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INTRODUGAO:

A Displasia Cortical Focal (DCF) é um tipo de malformacdo do desenvolvimento do cértex
cerebral que geralmente se apresenta como uma epilepsia resistente ao tratamento com
medicamentos. O inicio das crises de epilepsia acontece comumente na infancia e o tratamento
cirurgico, com a retirada do tecido anormal, chamado de tecido displasico, pode ser indicada como
uma forma de tratamento das crises. O termo “displasia cortical focal” foi inicialmente proposto por
Taylor (TAYLOR et al., 1971) com base em seus estudos histologicos da leséo displasica presente no
cortex cerebral de pacientes falecidos com epilepsia refrataria ao tratamento. Essas lesdes contém
alteragbes microscopicas bem caracteristicas, tais como a presenga de neurdnios dismorficos, células
de aparéncia anormal, também conhecidas como células em baldo, e uma desorganizagdo das
camadas do cortex cerebral (NAJM et al., 2022). A DCF pode ser classificada em diferentes subtipos
(DCFI, DCFII e DCFIIl), de acordo com as caracteristicas histopatolégicas da lesdo. Em geral, as
DCFs podem ser identificadas por exames de ressonancia magnética realizados no contexto da
investigacado de pacientes com epilepsia refrataria ao tratamento clinico.

As malformagbes do desenvolvimento cortical ocorrem quando alguma das etapas do
desenvolvimento do cortex é impactada. Essas etapas sdo: a proliferagcdo, em que as células
neuroepiteliais da zona ventricular se multiplicam; a diferenciagdo, em que as células progenitoras
comecam a se diferenciar em neurdnios e células gliais radiais; e a migragao neuronal, quando os
neurbnios recém-formados deixam a zona ventricular e migram, formando a placa cortical
(SUBRAMANIAN et al., 2020). Alteragdes em qualquer um desses processos biolégicos pode levar as

malformacgdes do desenvolvimento cortical.
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A via de sinalizagao conhecida como mTOR tem sido relacionada as DCFs, essa via pode ser
subdividida em mTORC1 e mTORC2. A via mTORC1 participa principalmente da proliferacdo e
sobrevivéncia celular, e a via mTORC2 se relaciona com metabolismo, sintese de proteinas e lipidios,
crescimento, proliferacao celular e autofagia (KIM e LEE, 2019). Variantes localizadas em genes que
codificam proteinas da via mTOR foram identificadas em pacientes com DCF, tanto na forma de
variantes germinativas quanto somaticas. Desse modo, postula-se que a hipotese dos dois hits possa
estar envolvida na etiologia das DCFs. Genes envolvidos nesse fendmeno sao principalmente TSC1,
TSC2 e DEPDCS5. De acordo com essa hipotese, para que a DCF ocorra seriam necessarias duas
variantes genéticas causais: uma germinativa, presente em todas as células do organismo, e outra
somatica, presente nas ceélulas originadas a partir daquela que sofreu a mutagdo somatica. Portanto,
para que o fendtipo apareca, seria necessario ter um primeiro hit germinativo e um segundo hit
somatico, levando entdo a presencga de duas variantes causais no tecido displasico (XU et al., 2022).

Muitas técnicas tém sido utilizadas para a identificacdo de variantes genéticas associadas a
doencas. Uma das técnicas moleculares de melhor custo-beneficio atualmente é o sequenciamento de
exoma completo (do inglés whole exome sequence, WES), em que sdo sequenciadas as regides dos
éxons e adjacéncias (regides de consenso de splice) de todos os genes humanos, possibilitando
identificar variantes nas regides codificadoras e de processamento do RNA mensageiro. Tais regides
concentram a grande maioria das variantes associadas a fendtipos de doengas monogénicas
identificados na atualidade (BARTHA e GYORFFY, 2019).

Com o avango no diagnéstico molecular e a identificagdo de genes e variantes associadas a
doengas raras, o American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) criou uma ferramenta
que classifica as variantes em cinco niveis de certeza da associacdo com o fendtipo: patogénica,
provavelmente patogénica, variante de significado incerto (do inglés, variant of unknown signifcance,
VUS), provavelmente benigna e benigna. Essa classificagdo se baseia na avaliacao de varios critérios,
incluindo estudos funcionais, segregacédo em familias, algoritmos de predicacdo do efeito da variante
na fungdo proteica e frequéncia na populagao referéncia de onde vem o paciente (RICHARDS et al.,
2015).

