas nesta altura foi descoberta a primeira causa
genética de EEI, nomeadamente na sindrome de Dravet
por mutagdo do gene SCN7A." Desde entdo, as novas téc-
nicas moleculares, tais como o microarray cromossomico
e as técnicas de sequenciagdo de nova geragédo (SNG),
conduziram a descoberta de novos genes e clarificagédo da
fisiopatogenia implicada.’>'®* Nas EEI, as causas estrutu-
rais ndo sdo as mais frequentes. A excepgao é a sindrome
de West em que as causas estruturais sdo mais frequen-
tes e correspondem a 30% dos casos. (ex. AVC perinatal
e encefalopatia hipdxico-isquémica).’® No caso especifico
das malformagdes do desenvolvimento cortical (MDC), es-
tas resultam de uma anormal interacgcado entre mutacdes
somaticas do tecido cerebral e factores ambientais."”

Existem varios cenarios genéticos possiveis nas EEI,"
incluindo variagdes citogenéticas estruturais (aneuploidias,
cromossomas em anel, microdelecgdes, microduplica-
¢bes), MDC (ex. LIS1, DCX, ARX), genes e loci cromos-
sémicos associados a encefalopatias do neurodesenvol-
vimento (ex. sindrome de Rett por variantes nos MECP2,
CDLK5, FOXG1, ARX) e genes e loci cromossémicos as-
sociados a sindromes epilépticas especificas (SCNTA na
sindrome de Dravet, STXBP1 na sindrome de Ohtahara,
CDKL5, SPTAN e MAGI2 na sindrome de West).

Genes implicados nas encefalopatias epilépticas infan-
tis

Os genes envolvidos nas EElI desempenham fungdes
muito distintas no sistema nervoso central.’® Estes rela-
cionam-se com mecanismos de epileptogénese, incluindo
a morfogénese tipo homeobox (ARX), migragao neuronal
(ARX, TBC1D24, DEPDCS5), sinaptogénese (STXBP1,
PCHD19, MAGI2, PRRT2), fungdo dendritica (CDKLS5,
KCND?2), estrutura e fungédo axonal (SPTANT), fungdo de
interneurénios (ARX, SCN1A, GABRG2), regulagao de ca-
nais i6nicos dependentes de voltagem (SCN71A, SCN1B,
SCN2A, SCN8A, KCNQ2, KCND2, KCNT1), receptores
do acido gama-aminobutirico (GABRG?2), receptores do
glutamato (GRIN2A, GRIN2B), regulagdo de neurotrans-
missores (STXBP1, PNPO), transcricdo nuclear (CDLK5,
MECP2, FOXG1, PLCB1, QARS), reparacdo de DNA
(PNKP), apoptose neuronal (SPTANT1), transporte membra-
nar (SLC25A22, SLC2A1, AGC1) e regulagdo do DNA mi-
tocondrial (POLG1), entre outros. Na Tabela 1 descrevem-
-se 0s principais genes descritos na literatura e respectivos
fendtipos. 1920

Caracterizagao fenotipica

As EEI agrupam-se em fungéo das caracteristicas elec-
troclinicas, idade de inicio, tipos de crises epilépticas, pa-
draoictal e interictal do EEG, manifestagdes clinicas e prog-
néstico.*?' Varios factores contribuem para a sua hetero-
geneidade genética, incluindo a fase da embriogénese em
que ocorre a mutagao, factores epigenéticos e reguladores
da expressdo génica.>'® O espectro das EEI varia desde
entidades benignas até encefalopatias neonatais graves,
tal como demonstrado pelas canalopatias associadas aos
genes KCNQ2, SCN1A e SCN2A. Por exemplo, variantes
patogénicas do KCNQ2 podem causar a epilepsia benigna
neonatal familiar autolimitada, em que os recém-nascidos
desenvolvem uma salva de crises entre o segundo e tercei-
ro dias de vida. A maioria evolui posteriormente com normal
desenvolvimento e remissao da epilepsia. Esta apresenta
hereditariedade autossémica dominante de elevada penet-
rancia.??> No espectro oposto, mutagées de novo no mesmo
gene causam uma encefalopatia neonatal grave,?® com cri-
ses ténicas e padrao surto-supressao, associada a sindro-
me de Ohtahara.

