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SUMMARY

Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most commun form of epilepsy in adults. TLE
has been recently discribed in 25 pedigree of Brasilian origin. Detail clinical histories and
pedigrees from all families identified were obtained. All families reported showed an
autosomal dominat inheritance with incomplet penetrence. Epilepsy was classified
according to the ILAE. We selected 14 of these families for linkage studies. We tested 70
polimorphic microsatellite markes in candidate regions on chromosome (ch) 4, 6, 7, 8, 10,
11, 15, 19, 20, 21, 22. Lod score were obtained combinated for all family and excluded
linkage to all candidate regions.

Keywords: Temporal lobe epilepsy, linkage, microsatellite markers, lod score.



RESUMO

As epilepsias formam um grupo de sindromes neuroldgicas crénicas, com aspectos
heterogéneos.

Atualmente as epilepsias sdo vistas como doengas de heranga genética complexa
ndo apresentando total correspondéneia entre o gendtipo e o fendtipo.

Esse trabalho teve como objetivo, investigar a existéneia ou nfio de ligacio
genética entre genes e/ou loci candidatos em 14 familias que segregam ELT familial
mesial, a partir de 18 loci candidatos que foram selecionados por possuirem algum
significado  bioldgico a patogénese das epilepsias: receptores GABA, receptores
nicotinicos, receptores adrenérgicos, receptores para o glutamato € receptores NMDA e
AMPA. Além disso, inchiimos 2 loci candidatos previamente mapeados em familias com
epilepsia parcial: nos cromossomos 20q e 10g. Um total de 14 familias foi genotipada para
70 marcadores polimérficos de DNA, flanqueando as regies candidatas descritas acima.
Lod scores de dois pontos foram calculados para todas as 14 familias combinadas,
assumindo um padriio de heranca autossGmico dominante com 75% de penetrincia.
Encontramos lod scores negativos para todos os 70 marcadores genotipados. Desses,
excluimos ligagdo entre o gene para ELT mesial em nossas familias ¢ os 18 Joci candidatos
pesquisados em nosso trabalho. Tal exclusio corresponde a 25% do genoma autossdmico

humano para epilepsia.
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1-INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA
1.1 - Histérico

As epilepsias, assim como as doengas mentais, s50 descritas desde a antiguidade.

Coneepeles relacionadas & causa, ao tratamento ¢ 4 cura, vém se alterando com o
decorrer dos séculos. As mais antigas descricbes sobre epilepsia datam de 3500 a.c. em povos
egipcios e sumeérios, porém tais relatos estavam diretamente associados com religido e
supersticdo. A Epilepsia foi também denominadé Doenga Sagrada, onde vérias hipdteses sobre a
origem dessa denominacfo foram estabelecidas (YACUBIAN, 2000).

O primeiro a afirmar, aproximadamente em 400 a.c., que a causa da epilepsia nfio tinha
ligagio com fendmenos sobrenaturais foi Hipéerates (Pai da Medicina). Foi na Idade Média, que
todos os tabus que vigoram até hoje sobre as epilepsias tiveram inicio (YACUBIAN, 199). Nesta
época, estabeleceu-se uma forte relagio da epilepsia com a deficiéneia mental (YACUBIAN,
1999). Ha mformagtes de que virias celebridades histéricas foram acometidas de epilepsia, entre
outros, Aristoteles, Socrates, Phytagoras, Ludwing van Bethoven, Lewis Carrol, Gustave Flanbert
e Dostoievski (YACUBIAN e PINTO, 1998). Entre nds, encontramos relatos sobre Machado de
Assis, o qual apresentava epilepsia localizada sintorpdtica com crises parciais complexas
secundariamente generalizadas e etiologia desconhecida (GUERREIRO, 1992, YACURIAN e

PINTO, 1998).
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1.2- Definicdo