OBJETIVO:

Este trabalho tem o objetivo de identificar variantes germinativas putativamente associadas com o

fenotipo de displasia cortical focal (DCF).
METODOLOGIA:

Os pacientes foram cuidadosamente estudados pela equipe clinica dos ambulatérios de
Neurologia do HC-UNICAMP e a confirmacao de DCF foi realizada através do exame histopatoldgico
dos espécimens cirurgicos obtidos de pacientes submetidos a cirurgia de epilepsia para o controle das
crises refratarias ao tratamento medicamentoso. A coleta e a extragdo do DNA do sangue periférico de
18 pacientes foram realizadas apds a obtengdo do consentimento livre e esclarecido que foi aprovado

pelo CEP-UNICAMP. O sequenciamento do exoma pela técnica de WES e o processamento inicial de
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bioinformatica foi realizado seguido protocolos padrao. Posteriormente, os arquivos de variantes (do
inglés variant calling file, VCF) de cada paciente foram inseridos na plataforma Franklin by Genoox,
onde é possivel adicionar filtros e priorizar variantes candidatas de interesse.

Primeiramente, foram adicionados: filiro de classificagdo do Franklin segundo os critérios da
ACMG, para listar apenas variantes patogénicas, possivelmente patogénicas e VUS; filiro de
zigosidade, para listar apenas variantes em homozigose e heterozigose, excluindo variantes iguais ao
genoma de referéncia; filtro de frequéncia (frequéncia populacional menor ou igual a 1%); e filtro de
confianga, para listar variantes com nivel de qualidade entre médio e alto, excluindo assim aquelas que
pudessem ser geradas por artefatos técnicos durante o sequenciamento ou processamento de
bioinformatica. Com esses filtros aplicados, foram adicionados também filtros de painéis génicos,
incluindo genes relacionados na literatura com a DCF (JESUS-RIBEIRO et al.,, 2021) e genes
relacionados a epilepsia associada ao neurodesenvolvimento (ZHANG et al., 2023). Depois de
selecionadas as variantes em genes ja associados de alguma forma as DCF, os filtros de painéis
génicos foram retirados e uma nova avaliagdo foi realizada com o intuito de buscar variantes de
interesse além das ja descritas na literatura.

As variantes selecionadas foram classificadas de acordo com os critérios da ACMG (Richards
et al.,, 2015), bem como com as recomendacbes posteriores da base de dados ClinGen
(https://clinicalgenome.org/working-groups/sequence-variant-interpretation/). Para essas analises

utilizamos também diversas ferramentas e bases de dados disponiveis, tais como: GhomAD, Genome

Aggregation Database, (https://gnomad.broadinstitute.org/) para avaliar frequéncia populacional global
e BIPMED, Brazilian Initiative on Precision Medicine, (https://www.bipmed.org/) para avaliar frequéncia
das variantes na populagédo brasileira; GenCC, The Gene Curation Coalition, (https://thegencc.org/)
para verificar a forca da associagdo entre gene e condicdo; MobiDetails
(https://mobidetails.chu-montpellier.fr/), que mostra de forma gréafica o efeito de altera¢des no sitio de

splice; Decipher (https://www.deciphergenomics.org/), para a visualizagdo das variantes ja descritas

em um gene e possiveis pontos quentes de mutagéo; ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/),

um banco de variantes associadas a doengas que traz informacdes sobre quantas vezes a variante foi
descrita em pacientes e controles, como foi classificada e com qual fenétipo foi associada; além do

UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/) e do OMIM (https://www.omim.org/), consultados

para complementar as analises.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Foram identificadas 22 variantes de interesse, presentes em 21 genes diferentes, nos 18

pacientes, listadas na tabela 1:

Tabela 1. Variantes germinativas dos pacientes com FCD.

Frequéncia

Paciente Variante Cobertura
do alelo

Classificacio ACMG
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https://gnomad.broadinstitute.org/
https://www.deciphergenomics.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
https://genome.ucsc.edu/

variante
(VAF) (critérios)

1 KEAPI: c.1061G>A, p.Arg354Gin 1030 0,53 VUS (PM2_P)

2 PDGFRA: ¢.1283C>G, p.Thr428Ser 625 0,5 VUS (PM2_P, BP4)

3 ABCAS: c.3664T>C, p.Trp12224rg 130 0,54 VUS (PM2_P)
EZR:c.4254>T, p.His142Leu 411 0,53 VUS (PM2_P, PP3_M)

! IQSECI:¢.122C>T, p.Pro41Leu 280 0,54 VUS (PM2_P,BP4 M)

