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INTRODUCAO

A epilepsia € uma condi¢cdo neurolégica comum que afeta 1,5%-2% da populacao
geral (Hauser et al., 1996), sendo considerada um problema de saude publica pela
Organizacdo Mundial de Saude. Dentre as diferentes classificacbes das sindromes
epilépticas, a epilepsia de lobo temporal mesial (EL TM) é reconhecidamente uma
sindrome de grande importancia clinica ndo somente por sua alta incidéncia (Hauser et
al., 1996), mas também, por ser freqientemente refrataria ao tratamento medicamentoso
(Engel, 1989), visto que o controle completo das crises a penas com o tratamento clinico,
ocorre em menos de 50% desses pacientes (Sander, 1993). A ELTM esta frequentemente
associada com achados histopatoldgicos de esclerose mesial temporal (EMT), que é
caracterizada por perda neuronal na amigdala, uncus e giro parahipocampal, mas o
achado mais acentuado é a esclerose hipocampal (EH; Engel, 1987; Luders, 1991). A EH
€ caracterizada por perda neuronal seletiva nas areas CA1, CA3 e hilus acompanhada de
gliose em graus variados. Ja a regido de CA2 tem se mostrado mai s resistente a esse tipo
de insulto (Luders, 1991; Blimcke et al.,, 1999). Nos ultimos anos, as imagens por
ressonancia magnética (IRM) de alta resolucdo permitiram a identificacdo da atrofia
hipocampal (AH) e outros sinais indicativos de esclerose hipocamp al (EH) em pacientes
com ELTM (Berkovic et al, 1991; Cendes et al., 1993a). Esses achados de IRM
apresentam uma grande correlacdo com os achados histopatologicos da EMT (Cendes et
al., 1993%; Bernasconi et al., 2003) permitindo que a presenca da AH seja co nsiderada um
marcador in vivo da EMT. Apesar destas observagdes, ainda ndo estdo bem esclarecidas
as relagOes entre esses achados e os mecanismos epileptogénicos. Entretanto, esses
eventos tém sido frequentemente relacionados com insultos precoces de caus as
ambientais, como as crises epilépticas febris prolongadas na infancia (Abou -Khalil et al.,
1993; Cendes et al., 1993D).

A presenca de fatores genéticos contribuindo na etiologia das epilepsias é
estimada em torno de 40% dos pacientes (Robinson & Gardiner, 2004). Em 2001,
Kobayashi et al. identificaram um tipo distinto de ELTM com recorréncia familiar, mas

baixa frequéncia de crises febris na infancia conhecida como ELTM familiar (ELTMF;



Kobayashi et al., 2001) que desde entdo, vem sendo intensamente in vestigada tanto no
que se refere a apresentagdo clinica quanto as alteracbes em IRM (Kobayashi et al.,
2002; 2003). Na ELTMF, apesar da maior parte dos individuos afetados apresentarem
bom controle de crises, alguns pacientes apresentavam quadro clinico,
eletroencefalografico e de neuroimagem indistinto daqueles pacientes com a forma
classica de ELTM refratéria dita “esporadica” ou ndo familiar. A AH determinada por IRM
foi identificada em 70% dos pacientes com ELTMF (Kobayashi et al., 2003), sendo mais
severa e mais freqlente nos pacientes com crises refratarias. Além disso, foram
encontrados sinais indicativos de AH em 34% dos familiares assintométicos submetidos a
investigacdo por IRM (Kobayashi et al., 2002). A andlise dos heredogramas evidenciou
um padréo de heranca autossémica dominante com penetrancia incompleta (Kobayashi et
al., 2001). Estes dados sugerem a presenca de um forte fator genético determinando as
alteracbes hipocampais nessas familias. Diante destas observacfes, o objetivo deste
estudo foi identificar o locus responsavel pela ELTMF associada a AH, através do estudo

de ligacdo genémico.