As epilepsias formam um grupo de sindromes neurolégicas crfnicas, com aspectos
heterogéneos, caracterizadas por disfuncdes das descargas neuronais, que ocorrem de forma
sincronica ¢ desorganizada. Segundo os estudos de Jackson, que datam do século passado, a
epilepsia € definida como uma descarga nervosa temporéria e excessiva de poucas células, onde o
nivel de tensfio e instabilidade fica acima do resto das células nervosas (JACKSON, 1931).
Atualmente sabe-se que esse distirbio passageiro da fungfo neuronal leva 4 crise epiléptica, que &
a manifestacfio clinica caracteristica desse grupo de doencas (ENGEL e PREDLEY,1997). As
crises sdo geradas por descargas paroxisticas anormais de neurdnios cerebrais em processos que
afetam a excitabilidade cortical. As epilepsias sfio uma das condigSes neuroldgicas mais comuns,
ocorrendo em aproximadamente 1.0% a 15% da populagio geral (HAUSER,1997). A
Classificacéo das Epilepsias e Sindromes Epilépticas, proposta pela International League Agaisnt
Epilepsy (ILAE), divide as epilepsias em generalizadas e parciais (COMMISSION on
Classification and Terminology of the International League against Epilepsy,1989). Nas
epilepsias generalizadas, a descarga epiléptica envolve todas as regides do cdrtex cercbral,
enquanto que, nas epilepsias parciais, 580 acometidas inicialmente dreas circunscritas do cortex,
geralmente, 4reas sensoriats, onde um foco epileptogénico distinto pode ser identificado. Por sua
vez, as epilepsias parciais sfo divididas em: idiopaticas, sinfomaticas ¢ criptogémicas
{ENGEL,1989), de acordo com fatores etioldgicos de base.

O grupo das epilepsias idiopéticas corresponde a aproximadamente 50% do total das

epilepsias bumanas (ENGEL, 1989), possuindo uma predisposiciio genética bastante evidente.
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1.3 - A Epilepsia de lobo temporal (ELT)

As epilepsias caracterizam-se por crises epilépticas recorrentes, que correspondem &
expressdo clinica de um distirbio cerebral funcional, podendo se correlacionar, em alguns ¢asos,
com alteragBes anatOmicas envolvendo a cortex cerebral (tumores, alteragSes displasicas ou
outras anormalidades histologicas) (JASPER, 1941). As crises parciais simples (CPS), que se
caracterizam pelo ndo comprometimento da consciéneia do lobo temporal, envolvem geralmente
manifestagles vegetativas/autonbmicas, com mal estar epigdstrico e/ou fendmenos psiquicos
intelectuais, como medo subito imotivado. J4 as crises parciais complexas (CPC), que ocorrem na
ELT, levam a alteragbes da responsividade, com automatismo simples ¢ complexo ¢ posturas
distdnicas. S8o as mais freglientes em adultos, tendo urna porcentagem correspondente a mais de
50% dos casos (FISHER, 1989). As crises parciais na ELT podem evoluir para a crise tonico—
cldnica-generalizada (CGTC), principalmente em pacientes ndo tratados com medicamentos
{CENDES, KOBAYASH, 2000).

A epilepsia de lobo temporal familiar possui caracteristicas heterogéneas, tanto nos
aspectos clinicos como nos aspectos genéticos. Até o momento, duas formas de epilepsia de lobo
temporal foram caracterizadas, sendo elas a epilepsia de lobo temporal lateral (ELTL) ¢ a
epilepsia de lobo temporal mesial (ELTM). Recentemente, Ottman e colaboradores descreveram
uma familia com epilepsia de lobo temporal lateral, a qual apresentou ligacfio no cr 10q; Poza ¢
colaboradores descreveram uma familia de origem Basca, com epilepsia de lobo temporal lateral,
a qual apresenton ligagfio no cr 10q, entretanto Berkovic descreveu um grupo de familias com

focus de ELTM, as quais nfo estavam lgadas ao ¢r 10q.
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A epilepsia de lobo temporal mesial possui perfil clinico bem definido. Geralmente a
primeira crise se manifesta entre a primeira infancia e inicio da adolescéncia, sendo a primeira
manifestaciio ictal CTCG e/ou CPC.

Ha controvérsias sobre evidéncias de que a epilepsia mesial temporal familiar esteja
associada a distdrbios de memoéria, tais como a psicose ¢ a depressdo, que sfo caracteristicas
maiores em outras formas de epilepsia (ENGEL, BRANDLER GRIFFITH er al, 1993). Pouco se
sabe sobre a historia natural da ELTM, uma vez que apenas pacientes com crises resistentes a
tratamento medicamentoso se submetem & cirurgia, possibilitando com isso que se estabelega o
diagndstico anatomopatolégico definitivo.