As variantes patogénicas do SCN71A podem ocorrer na
sindrome de Dravet, na epilepsia generalizada com convul-
sOes febris-plus (GEFS+) e na epilepsia migratéria maligna
do lactente.?* A GEFS+ é uma entidade autolimitada benig-
na que geralmente ndo carece de tratamento, ao contrario
das restantes. Embora apenas 10% dos casos de sindrome
de Dravet apresentem transmissdo familiar autossémica
dominante e a maioria se associe a mutacdes de novo mis-
sense ou truncadas, pode existir variabilidade fenotipica e
penetrancia incompleta na mesma familia, com individuos
assintomaticos e outros elementos afectados por GEFS+
ou por formas mais frustres Dravet-like.

A encefalopatia maligna com crises focais migratérias
da infancia apresenta uma evolugéo catastréfica, em que
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Tabela 1 — Fendtipos primariamente associados aos principais genes reportados na literatura

ARX Sd de Ohtahara, sd de West, encefalopatia
mioclonica, encefalopatia epiléptica discinética

CDKL5 Espectro da sd de Rett, EEI precoce, sd de West,
epilepsia focal migratéria maligna, espectro da sd
de Angelman, sd de Lennox-Gastaut

SLC25A22 EEI precoce, sd de Ohtahara, epilepsia focal
migratéria maligna

STXBP1 Sd de Ohtahara, encefalopatia mioclénica, EEI
precoce, sd de West, epilepsia focal migratéria
maligna, sd de Dravet, espectro da sd de Rett, sd
de Doose, sd de Lennox-Gastaut

SPTAN1 Sd de West, EEI precoce

PLCB EEI precoce, sd de West, epilepsia focal
migratéria maligna

MAGI2 EEI precoce, sd West

PNKP Sd de Ohtahara, sd de West

PIGA Sd de Ohtahara, EEI precoce

DEPDC5 Displasia cortical, sd de West

KCNQ2 EEI precoce e neonatal, epilepsia neonatal
benigna

TBC1D24 EEI precoce, epilepsia focal migratéria maligna,
encefalopatia mioclénica

MECP2 Sd de Rett

SLC25A12 Sd de West, EEI precoce

PRRT2 Epilepsia focal migratéria maligna

CHD2 EEI precoce, epilepsia mioclonica, sd de Lennox-
Gastaut

QARS EEI precoce

KCND2 EEI precoce

PNPO EEI neonatal

SCN1A Sd Dravet, epilepsia generalizada com convulsdes
febris-plus, epilepsia focal migratéria maligna

SCN1B Sd de Dravet, epilepsia focal criptogénica,
epilepsia generalizada com convulsdes febris-plus

SCN2A Sd de Dravet, epilepsia focal criptogénica,
epilepsia generalizada com convulsdes febris-plus,
epilepsia focal migratéria maligna, sd de Lennox-

Gastaut
SCN3A EEI precoce, epilepsia focal criptogénica
SCN8A EEI precoce
SCNY9A Espectro da sd de Dravet, epilepsia generalizada

com convulsées febris-plus

PCHD19 Espectro da sd de Dravet, epilepsia com atraso
cognitivo na mulher, epilepsia focal migratoria
maligna

GABRA1 Espectro da sd de Dravet

GABRG2 Espectro da sd de Dravet, complexo autismo-
epilepsia

POLG1 Doenga de Alpers, EEI precoce, epilepsia focal
migratéria maligna

UBE3A Sd de Angelman

FOXG1 Espectro da sd de Rett

SLC2A1 Deficiéncia de GLUT-1, epilepsia de auséncias
precoce e refractaria, Sd de West, sd de Doose,
encefalopatia mioclénica

ARHGEF9 EEI precoce, complexo autismo-epilepsia

GRIN2A Sd de West, sd de Landau-Kleffner

GRIN2B Sd de West, epilepsia focal migratéria maligna, sd
Lennox-Gastaut

KCNT1 Epilepsia focal migratéria maligna, EEI precoce,

epilepsia familiar nocturna do lobo frontal

Sd: sindrome; EEI: encefalopatia epiléptica infantil

metade dos casos se associa a mutagdes de novo com
ganho de fungdo no gene do canal de potassio KCNT71.2526
Mutagbes no mesmo gene herdadas ou de novo sao iden-
tificadas em doentes com epilepsia nocturna do lobo frontal
que cursa com crises frontais nocturnas, perturbagdo do
desenvolvimento intelectual e alteragdes do comportamen-
to.?” Noutro espectro igualmente distinto, variantes patogé-
nicas no KCNT1 podem-se apresentar ainda como sindro-
me de Ohtahara ou de West. Na Tabela 2 descrevem-se os
genes associados a EEI especificas.>"®