SUJEITOS E METODOS:

Familias: Os critérios diagnosticos de ELTM seguiram os critérios definidos pela
International League Against Epilepsy (ILAE; Commission Report, 1989). Dados sobre as
familias selecionadas estdo descritos previamente (Kobayashi et al., 2001). Entre as
familias identificadas com ELTM foram selecionadas duas suficientemente informativas
para a analise de ligacdo, nomeadas de F10 e F26. Um total de 57 individuos, incluindo
25 pacientes foram genotipados. Os membros das familias foram divididos em 3 classes
fenotipicas: afetado (individuos com AH e/ou ELTM), ndo afetado (individuos sem crise
ou crise Unica, mas com IRM normal) e desconhecido (individuos sem informacéo
fenotipica, principalmente individuos casados com membros da familia). Todo o
procedimento foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa da FCM - Unicamp.

Genotipagem: Para este estudo foram selecionados 332 marcadores escolhidos a

partir do Marshfield Human Genetic Map (www.research.marshfieldclinic.org/genetics)

com uma porcentagem de heterozigose >75%. A distancia entre dois marcadores
adjacentes foi de aproximadamente 12cM. A genotipagem foi realizada através de
sequenciador automatico MegaBACE ™ 1000, utilizando-se primers marcados com
FAM™ vIC™ ou NED™ (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). As
sequéncias de DNA foram amplificadas por PCR e misturadas de acordo com a
marcacdo em volume final de 40ul de H,O (1:20 FAM™, 1:20 VIC™ e 1:10 NED™).


www.research.marshfieldclinic.org/genetics

Foram transferidos 2ul desta solu¢do para cada um dos pocos de uma placa de 96 pocos
para MegaBACE e misturadas a 8 ul de solugéo de corrida (para cada reagdo: 7.75ul de
Tween 20 0,1% em H,O + 0.25 pl de size standard marcado com ROX™, ET-550R da GE
Healthcare, Buckinghamshine, UK). As amostras foram desnaturadas a 95°C por 3 min.
Os parametros de injegcdo foram 45 segundos a 3 kV e as amostras correram por 65
minutos a 10 kV. A definicdo dos picos dos alelos e a leitura foram realizadas com o
emprego do Software Fragment Profiler v1.2 (GE Healthcare, Buckinghamshine, UK).
Treze marcadores adicionais foram usados para o refinamento da regido candidata no
cromossomo 18p: telédmero, D18S476, D18S1098, D18S481, D18S1154, D18S52,
D18S1132, D18S976, D18S1376, D18S967, D18S1163, D18S464, D18S1150 e
D18S1158.

Andlise de Ligacdo: A analise de ligagéo foi realizada assumindo -se um modo de
heranga com penetrancia incompleta (80% de penetrancia). Evidéncia para um padrao de
heranca com transmissdo Mendeliana foi obtido a partir da analise de segregacéo
complexa (Secolin et al., 2004). O LOD score de dois pontos foi calculado pelo programa
MLINK, versdo 5.1 do pacote de programas LINKAGE (Ott,1974) para cada familia
separadamente. Para o calculo do LOD score de multiplos pontos foi usado o programa
LINKMAP, também do programa LINKAGE.

RESULTADOS

Os resultados do estudo genémico estdo resumidos na Figura 1 para a F10 e na
Figura 2 para a F26. Um unico significativo LOD score foi obtido no cromossomo 18p
11.3-11.2 para a F10. O refinamento da regido identificou um Zmax de 3,63 em 6= 0,0
para 0 marcador no locus D18S976 (Tabela 1). A andlise de mdultiplos pontos e de
haplétipo evidenciam eventos de recombinagéo que localizam uma regido critica de 6 CM
entre D18S976 e D18S452 (Figura 3). Nenhuma regido mostrou resultado
significantemente positivo para a F26 em todo o genoma, nem tdo pouco a regiao

candidata no cromossomo 18p foi in formativa para esta mesma familia.
DISCUSSAO

Mapeamento genético por andlise de ligacdo é uma poderosa ferramenta para a
localizacdo de genes responsaveis por doencas. No entanto, para se obter resultados
confidveis € crucial o levantamento de familias in formativas com um grande numero de
individuos afetados, um modo de heranca bem definido e uma correta classificagéo
fenotipica de cada individuo. Este estudo realizou uma busca genémica randémica em