Algumas formas de epilepsias parciais j& foram descritas, entre elas temos: a epilepsia
parcial com sintomas auditivo autossdmuco dominante, descrita em apenas uma familia, a qual
apresentou ligacfo no cr 10g (OTTMAN, RISCH , HAUSER e of , 1993); a epilepsia frontal
autossdmico dominante, com ligaciio no cr 20q em uma familia australiana, cujo gene codifica a
subunidade 0 do receptor nicotinico da acetilcolina, mapeado na mesma regifio do cr 20q
{(PHILLIPS; SCHEFFER; BERKOVIC et al 1995) e a epilepsia parcial familial com focos

varidaveis autossOmico dominante, mapeada no cr 22q (XIONG, LABUDA, LI ef al, 1999).
1.4 Mecanismos de epileptogénese na epilepsia de lobo temporal
A partir dos anos 40, as epilepsias foram associadas a fatores genéticos

(LENNQOX,1951). Entretanto, apepas nos anos de 70 (ANDERMANN, 1972 e 1982}, foi

proposto o modelo multifatorial para as epilepsias, onde fatores genéticos ¢ ambientais interagem
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na determinagfio do fendtipo. Atualmente as epilepsias sdo reconhecidas como doengas de
heranca genética complexa (LEPPERT, McMAHON, QUATTLEBAUM, et al 1993), onde
podemos citar, entre outras doengas com padrio genético complexo, a esquizofrenia, a psicose
maniaco-depressiva ¢ a hipertensio arterial,

Doencas com padriio de heranga complexa sio definidas como aquelas que nfo
apresentam total correspondéncia entre o gendtipo e o fendtipo. Os fatores que podem ser
responsaveis por essa complexidade sdo: presenca de fenocépias (imitagsio de fenétipo que ¢
geralmente determinado por gendtipo especifico), penetréncia incompleta (nfio manifestagio do
gendtipo em todas as geragles), heterogeneidade genética (ocorréncia dos mesmos fenétipos ou
similares a partir de mecanismos genéticos diferentes), alta prevaléncia na populagio e padriio de
heranga multifatorial ou poligénica (combinagdo de fatores genéticos e possivelmente
ambientais) (KING e STANSSFIELD, 1997; THOMPSON, McINES e WILLARD, 1993).

A predisposicio genética ¢ mais evidente nas epilepsias idiopaticas (LENNOX, 1951 e
McKHAM ¢ SHOOTER, 1969).

No principio, acreditava-se que somente as epilepsias generalizadas idiopéticas
apresentavam um forte componente genético ¢ que as formas parcials eram predominantemente
causadas por fatores ambientais (LENNOX,1951 ¢ METRAKOS ¢ METRAKOS, 1961).
Contudo, os estudos clinicos e eletrencefalogréficos realizados por Andermann (ANDERMANN,
1972) e colaboradores foram incipientes no que diz respeito ao envolvimento de fatores genéticos
também nas epilepsias parciais idiopéticas, as quais contribuem para a etiologia em 40% dos

pacientes acometidos por essa patologia,
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Os recentes avangos no entendimento das bases genéticas para a heranca das epilepsias
tém se dado a nivel molecular. Com o desenvolvimento da biologia molecular, as teorias sobre
genes implicados na transmissfio das epilepsias estio sendo finalmente comprovadas
experimentalmente (STEILEIN e EMULLER, 1995 e LEPPERT, McMAHON,
QUATTLEBAUM, er al 1993).

Alteraces nos mecanismos de regulacfio, exercidas por receptores neuronais especificos,
podem ocasionar uma descarga sincrdnica de neurdnios , sendo esta a caracteristica neurofisiologica
dos mecanismos epileptogénicos. Uma alteracfo genética que esteja ligada a qualquer um desses
mecanismos pode ocasionar a epilepsia (WATSON, GILMAN, WITKOWSKI, er al, 1997 ¢
LOPES-CENDES, 1995).