Caracterizagao genética
A causa genética mais comum das EEI sdo mutacdes

simples, associando-se menos frequentemente a anoma-
lias cromossoémicas ou mutagdes em genes implicados em
MDC. Apenas uma reduzida fracgdo corresponde a erros
hereditarios do metabolismo. As encefalopatias metabdli-
cas tém geralmente inicio no periodo neonatal, apresen-
tagéo clinica grave e associam-se a outras manifestagdes
sistémicas. Embora incomuns, por serem potencialmente
trataveis, devem ser sempre consideradas na investigagéo
inicial de uma EEI precoce,'® incluindo os defeitos genéti-
cos de piridoxina associado aos genes ALDH7A1 e PNPO,
do transportador GLUT-1 por variantes no SLC2A,% os dé-
fices de creatina, de folatos e de serina, entre outros.

Nas EEI sdo mais frequentes as mutagdes de novo que
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Tabela 2 — Genes primariamente associados a determinadas sindromes epilépticas

Sindrome de Ohtahara

STXBP1, KCNQ2, SCN2A, AARS, ARX, BRAT1, CACA2D, GNAO1, KCNT1,

PIGA, PIGQ, SCN8A, SLC25A22

Encefalopatia mioclonica neonatal

Epilepsia focal migratéria maligna

ERBB4, PIGA, SETBP1, SLC25A22
SLC25A22, TBC1D24, STXBP1, CDKLS5, PLCB1, PCHD19, POLG1, SCN1A,

SCN2A, SLC2A1, KCNT1

Encefalopatia mioclonica precoce e neonatal ARX, CDKL5, SLC25A22, SLC2A1, POLG1, CHD2, STXBP1

EEI precoce

STXBP1, ARX, SPTAN1, SLC25A22, PLCB1, MAGI2, PNKP, KCNQ2, SLC2A1,

POLG1, SCN2, SCN3A, SCN8A, PNPO, CHD2, GRIN2A, SLC25A12, ARHGEF?9,

KCNT1

Sindrome de West

STXBP1, ARX, CDKL5, FOXG1, SPTAN1, SLC25A22, PLCB1, MAGI2, PNKP,

KCNQ2, SLC2A1, POLG1, AGC1, PNPO, SCN1A, SCN2A, SCNSA, KCND2,
CHD2, HCN1, GRIN2A, GRIN2B

Sindrome de Dravet
SCN9A

Espectro da sindrome de Rett

Sindrome de Lennox-Gastaut
STXBP1

Complexo autismo-epilepsia

SCN1A, PCHD19, SCN1B, SCN2A, STXBP1, GABRG2, GABRB3, GABRAT,

CDKL5, MECP2, FOCG1, UBE3A, STXBP1
CACNA1A, CDKL5, CHD2, GABRB3, GRIN2B, KCNQ3, SCN1A, SCN2A, SCNSA,

ARX, CDKL5, MECP2, FOXG1, SCN1A, PCHD19, UBE3A, KCND2, AGC1,

ARHGEF9, STXBP1

Espectro da sindrome de Angelman

Encefalopatia epiléptica discinética

UBE3A, CDKL5, TC4

ARX, MEPC2, FOXG1, STXBP1, PNPO, SCN1A, TBC1D24, KCNQ2, SLC2A1,
POLG1, PRRT2

podem ocorrer numa fase inicial da embriogénese ou nos
gametas de um dos progenitores.?® As variantes implicadas
sdo maioritariamente exoénicas, embora exista evidéncia
crescente do envolvimento de regides do DNA ndo codi-
ficante. O padréo de hereditariedade pode ser ligado ao X
(ex. ARX) ou dominante (ex. DCX). As formas autossomi-
cas recessivas em homozigotia associam-se sobretudo a
consanguinidade parental. Contudo, na auséncia de con-
sanguinidade deve-se considerar a possibilidade de hete-
rozigotia composta com heranca de duas variantes recessi-
vas distintas pelos progenitores. O sexo feminino pode ser
ainda exclusivamente afectado (ex. PCDH19).