duas grandes familias (F10 e F26) segregando um fenétipo bem estabelecido (Kobayashi
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et al., 2001) e com forte evidéncia para uma heranca autoss dmica dominante (Secolin et
al., 2004). Além disso, foi estabelecido um marcador fenotipico, a AH, que foi usada para
classificar o status de afetado para a maioria dos membros estudados
independentemente da presenca de crises, desde que ficou claro a existéncia de
individuos com AH sem crises (Kobayashi et al., 2001; 2002; 2003). Neste cenario, foi
estabelecida ligagdo para uma regido candidata de 6 cM no cromossomo 18p 11.3-11.2.
Pelo fato da AH ser usada como um marcador fenotipico para a EMT nos individuos
afetados é correto assumir que a ligacdo foi encontrada para um locus predispondo a
EMT, independentemente de crises.

Pelo fato de existir heterogeneidade genética n a maioria das sindromes epilépticas
monogénicas, a analise de ligacéo foi realizada separadamente para as duas familias. De
fato, ndo houve qualquer evidéncia de ligagdo em todo o genoma para a F26 (Figura 2). O
resultado negativo para a F26 ndo causou sur presa, pois embora frequente, este tipo de
resultado é pouco divulgado. Varias raz6es podem ter contribuido para a falta de ligacédo
genética em todo o genoma da F26, entre elas, a presenca de heranca bilineal de
epilepsia em um ramo da familia (Figura 4), o qual pode estar contribuindo para um
decréscimo no poder estatistico para deteccdo de ligacado (Terwilliger & Ott,1994). Além
disso, diferencas na apresentacao fenotipica das duas familias podem estar gerando este
resultado (Kobayashi et al., 2001). Na F10, todos os afetados possuem um curso benigno
da doenca com bom controle das crises e nenhuma histéria de crise febril. J& na F26,
embora a maioria dos individuos possua bom controle das crises , ha um individuo com
refratariedade medicamentosa e quatro com antecedentes de crise febril. Ainda ndo esta
claro se essas caracteristicas fenotipicas poderdo se correlacionar com a
heterogeneidade genética, no entanto a andlise de mutacdo direta podera futuramente
resolver esta questao.

E interessante ressaltar que durante a busca gendmica randdmica, houve a
oportunidade para a realizagdo da analise de ligacdo para genes candidatos com fungfes
biologicas significantes na fisiologia da ELTM ou em modelos animais descritos
previamente (Maurer-Morelli et al., 2006; 2007). Muito embora esses estudos ndo tenham
evidenciado qualquer ligagdo entre genes candidatos e ELTMF, eles mostram que o
emprego da andlise de ligacdo genética na investigacdo direta de genes candidatos pode
ser uma ferramenta bastante eficiente, especialm ente quando estes genes sdo bem
localizados, quando mais de um gene de interesse estdo na mesma regido e,
principalmente quando possuem extensas regides codificadoras, o que torna a triagem de

mutacdes uma tarefa longa e dispendiosa.



Em conclusdo, um locus candidato para a AH associada com a ELTMF foi
identificado no cromossomo 18p 11.3-11.2 sugerindo que existe um gene principal
predispondo o desenvolvimento da EMT nos pacientes da F10. Este resultado demosntra
pela primeira vez, de forma conclusiva, que a EMT pode ter um forte componente
genético para 0 seu desenvolvimento, abrindo novos caminhos para o estudo dos
mecanismos fisiopatoldgicos que permeiam a EMT e sua rela¢ &0 com a ELTM. A triagem
de mutacdo em genes candidatos nesta regido sera necess aria para a identificacdo do
gene maior responsavel por esta sindrome, contribuindo assim, para uma melhor
compreensdo da relacdo entre as alteragdes estruturais e funcionais encontradas in vivo e
a manifestacdo da atividade epiléptica, além de criar a possibilidade do diagnéstico

molecular para esses pacientes.
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TABELA 1: LOD scores de dois pontos para os marcadores genotipados na regido

candidate para a epilepsia de lobo temporal mesial familial, nas familias F10 e F26.