Os estudos em modelos experimentais para epilepsia t€ém possibilitado uma grande
ferramenta para o entendimento da fisiopatologia desta doenga, sebretudo os modelos animais
que reproduzem ELT em humanos.

O aumento da predisposi¢@io do tecido nervoso a crises epilépticas estd relacionada a
anormalidades no sistema de neurotransmisso do sistema nervoso central, onde ha wm aumento
na transmissio excitatoria e/on uma diminuic8o na transmissie inibitoria (MELDRUM, 1984).

O glotamato é o mais comum sisterna de transmissdo excitatéria no SNC dos
vertebrados. Suas ages como transmissor sindptico produzem longas mudangas na excitabilidade
neuronal, estrutura, fungiio ¢ viabilidade da migracio neuronal sindptica/neuronal. Esses efeitos
siio produzidos pela ativagio de classes de receptores (¢ andlogos), os quais formam os canais

ibnicos ou ionotrépicos, sendo eles: Cainato (KA), AMPA (D-amino-3-hidroxi-3-metil-4-
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isoxalepropionato), NMDA (N-metil-D-aspartato) e o receptor metabotrépico (ACPD 1-
aminociclopentano-trans-dicarboxilato) (MELDRUM, 1991 e MICHAELIS, 1998).

Estudos demonstraram que, no hipocampo, cériex e/ou estriato, a ativacdo do receptor
NMDA produz um padriio de disparos intermitentes com uma conseguinte despolarizaciio no
potencial de membrana (HERRLING, MORRIS e SALT,1983). Estudos in vitro demonstram um
padrio de atividade semelhante ao observado no foco ictal, onde hd descargas epilépticas
mmduzidas por agentes convulsivantes (DINGLEDINE, RYNES, KING,1986).

Ainda sfio controversas as questdes quanto 4 concentracdo de neurotransmissores no
iecido epiléptico humano.

Atualmente, existem o3 modelos experimentais genéticos, dentre 0s quals citamos o
modelo do rato de Lhara, linhagem genética de ratos epilépticos denominados IGER (Lhara’s
genetically epileptic rats) ¢ os modelos criados por induglio farmacoldgica, como o modelo
experimental induzido por pilocarpina, o qual evidencia um aumento na concentraciic de GABA
no hipocampo, durante o estado de mal epiléptico ¢ também durante o periodo de crises
espontineas e recorrentes. Ja a fase silenciosa apresenta uma grande diminuigdo na concentragio
de GABA no hipocampo (CAVALHEIRO, 1990).

No modelo de epilepsia induzido por acido cafnico, evidenciou-se haver wma associacio

na reducdio do GABA com o efeito epileptogénico desta toxina (BEN-ARI., 1985).
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1.5 Métodos de investigacio genética

Ne inicio deste século, Thomas Hunt Morgan deu inicio aos estudos de lgacdo para o
mapeamento gentico, estabelecendo o fendmeno de ligagdo genética, onde dois pares de genes
estariam localizados no mesmo par de cromossomos homélogos. Morgan sugeriu que, quando hd
pareamento de cromossomos bomodlogos na meiose, ocorre ocasionalmente uma troca fisica de
partes desses cromossomos durante o processo de crossing-over ou recombinagfio. De outra forma,
ndo havendo recombinacfo entre dois genes, dizemos que séo transmitidos juntos “ligados™ ao longo
de geragbes (OTT,1989). Quando a localizagiio de wm desses genes ¢ conhecida, a posigio do
segundo pode ser inferida, A porcentagem de recombinacgio entre dois genes localizados no mesmo
cromossomo € diretamente proporcional A distincia fisica entre eles; quanto maior a distineia entre
os genes ligados, maior € a chance de haver uma recombinacio entre eles e assim maior a proporgio
de meioses com crossing (MORGAN,1928). A unidade de medida dessa distincia genética ¢
chamada centimorgan (cM), nome dado em homenagem a Morgan, onde 1 ¢cM corresponde a 1% de
recombinagio e a aproximadamente | milhdo de pares de bases aminadas (OTT,1989 ¢ BOTSTEIN,
WHITE, SKOLNICK, e DAVIS, 1980).