Na investigacdo das EEI, outro conceito importante &
0 mosaicismo®-®! que corresponde a duas populagdes de
células com constituicdo genética diferente coexistentes no
mesmo individuo.®? O mosacismo gonadal ocorre quando
a variante esta presente apenas nos gametas de um dos
progenitores. Este é evidenciado quando o casal apresenta
dois descendentes afectados pela mesma mutagéo, em-
bora o estudo genético do DNA leucocitario seja normal.
O mosaicismo somatico ocorre durante a embriogénese e
resulta em mutagdes numa linha somatica especifica. En-
contra-se associado a alteragdes estruturais, tais como a
hemimegalencefalia e outras anomalias corticais.®* Nestes
casos, pode ser Util realizar estudo genético em fibroblas-
tos (biopsia de pele), embora nem sempre seja possivel
provar 0 mosaicismo.

Encefalopatias epilépticas infantis genéticas
As sindromes epilépticas genéticas podem ser agru-
padas em EEI classicas, sindromes genéticas especifi-

cas e cromossomopatias. Contudo, importa salientar que
um numero substancial de encefalopatias ndo apresenta
caracteristicas distintivas. Este grupo complexo tem sido
progressivamente elucidado 4 medida que novas entidades
sdo descritas. As encefalopatias por erros hereditarios do
metabolismo ndo sdo do ambito deste artigo.

Encefalopatias epilépticas infantis classicas
1. Encefalopatias epilépticas com padrao surto-supres-
séo

Sindrome de Ohtahara: A sindrome de Ohtahara é
rara e de progndstico grave, apresentando crises tonicas
isoladas ou em salvas no periodo neonatal.** O EEG inte-
rictal caracteriza-se por um padrédo surto-supressdo.®® As
principais etiologias sdo as altera¢des estruturais, erros he-
reditarios do metabolismo e anomalias genéticas. A mortali-
dade é elevada e a deterioragao clinica com evolugao para
sindrome de West e/ou Lennox-Gastaut é expectavel em
caso de sobrevivéncia. Varios genes tém sido associados,
nomeadamente STXBP1, ARX, SLC24A22 e KCNQ2.

Encefalopatia mioclénica precoce: A encefalopatia
mioclénica precoce surge igualmente no periodo neona-
tal e apresenta prognéstico grave, cursando com crises
mioclénicas multifocais.?®%> O EEG interictal apresenta um
padréo de surto-supressdo. Associa-se sobretudo a erros
hereditarios do metabolismo, incluindo hiperglicinémia ndo
cetotica, acidémias organicas e deficiéncia de co-factor de
molibdénio. Foram reportados raros casos por variantes
patogénicas envolvendo o gene SLC25A22.

Espasmos infantis e sindrome de West: Os espas-
mos infantis surgem geralmente entre os quatro e seis
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meses de idade. A sindrome de West corresponde a triade
de espasmos epiléticos, regressao psicomotora e padrao
interictal de hipsarritmia (actividade epileptiforme multifocal
de grande voltagem e lentificagdo generalizada).*® Os es-
pasmos surgem tipicamente em salvas na transi¢gédo sono-
-vigilia. Podem ser criptogénicos, de causa estrutural, me-
tabodlica ou genética. Multiplos genes tém sido descritos,
tais como o STXBP1, ARX e CDKLS5.

Sindrome de Dravet: A sindrome de Dravet ou ence-
falopatia mioclénica da infancia caracteriza-se por crises
febris prolongadas ténico-clonicas e/ou hemiclénicas com
inicio até aos 18 meses de vida.*” Podem ainda ocorrer cri-
ses mioclonicas e auséncias atipicas, entre outras crises.
Embora o desenvolvimento seja inicialmente normal, a de-
terioragcéo cognitiva ocorre até aos quatro anos de idade. O
EEG inicial pode ser normal, evoluindo para lentificagao ge-
neralizada da electrogénese.*® Em mais de 80% dos casos,
corresponde a uma canalopatia por mutagao de novo no
gene SCN1A. O mesmo gene associa-se ainda a GEFS+ e,
menos frequentemente, a epilepsia migratéria maligna do
lactente. Outros genes descritos em doentes com sindrome
Dravet-like incluem o PCHD19, GABRA1 e GABRG2.

