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RESUMO

Objetivos: O propésito deste estudo foi ampliar o conhecimento acerca da aplicabilidade clinica do teste genético
em SCNI1A para fenétipos graves do espectro da epilepsia generalizada com crises febris plus por meio de triagem de
mutacdes em pacientes com sindromes de Dravet e de Doose e estabelecimento de correlagdes gendtipo-fendtipo.
Métodos: A triagem de mutacdes em SCNIA foi realizada em 15 pacientes com sindrome de Dravet e em 13 com
sindrome de Doose. Oito algoritmos de predi¢io foram utilizados para analisar o impacto das mutagdes na provavel
fungfo proteica. Além disso, todas as mutagdes em SCNIA previamente publicadas foram compiladas e analisadas.
A técnica de Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) também foi usada para detectar variagdes no
ntmero de cépias em SCN1A. Resultados: Doze mutacdes foram identificadas em pacientes com sindrome de Dravet,
enquanto pacientes com sindrome de Doose nio apresentaram mutagdes. Nossos resultados mostram que mutagdes
missense sdo as mais comuns, e estdo localizadas predominantemente nas regides do poro e por¢des C- e N-terminal
da protefna. Ndo foram identificadas alteragces no nimero de cépias de SCN1A em nossa casuistica. Conclusdes: O
teste genético em SCN 1A ¢ de utilidade clinica para pacientes com sindrome de Dravet, mas nio para os com sindrome
de Doose, pois ambas as sindromes parecem nio compartilhar a mesma base genética. Nossos resultados indicam que
mutacdes missense podem causar fendtipos graves dependendo da localizacio e do tipo da substituigio do aminodcido.
Além disso, a anélise de predi¢ao utilizando mdltiplos algoritmos computacionais foi eficaz para a maioria das mutagdes.
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ABSTRACT

Genotype-Phenotype correlation in Dravet Syndrome with SCN1A mutation increase efficiency of molecular
diagnosis

Objectives: The purpose of this study was to advance the knowledge on the clinical use of SCNIA testing for severe
epilepsies within the spectrum of generalized epilepsy with febrile seizures plus by performing genetic screening in
patients with Dravet and Doose syndromes and establishing genotype-phenotype correlations. Methods: Mutation
screening in SCNIA was performed in 15 patients with Dravet syndrome and 13 with Doose syndrome. Eight
prediction algorithms were used to analyze the impact of the mutations in putative protein function. Furthermore, all
SCNIA mutations previously published were compiled and analyzed. In addition, Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification (MLPA) technique was used to detect possible copy number variations within SCNIA. Results: Twelve
mutations were identified in patients with Dravet syndrome, while patients with Doose syndrome showed no mutations.
Our results show that the most common type of mutation found is missense, and that they are mostly located in the
pore region and the N- and C-terminal of the protein. No copy number variants in SCNIA were identified in our
cohort. Conclusions: SCN1A testing is clinically useful for patients with Dravet syndrome, but not for those with
Doose syndrome, since both syndromes do not seem to share the same genetic basis. Our results indicate that indeed
missense mutations can cause severe phenotypes depending on its location and the type of amino-acid substitution.
Moreover, our strategy for predicting deleterious effect of mutations using multiple computation algorithms was
efficient for most of the mutations identified.
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Correlagdes entre o gendtipo e o fenétipo na sindrome de Dravet ...

INTRODUCAO

A epilepsia generalizada com crises febris plus
compreende um espectro clinico de fenétipos que inclui
sindromes mais graves como as de Dravet e de Doose!.
Estudos moleculares permitiram a identificagio de
mutacdes no gene que codifica a subunidade al do canal
de sodio voltagem-dependente neuronal (SCNIA) em
pacientes com fenétipos desse espectro?’.

O teste genético em SCN1A ¢ considerado o de maior
aplicabilidade clinica dentre os genes identificados nas
diferentes sindromes epilépticas!. No entanto, ainda h4
controvérsias quanto ao uso clinico desse teste molecular
e A possivel correlagio das mutacdes encontradas e os
diferentes fenétipos®.

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi ampliar o
conhecimento acerca da aplicabilidade clinica do teste
genético em SCNIA para fendtipos graves do espectro de
GEFS+ por meio de triagem de mutagdes em pacientes
com sindromes de Dravet e de Doose. Além disso,
pretendemos estabelecer correlacio gendtipo-fenétipo,
utilizando muiltiplos algoritmos para predi¢io de mutagoes
deletérias e andlise comparativa com mutagdes previamente
descritas na literatura, para fins de validagdo do método
computacional de analise escolhido.

METODOS

Pacientes

Foram incluidos neste estudo 15 pacientes diagnos-
ticados com sindrome de Dravet e 13 com sindrome de
Doose, todos niao aparentados. A caracterizacio clinica
dos pacientes estudados foi realizada de acordo com as
diretrizes propostas pela International League Against Epilepsy
(ILAE), por meio de exames neurolégicos, avaliagio do
histérico de crises, registros eletroencefalograficos (EEG)
e neuroimagem. Todos os responsaveis pelos pacientes
assinaram o termo de consentimento esclarecido aprovado
pelo comité de ética em pesquisa da Faculdade de Ciéncias

Médicas da UNICAMP,

Triagem de mutacdes

O DNA utilizado nas analises moleculares foi obtido
a partir de amostras de sangue periférico, utilizando-se o
protocolo de extragio com fenol-cloroférmio. Os 26 éxons
codificantes do gene SCN1A foram amplificados por meio
da reagio da cadeia da polimerase (PCR) e submetidos a
triagem pela técnica de denaturing high-performance liquid
chromatography (DHPLC) ou sequenciados diretamente no
aparelho ABI 3500xL. As amostras analisadas por DHPLC
que apresentaram perfis cromatograficos alterados foram
submetidas ao sequenciador automatico no equipametno

MegaBACE 1000.
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Analises computacionais

Foram utilizados oito algoritimos computacionais
para estimar o potencial deletério das alteragdes que
resultam em troca de residuo de aminoécido na protefna
codificada: SIFT®, Polyphen 17 and 28, Pmut®, MutPred'®,
PhD-SNP!'', SNAP!? and SNP&GO?"U. Essas analises
levam em consideragido as diferengas fisico-quimicas
entre o amino4cido original e o alterado, além da posicio
da alteracdo na proteina e o nivel de conservacio entre
sequéncias homoélogas.