Existem dois tipos abordagens bésicas para o mapeamento de genes humanos que causam
doencas: o primeiro deles € a clonagem posicional ou mapeamento fisico, onde nfio se tém
disponiveis alteracSes metabllicas ¢/ou os processos fisiopatoldgicos de base, O segundo € o teste
de genes candidatos os quais estdo relacionados com a alteragfio metabdlica ou com mecanismos

fisiopatoldégicos da doenca (LEFPPERT,1990 ¢ ROSEMBERG,1990). Este Gltimo ¢ um metodo
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ripido e que levou a localizacBo de quase todos os genes responsdveis pelas doencas do
metabolismo intermediario (ROSEMBERG, 1990),

A partir da utilizagfio de polimorfismos (alteragbes pequenas em sequéncias de DNA enfre
diferentes individuos as quais ndo resultam em alteracSes fenotipicas), como marcadores
genéticos para estudos em andlise de ligacfio, a genética humana enfrou na era molecular
(BOTSTEIN, WHITE, SKOLNICK, ef o/, 1980).

Dispomos de duas classes de polimorfismos: os polimorfismos de comprimento de
fragmentos de restrigdo (RFLP) e os polimorfismos por nimeros varidveis de sequéncias de DNA
repetidas em tandem (VNTR).

Para a realizacio do mapeamento genético, ¢ importante que os marcadores utilizados
sejam bastante informativos. Esse alto grau de informagio € caracteristica de um tipo de
marcador conhecido como microssatélite que sfo miltiplas copias de seqliéncias curtas de DNA
em tandem (dinucleotideos, trinucleotideos e/ou tetranucleotideos), entre dois sitios de restrigéo.
Com isso, os microssatélites (dinucleotideos ou repeticdes CA) mostraram-se excelentes
marcadores para anlise de ligagiio genética, uma vez que o nlimero de copias de cada unidade de
repeticio em uma regido do genoma pode ser significativamente diferente entre mdividuos na
populagio (GUYER, e COLLINS, 1993).

A existéncia de ligagdo entre o marcador genético e o gene causador da doenga deve ser
testada estatisticamente. Existem dois métodos estatisticos para se testar a presenga de ligag8o:

1) O método da verossemelhanga (maximum likelihood) que utiliza o lod score -logaritmo de
base decimal da proporgiio: probabilidade de ligagio / probabilidade da auséneia de ligagdo.

Quando se tem um lod score maior ou igual a 3,00 (probabilidade de 1000:1 em favor de ligacso)
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a ligacho é declarada estatisticamente significativa. Contudo, um lod score menor que -2,00
(probabilidade de 1:100 contra ligag8o) é suficiente para que a ligagfo seja excluida (OTT, 1989
e TERWILLIGER, ¢ OTT, 1994). Nos casos mais simples, o lod score pode ser calculado
manualmente, wna vez que, para situagdes mals complexas ou para familias numerosas existem
softwares [LIPED (OTT, 1984, LINKAGE (LATHROP, LALOUEL, LULIER, ef al, 1984)]
que, a partir das informagdes de gendtipo, fenétipo e estrutura da familia, fazem o célculo do lod
score para valores diferentes da fragdo de recombinagio. Além disso, outros parmetros,
incluindo modo de heranga, penetrincia, freqiéncia génica e freqiéncia dos alelos dos
marcadores, devem ser fornecidos ao programa para que os calculos possam ser efetuados. As
bases tedrica ¢ funciomal desses programas (sofiwares) sio semelhantes (OTT, 1989 e
TERWILLIGER, ¢ OTT, 1994). Esse método tem sido aplicado com muito sucesso em varias
doencas que demonstram padrdo de heranga monogénico (ROSEMBERG, 1990; OTT, 1989 ¢
GUSELLA, WEXLER, CONNEALLY, 1983).