Sindrome de Lennox-Gastaut: A sindrome de Lennox-
-Gastaut geralmente tem inicio entre os trés e cinco anos
de idade. Caracteriza-se por varios tipos de crises, nomea-
damente crises tonicas, atdonicas, tonico-clénicas, miocloni-
cas e auséncias atipicas.* O EEG interictal apresenta pa-
roxismos de actividade rapida e complexos generalizados
de ponta-onda lenta (< 2,5Hz). Evolui com grave perturba-
¢ao do desenvolvimento intelectual. A epilepsia é farmaco-
-resistente, persistindo na idade adulta em 80% dos casos.
Embora seja sobretudo de causa estrutural, varios genes
(ex. SCN2A, CDKL5, STXBP1) e variagbes do numero de
copias (ex. microduplicacdo 15q11—q13) tém sido descri-
tos." Todavia, o seu perfil genético ainda é desconhecido.

Sindromes genéticas especificas

Esclerose Tuberosa: A esclerose tuberosa é uma
doenga autossdémica dominante com envolvimento cuta-
neo, cardiaco, renal e do sistema nervoso central.*’ O diag-
nostico assenta em critérios clinicos e na identificacao de
variante patogénica nos genes TSC7 ou TSC2. A principal
manifestagcao neuroldgica é a epilepsia, afectando até 90%
dos doentes. Um terco das criancas desenvolve espasmos
epilépticos.*' Embora a sua gravidade se correlacione com
0 numero, localizagcédo e tamanho dos tuberes corticais, fo-
ram reportados casos com epilepsia sem alteragdes estru-
turais encefalicas, bem como com tuberes sem efeito epi-
leptogénico.4>44

Sindrome de Rett: A sindrome de Rett caracteriza-se
por regressao do desenvolvimento a partir dos seis meses
de idade, microcefalia pds-natal, estereotipias manuais e
epilepsia.*® Na sua forma classica, o sexo feminino é atin-
gido por uma variante em heterozigotia no gene MECP2
localizado no cromossoma X*. Mais recentemente, foram
descritas encefalopatias epilépticas neonatais graves por
variantes no MECP2 no sexo masculino. A forma congénita

da sindrome de Rett associada a variante no gene FOXG1
afecta ambos os sexos e também pode apresentar epilep-
sia refractaria.#” Existem ainda outros genes associados
a fenotipos Rett-like, tais como o STXBP1, ZNF238 e EE-
F1A2.48

Sindrome de Angelman: A sindrome de Angelman ca-
racteriza-se por atraso cognitivo-motor, natureza afectiva,
ataxia, epilepsia e dismorfias sugestivas.*® O EEG interictal
apresenta actividade delta trifasica de predominio frontal.°
Diferentes mecanismos genéticos associam-se a anormal
expressao da cépia materna do gene UBES3A, a referir, de-
lecgdo da regido critica 15911.2-q13 no cromossoma ma-
terno (60% - 75%), dissomia uniparental paterna (2% - 5%),
defeito de imprinting (2% - 5%) e mutagdo no proprio gene
(10%). Em 85% dos casos associa-se a epilepsia que apre-
senta gravidade variavel.

Sindrome de Pitt-Hopkins: A sindrome de Pitt-Hopkins
caracteriza-se por atraso cognitivo-motor, facies distintiva,
alteragdes respiratorias e epilepsia, entre outras caracte-
risticas.®® Em metade dos casos a epilepsia surge preco-
cemente. O EEG é composto por complexos pseudoperio-
dicos nas regides do vértex e occipitais.®? Esta associada a
delecgbes ou mutagdes de novo no gene TCF4.

Sindrome de Mowat-Wilson: A sindrome de Mowat-
-Wilson caracteriza-se por atraso cognitivo-motor, microce-
falia, doenca de Hirschpung, dismorfias distintivas e outras
malformagdes congénitas. Cursa frequentemente com epi-
lepsia refractaria precoce, destacando-se crises motoras e
auséncias atipicas.®® Esta associada a delecgdes, translo-
cagbes ou mutagdes intragénicas em heterozigotia no gene
ZEB2.

Anomalias cromossémicas

Algumas anomalias cromossomicas estdo associadas a
sindromes especificas, tais como a sindrome de West. Sao
exemplos a trissomia 21, cromossoma 20 e cromossoma
14 em anel, sindrome de inversdo do cromossoma 15 e a
monossomia 1p36.