5 NEDDAL: c.1031C>G, p.Thr344Ser 752 0,46 VUS (PM2_P,BP4 M, PP2)

6 TSC2: c.1343T>C, p.Leud48Pro 367 0,35 VUS (PM2_P, PP3_M)
SNIPI: ¢.331C>T, p.Argl11Cys 632 0,51 VUS (PM2_P, BP4)
FMN2: ¢.3026_3027insTCCTCCACCCCCTCTACCCGGAGCGGGCATACC,

8 Alal094 Giv1104dup 48 0.33 VUS (PM2_P)
SCNIA: ¢.51174>G, p.Asn1706Ser 1923 0,52 VUS (PM2_P, PP3_M)

9 TSC2:c.600-222G>T 219 0,53 VUS (PM2_P)
WDR?73: ¢.710dup, p.Gly238Trpfs*17 2118 0,50 LP(PM2_P, PVSI)

10 ASPM: c.67884>G, p.His2263Arg 1061 0,49 VUS (PM2_P)

|| DEPTOR: .767G>A, p.Arg256Gln 708 0,47 VUS (PM2_P, BP4_M)
CHDS: ¢.1315C>T, p.His439Tyr 1043 0,48 VUS (PM2_P, PP2)

12 KIF264: c.4097C>T, p.Thr1366Met 260 0,47 VUS (PM2_P, BP4_M)

13 ZC3HI4: ¢.71G>A, p.Gly24Asp 583 0,53 VUS (PM2_P, BP4)

14 KIF24: ¢.1031G>A, p.Arg344Gin 108 0,63 VUS (PM2_P)

15 MACFI: c.14867G>A, p.Arg4956His 631 0,50 VUS (PM2_P, PP2)

16  PTPN23: c.4796G>A, p.Arg1599Gin 1867 0,50 VUS (PM2_P)

17 COL4A42: c.4G>C, p.Gly2Arg 752 0,48 VUS (PM2_P)

18  EIF2B4: ¢.1192-44>G 684 0,46 VUS (PM2_P)

Onde, LP= provavelmente patogénico; VUS= variante de significado incerto; P= critério modulado com forga

suporte; _M= critério modulado com forga moderada.

Como mostra a Tabela 1, uma variante foi classificada como provavelmente patogénica
(WDRY73), enquanto as outras variantes foram classificadas como variantes de significado incerto
(VUS). Algumas variantes estdo em genes relacionados a proliferagéo, diferenciagédo ou apoptose,
como PDGFRA, NEDDA4L (LEE et al., 2020), SNIP1 e CHDS8. Outras foram selecionadas por se
localizarem em genes relacionados a migragao celular, por meio de mecanismos estruturais, como os
genes EZR, FMN2, WDR73, ASPM, KIF26A (QIAN et al., 2022), KIF2A e MACF1. Finalmente algumas
variantes foram selecionadas por estarem em genes que apresentam alguma associagdo com DCF na
literatura, mesmo que seus mecanismos nao estejam bem definidos, como o gene SCN1A (SKJEI et
al., 2015).

As variantes selecionadas estao localizadas em 21 genes candidatos, sendo quem em quatro
desses ndo ha fendtipos associados descritos na base de dados OMIM, ainda que suas fungoes
biolégicas se relacionem a processos biolégicos fundamentais na formagao do cortex (KEAP1, ABCAS,
EZR, DEPTOR). Além disso, variantes em cinco outros genes poderiam explicar o fenétipo mesmo em
heterozigose (NEDDA4L, CHDS8, KIF2A, MACF1 e COL4A2). Ja& as variantes restantes poderiam

funcionar como um primeiro hit germinativo contribuindo para a etiologia da DCF.

CONCLUSOES:

Neste estudo foram identificadas 21 variantes genéticas de interesse, sendo uma classificada

como provavelmente patogénica, enquanto as demais foram classificadas como VUS.
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Embora as variantes selecionadas necessitem estudos adicionais para que possam ser
inequivocamente ligadas a etiologia das DCFs, nossos resultados ja sugerem a importancia de
investigar a linhagem germinativa de pacientes com DCF. Os resultados também enfatizam a
complexidade da base genética da DCFs demonstrando claramente que a condigao pode nao se
associar apenas a variantes genéticas na via mTOR. Desse modo, nossos resultados contribuem para
um melhor entendimento da arquitetura genética das FCDs, abrindo a possibilidade de uso de

estratégias de medicina de precisdo para esses pacientes no futuro.
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