Fracéo de Recombinacao (6)
Mar cador 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40

F10
D183476 -0.27 0.21 0.38 0.43 0.43 0.38 0.30 0.21 0.11
D18S1098 1.54 1.38 1.22 1.05 0.87 0.69 0.50 0.32 0.16
D183481 0.19 1.19 1.37 1.36 1.24 1.06 0.83 0.58 0.31
D18S1154 -1.32  -0.28 0.04 0.19 0.25 0.26 0.23 0.18 0.12
D18S52 0.31 1.18 1.36 1.35 1.24 1.07 0.84 0.59 0.33
D18S1132 0.14 1.10 128 127 1.16 0.98 0.76 0.51 0.27
D18S976 3.63 331 297 2.62 2.25 1.85 1.43 1.00 0.56
D18S1376 0.02 0.01 0.01 0.00 -0.00 0.00 0.00 0.01 0.01
D185452 2.20 2.39 2.29 2.10 184 154 1.20 0.84 0.47
D18S967 0.74 0.65 0.56 0.46 0.37 0.28 0.19 0.11 0.05
D18S1163 -053 -023 -010 -004 -0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
D185464 -0.08 -006 -005 -004 -003 -002 -001 -0.00 0.00

D18S1150 -288 -152 -099 -064 -039 -023 -011 -004 -0.00
D18S1158 -061 -052 -041 -030 -020 -012 -006 -002 -0.00

F26
D185476 -191 -117 -083 -060 -044 -031 -022 -015 -0.10
D18S1098 -168 -113 -073 -045 -026 -014 -007r -004 -0.03
D183481 -267 -182 -129 -091 -063 -042 -028 -018 -0.11
D18S1154 -226 -058 -012 0,10 0,20 0,23 0,22 0,17 0,10
D18S52 -239 -151 -103 -071 -048 -031 -019 -010 -0.04
D185S1132 -270 -163 -115 -084 -061 -043 -029 -019 -011
D18S976 -099 -08 -070 -057 -045 -034 -025 -017 -0.10
D18S1376 -045 -030 -0212 -016 -013 -011 -008 -0.06 -0.04
D185452 -131 -106 -081 -061 -045 -032 -022 -015 -0.09
D18S967 -010 -007 -0.04 -0.02 0.00 0.01 0.01 0.01 0.01
D18S1163 -096 -066 -050 -039 -029 -021 -013 -0.08 -0.04
D185464 -049 -04 03 -025 -018 -012 -008 -0.05 -0.02

D18S1150 -110 -018 -005 -003 -004 -005 -006 -006 -0.04
D18S1158 -064 -039 -026 -019 -014 -011 -008 -006 -0.04
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Legendas das figuras

Figura 1: Diagrama representando os resultados do LOD score de dois pontos para 332
marcadores microssatélites genotipados na andlise de ligacdo gendmica para a familia

F10 segregando epilepsia de lobo temporal mesial familial.

Figura 2: Diagrama representando os resultados do LOD s core de dois pontos para 332
marcadores microssatélites genotipados na analise de ligagdo gendmica para a familia
F26 segregando epilepsia de lobo temporal mesial familial.

Figura 3: Andlise de haplétipo da F10 para 14 marcadores microssatélites localizad os no
cromossomo 18p. O haplotipo herdado dos individuos afetados esta representado nas
barras verticais em preto. Membros da familia que n&o participaram do estudo ndo séo
mostrados. Todos os individuos afetados carregam o hapl6tipo p ressuposto a conter o
gene para a ELTMF. O mesmo haplétipo estd presente em um individuo (I -2), mas que

nao foi considerado afetado porque néo realizou a IRM.

Figura 4: Heredograma da familia F26 segregando epilepsia de lobo temporal mesial

familial.
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