Testes genéticos nas encefalopatias epilépticas infan-
tis

O repertério de testes disponiveis é vasto e complexo
(Tabela 3). A marcha diagnoéstica deve ser sistematizada e
conscienciosa das limitagdes de cada técnica.

Microarray cromossémico

As variagbes de numero de coépias (VNC) séo delec-
¢bes ou duplicagbes de segmentos do DNA. A patogeni-
cidade das VNC de grande dimenséo é amplamente reco-
nhecida na literatura.®* Contudo, a capacidade de detecgéo
de VNC de pequena dimensdo tornou-se recentemente
possivel através das técnicas de array-comparative ge-
nomic hybridization (array-CGH) e array-single nucleotide
polymorphism (array-SNP), conjuntamente designadas de
microarray cromossomico (MAC). Este deve ser conside-
rado na investigacéo inicial do doente, sobretudo se existi-
rem alteragdes dismorficas ou polimalformativas.®® O MAC
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Tabela 3 — Testes genéticos na investigacdo das encefalopatias epilépticas

Teste genético Deteccao

Duracgao aproximada Indicagoes

Microarray cromossoémico Variagdes de numero de copias
- array CGH e SNP

Anomalias cromossémicas
major

Cariétipo

Estudo dirigido do gene Alteragbes na sequéncia de

bases, duplicagbes e delecgdes

Painel multigénico Alteragdes na sequéncia de
bases por SNG de genes

incluidos

Sequenciacao de exoma Alteragdes na sequéncia de
bases por SNG da regido

codificante do genoma

Sequenciacdo de genoma  Alteragdes na sequéncia de
bases por SNG de todo o
genoma

2 a 6 semanas

3 a 6 semanas

8 a 12 semanas

8 a 12 semanas

28 dias Estudo inicial da epilepsia, sobretudo

se associada a dismorfias ou alteragbes
polimalformativas

18 dias Suspeita de sindrome de cromossoma

20 em anel

Fendtipo fortemente sugestivo de
sindrome monogénica

Varios genes estabelecidos para
determinada sindrome ou fenétipo

Sindrome epiléptica sem gendtipo
especifico

Em trio preferivel para estudo de
variantes de novo

Casos selecionados com estudo de
exoma negativo

permite identificar VNC superiores a 20 Kb, ndo detectaveis
pela técnica SNG.

Técnicas de sequenciagao de nova geragao

A SNG substituiu grandemente a tradicional sequencia-
¢ao de Sanger em diversas areas, incluindo a epilepsia. Ao
contrario da técnica Sanger, a SNG permite a sequencia-
¢ao simultanea de milhdes de fragmentos de DNA (~20.000
genes), tornando exequivel a sequenciagdo completa do
exoma num periodo de algumas semanas.' As duas apli-
cagbes mais comuns s&o os painéis multigénicos e a se-
quenciagao de exoma.

2. Painéis multigénicos

Os painéis multigénicos testam variantes de sequéncia,
delecgdes e duplicacdes em genes selecionados, repre-
sentando um método util quando varios genes sao poten-
ciais causadores da doenca ou fenotipo em estudo.%5” O
namero de genes incluidos e as caracteristicas fenotipicas
de cada painel sao variaveis entre laboratorios. Para uma
selecgao criteriosa, deve-se primeiro determinar se o fe-
nétipo do doente corresponde ao do painel requisitado,®
por exemplo, encefalopatias epilépticas, epilepsias mio-
clénicas progressivas e epilepsias metabdlicas. A técnica
de sequenciagao utilizada nos painéis difere da de exoma,
apresentando diferentes taxas de cobertura na detecg¢éo de
variantes.