Compilagio e analise de mutagdes previamente descritas

Todas as mutagdes previamente descritas na literatura
no gene SCN 1A para ambos os fenétipos estudados foram
compiladas e analisadas quanto a sua provavel localizacio

N

na protefna e submetidas a predi¢do de efeito deletério

utilizando os algoritmos descritos acima.

Detecgio de variagdes em nimero de copias

Andlises por Multiplex Ligation-Dependent Probe Ampli-
fication (MLPA) foram realizadas para detectar variacoes no
ntmero de cépias de segmentos maiores que 1Kb envolvendo
o gene SCNIA. Foi utilizado o kit SALSA MLPA P137-2,
e as amostras foram submetidas a aletroforese capilar nos

equipamentos MegaBACE 1000 e ABI 3500xL.

RESULTADOS

A triagem de mutagdes no gene SCN1A revelou doze
alteragdes potencialmente deletérias em nosso estudo,
perfazendo 80% dos pacientes com sindrome de Dravet
(12/15). Em contraste, nenhuma mutagio foi encontrada
em pacientes com sindrome de Doose (0/13). Nossos
resultados mostraram que seis mutagdes sdo do tipo missense
(50%), trés estdo em sitios de splice (25%), duas sdo do
tipo frameshift (17%) e uma ¢ a delecio de um tripleto
(8%). Segundo a predigio de efeito deletério utilizando os

oito algoritmos, todas as seis mutagdes que resultam em
troca de aminodcido (c.829T>C, c.971A>C, c.2360T>G,
c.4093G>T, c.5178G>T e c.5434T>C) foram consi-
deradas patogénicas. As trés alteracdes localizadas em
sitios doadores de splice (IVS2+1A>G, [VS4+1G>A e
IVS8+3G>T) podem induzir ao processamento aberrante
do RNA mensageiro, comprometendo a estrutura e
fungio da proteina. A inser¢io ¢.3719 3720insGATA e
a delecdo c¢.1242delA promovem alteragdo na matriz de
leitura e geracio de um cédon prematuro na sequéncia
protéica, o que resultaria em uma proteina truncada, caso
seja codificada. Por fim, a dele¢do ¢.5489 5491delAGT
promove a substitui¢do de dois residuos de aminoacidos
por outro distinto. No foram identificadas alteracdes no
nidmero de copias de SCNIA em nossa casuistica.
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A compilagio de mutagdes descritas na literatura em
SCNIA revelou um total de 518 alteracoes nucleotidicas
e 32 variacdes de ndmero de copias nos pacientes com
sindrome de Dravet, enquanto apenas duas alteracoes
foram encontradas em pacientes com sindrome de Doose
tipica. Mutagdes que alteram residuo de aminoécido séo
as mais frequentes em sindrome de Dravet (44%), com
predominancia nas regides de formacdo do poro e nas
por¢des C- e N-terminal da protefna, como também
observado em nossa casufstica. A andlise de predicio
utilizando muiltiplos algoritmos foi eficaz para a maioria
das mutagoes, embora houvesse um menor consenso entre
0s programas para substituicdes presentes em segmentos
proteicos extramembrana.

DISCUSSAO

A alta frequencia de alteracdes potencialmente
deletérias em SCNIA nos pacientes com sindrome de
Dravet (80%) indica que o teste genético para fins clinicos é
altamente recomendavel em individuos com esse fenétipo.
No entanto, apesar de fazer parte do mesmo espectro
clinico, nossos dados sugerem que a sindrome de Doose
nio compartilha a mesma base genética da sindrome
de Dravet. Sendo assim, o teste ndo seria indicado para
pacientes com sindrome de Doose, visto que apenas
duas mutagdes foram identificadas em casos tipicos até o
momento mesmo depois de compilada toda a literatura
mundial sobre o assunto.

Nossos resultados, consistentes com a analise
conjuntas das 518 mutagdes previamente descritas na
literatura, mostram uma predominincia de mutacdes
missense. Estas foram anteriormente consideradas presentes
exclusivamente em fendtipos mais brandos', o que nio é
evidenciado pelos dados apresentados no presente trabalho.
Essas substitui¢oes envolvem aminodcidos conservados
evolutivamente e localizados em regides funcionalmente
cruciais da protefna, enquanto as outras alteracdes estio
distribuidas ao longo da mesma. Esse resultado demonstra
claramente que mutacdes missense também podem causar
fenotipos graves, dependendo das diferengas fisico-
quimicas entre os aminoécidos trocados e da localizacdo
da substitui¢io na proteina codificada.

62

Nossa estratégia de predigio de efeito deletério utili-
zando miltiplos algoritmos mostrou-se eficiente, especial-
mente para alteracdes na regido proteica transmembrana,
que ¢ altamente conservada.
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agencias de fomento CNPq e FAPESP pelo apoio financeiro.
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