3. Sequenciagao de exoma

A sequenciagado de exoma analisa toda a regido codi-
ficante do genoma humano. Perante a detecgdo de uma
variante nova, ndo descrita no fendtipo, o estudo dos pro-
genitores é necessario. A sequenciagdo do exoma em
trio (doente e pais biolégicos) pode ser uma abordagem
inicial util, dado que as EEI ocorrem mais frequentemente
de novo. Estima-se que a sequenciagdo de exoma tenha

uma rentabilidade diagnostica de 25%, atingindo os 50%
qguando aplicada em trio.%® Importa salientar que as varian-
tes identificadas séo classificadas em cinco classes (benig-
nas, provavelmente benignas, de significado clinico incerto,
provavelmente patogénicas ou patogénicas), segundo as
guidelines do American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) .1

Sequenciagao especifica de um gene

O estudo especifico de um gene pode ser ainda bas-
tante util nas epilepsias monogénicas mendelianas dada a
relagdo gendtipo-fendtipo linear, tais como, a sindrome de
Dravet e a epilepsia neonatal benigna. Todavia, este ndo é
o cenario mais frequente dada a elevada heterogeneidade
das EEI. Os painéis multigénicos apresentam uma rentabi-
lidade diagnostica superior, estimada em 46%, comparati-
vamente a 15% no estudo dirigido do gene.%

Outros

A andlise do caridtipo foi em grande parte substituida
pelo MAC. Contudo, este é necessario no diagnostico de
algumas sindromes cromossomicas raras, tais como a sin-
drome do cromossoma 20 em anel. A aplicabilidade de ou-
tras técnicas como fluorescence in situ hybridization (FISH)
e multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)
nas EEIl é limitada, todavia devem ser consideradas se
existirem alteragdes dismorficas.®°

Desafios na interpretagao dos resultados genéticos

As variantes genéticas podem ser VNC ou de altera-
¢Oes de nucledtidos. A interpretagdo das variantes identifi-
cadas depende da sua frequéncia populacional, da presen-
¢a nas bases de dados de doenga e da associagédo com o
fendtipo em estudo.™ Principalmente nas variantes de sig-
nificado clinico incerto & necessario realizar o estudo gené-
tico nos pais. Na sua interpretagdo deve-se ter em conta a
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possibilidade de penetrancia incompleta e variabilidade
fenotipica. O estudo dos pais e a segregagao familiar de
variantes devem ser criteriosamente realizados em ambito
de consulta de Genética Médica.

Algoritmo diagnéstico: abordagem ao estudo genético
das encefalopatias epilépticas infantis

A investigagdo das EEI genéticas deve seguir linhas de
orientagdo apropriadas, contudo actualmente ndo existem
recomendacdes internacionais consensuais. Deste modo,
propomos o seguinte algoritmo diagnostico (Fig. 1).

A ILAE recomenda a realizagdo de estudo genético
em todos os doentes com encefalopatias epilépticas.®’ Em
primeiro lugar, deve-se obter uma histéria clinica detalha-
da com destaque para a gravidez e periodo perinatal. Por
exemplo, uma histéria de movimentos fetais excessivos
deve fazer suspeitar de crises epilépticas fetais, tal como
observado nas encefalopatias pirodoxina-dependentes. A
avaliagao clinica € completada com um exame neuroldgico
judicioso, ressonancia magnética (RM) cranioencefalica e
EEG em vigilia e sono idealmente com registo de crises.
Em segundo lugar, devemos determinar qual o fendtipo da
crianga com base no sexo, idade de inicio, tipos de crises,

[Encefalopatias epilépticas e do neurodesenvolvimento]

}

Determinagéo do fenétipo: « Sindrome epiléptica;

* Tipos de crises, padrao do EEG;

* RM cranioencefdlica;

relagdo com estadio do sono, padrao electrografico ictal/
interictal e outras manifestagdes clinicas. Na maioria dos
casos € possivel definir de antemdo uma EEI especifica
e, a partir dai, considerar quais as causas genéticas mais
frequentemente associadas. Se estas caracteristicas elec-
troclinicas forem inespecificas, devemos ainda considerar
determinados aspectos na RM cranioencefalica que podem
auxiliar na pesquisa de genes envolvidos em MDC, tais
como o ARX.

Embora representem apenas 5% das EEI, as epilepsias
metabolicas hereditarias potencialmente trataveis devem
ser prontamente diagnosticadas. Uma avaliagédo laborato-
rial metabdlica basica no sangue e urina deve ser sempre
realizada, particularmente dirigida a deficiéncia de pirido-
xina e défice de GLUT-1 (também com estudo de liquor).
Outras entidades como a deficiéncia de co-factor de molib-
dénio, aciduria organica e aminoacidopatias podem cursar
com encefalopatias neonatais mioclénicas graves que ca-
recem de investigacdo metabdlica apropriada.

Apos determinar o fenodtipo do doente, se este for for-
temente sugestivo de uma sindrome monogénica (ex: sin-
drome de Dravet), pode-se justificar a realizagéo do estu-
do dirigido do gene. Todavia, se nao for indicativo de uma

» Dismorfias, rasgos polimalformativos, outras manifestagdes clinicas;

* Historia familiar.

v
Fenétipo sugestivo de uma sindrome genética especifica?

N

Sim Nao
Estudo dirigido do gene

| e |
resultado negativo

resultado negativo

Fenotipo ndo determinado
Fendtipo ndo incluido no painel T

Painel NGS multigénico

—— Estudo metabdlico: + Exclusdo de doengas metabolicas potencialmente trataveis

- Deficiéncia de piridoxina, defeito do GLUT-1

- Deficiéncia de biotinidase, metilenotetrahidrofolato redutase, co-factor molibdénio,
metabolismo do folato, creatina, biopterinas, sulfito-oxidase

Outros erros hereditarios do metabolismo conforme clinica

Microarray cromossémico - array CGH ou SPN

Cariétipo — suspeita da sindrome do cromossoma 20 em anel

_ resultado

— Sequenciagao do exoma -- negativo” "}

resultado negativo !

v

Sequenciagao
total do genoma

Figura 1 — Algoritmo diagndstico para estudo das encefalopatias epilépticas infantis
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Tabela 4 — Sindromes genéticas epilépticas com potenciais implicagdes terapéuticas

Gene Clinica Alteragao terapéutica
SCN1A Sindrome de Dravet Evitar bloqueadores dos canais de sédio
SCN2A Epilepsia parcial migratéria maligna; Fenitoina pode ser eficaz

Encefalopatia infantil precoce; Dravet-like;

atraso intelectual isolado

SCN8A Encefalopatia infantil precoce

SLC2A1 Défice de GLUT-1

KCNT1 Epilepsia focal migratéria maligna, EEI
precoce

PRRT2 Epilepsia focal neonatal

Fenitoina pode ser eficaz

Dieta cetogénica indicada, triheptanoina em estudo

Quinidina pode ser eficaz

Carbamazepina pode ser eficaz

Discinésias paroxisticas, ataxia episodica

ALDH7A1, PNPO
TSC1, TSC2

Encefalopatia infantil precoce

Esclerose tuberosa

Piridoxina ou piridoxal fosfato indicados

Vigabatrina
Everolimus pode ser indicado

entidade genética especifica, deve-se realizar a analise de
MAC, sobretudo se existirem caracteristicas dismorficas
ou rasgos polimalformativos. O estudo do cariétipo esta
indicado na suspeita de uma sindrome cromossémica par-
ticular, por exemplo, sindrome do cromossoma 20 em anel,
trissomia 21 e trissomia 18.

Se o MAC for negativo e/ou n&o existirem elementos
fisicos distintivos, o proximo passo devem ser os painéis
multigénicos ou a sequenciagéo de exoma. Existem varias
consideragdes relativas a selecgao de painéis multigénicos:
fenotipo (existe um painel especifico?), gravidade (o diag-
noéstico célere tem impacto em decisdes futuras?) e custo.
Se existir um painel correspondente ao fenétipo do doente,
€ razoavel realiza-lo como estudo seguinte. Contudo, se
este n&o for dirigido ao fendtipo ou se néo for possivel deci-
dir entre os painéis disponiveis, é razoavel prosseguir com
a sequenciagdo de exoma dada a relagdo rentabilidade-
-custo. Por fim, se 0 MAC e painéis nao forem positivos, a
sequenciagdo de exoma € o Ultimo passo, destacando-se
a analise em trio para avaliagdo de variantes de novo. A
sequenciacao total do genoma ja se realiza em casos sele-
cionados com estudo de exoma negativo, prevendo-se que
num futuro préximo venha a ser frequentemente aplicavel
na pratica clinica.

Na marcha diagndéstica, sobretudo na sequenciacéo de
exoma e genoma, o aconselhamento genético é impres-
cindivel, dado o risco de deteccado de variantes de signifi-
cado incerto e achados incidentais com implicagdes para
o doente e familia. Deve ser realizado um consentimento
informado por escrito especifico para estas situagdes. O
estudo genético pode ser condicionado por questdes ine-
rentes ao respectivo hospital, sendo fundamental a discus-
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