2} Métodos nfio paramétricos: Segregacio de alelos ("allele-sharing methods"). Este método tem o
intaito de provar que o padrio de heranga de uma regido cromossdmica pdo € consistente com
segregagio Mendeliana ao acaso (LANDER, e SCHORK, 1994). Seu mecanismo no estudo de
individuos afetados, pertencentes a urma mesma familia, tem o objetivo de determinar a fregiiéncia
com que uma determinada copia de uma regifio cromossdrmica ¢ herdada a partir de um ancestral
comum (KRUGLYAK, e LANDER, 1995). Assim, a proporgao de alelos compartilhados por pares
de individuos afetados, dentro de uma mesma familia, ¢ comparada com o valor esperado na
segregacio a0 acaso; se existe um desvio significativo com relagiio ao valor esperado, a ligacho €

detectada (LANDER, e SCHORK, 1994 ¢ KRUGLYAK ¢ LANDER, 1995). Ainda nfio existem
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pardmetros bem estabelecidos para determinar a significancia estatistica dos testes ndo parameéiricos,
contudo valores de p < 0.0001 s em geral considerados significativos, jA que este é o valor
associado a0 lod score de 3,00 ( RISCH, 1990). Existem alguns programas de computador que
podem ser utilizados para os célculos nfio paramétricos, entre eles: SAGE (ELSTON, BAILEY-
WATSON, BONNEY, 1986, APM (WEEKS, ¢ LANGE, 1988) ¢ ESPA (SANDKUYL, 1989).
Esses programas foram desenvolvidos mais recentemente ¢ ndo estio tdo bem validados como
aqueles utilizados para testes paramétricos {{od score). Por este motivo, recomenda-se utilizar pelo
menos dois deles para a andlise do mesmo conjunto de dados (THOMSON, 1994). Para os célculos
n#o paramétricos, as informagBes a respeito do modo de heranga e penetrancia nfio sio necessérias,
Assimn, estes métodos sfo ideais para o estudo de caracteristicas fenotipicas complexas, nas quais o
padrio de heranga genética nfo € monogénico (DAVIES, KAWAGUCHI, BENNETT, et al, 1994 ¢

GENETIC SUSCEPTIBILITY & COMPLEX TRAITS , 1996).

1.6 Estudos genéticos nas epilepsias

Segundo os estudos de Lennox, que datam dos anos de 1950 e 1960, as epilepsias foram
evidenciadas cientificamente a partir de uma predisposicdio genética (LENNOX, 1960;
METRAKOS e METRAKOS 1961). Ficou demonstrado que o risco de desenvolver epilepsia era
de 1.3 a 5 vezes maior em individuos com histdria familiar de epilepsia, que em outros individuos

da populagio em geral (ANDERMAN, 1982).
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Estudos observaram que o risco de recorréncia para familiares de pacientes com quadro
clinico de epilepsia generalizada idiopdtica era aproximadamente duas vezes maior que o risco
apresentado em pacientes com histéria de epilepsia parcial (ANDERMAN 1972),

Entretanto, atualmente, virios genes relacionados a formas distintas de epilepsia tém sido
identificados, incluindo mutagles que causam anormalidades no desenvolvimento cerebral,
neurodegeneracdo progressiva, distiirbios no metabolismo energético e anormalidades funcionais
dos canais i0nicos, onde estio envolvidos genes de canais idnicos, nas subunidades dos
recepfores nicotinicos ¢ também os camais de sédio e potassio voltagem-dependente
(GARDINER,1999).

Recentemente, um novo locus para epilepsia generalizada foi encontrado no cromossomo

2423 (LOPES-CENDES, SCHEFFER, BERKOVIC., e. al.2000).

Evidenciamos, na tabela I, os genes j4 identificados para algumas formas de epilepsias idiopaticas .

Tabela It Genes ja identificados para formas de cpilepsias idiopaticas

Forma de Epilepsia Loci Gene Heranca
Convuisio neonatal familial 8q KCNQ3 AD
benigna
Epilepsia generalizada 19q SNC1B AD
idiopatica com crises febris
Fpilepsia de lobo frontal 20q CHRNA4 AD
Conwuilsio neonatal familial 20q KCNQ2 AD
benigna
Legenda:

KCNQ3: gene que codifica um tipo de canal idnico de potassio voltagem-dependente.

KCNQ2: gene que codifica um tipo de canal ibnico de potissio voltagem-dependente.
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SNCI1B: gene que codifica a subunidade B; de um canal de sédio voltagem-dependente,

CHRNA4: gene que codifica a subunidade oy de um receptor colinérgico nicotinico.
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2-ASPECTOS ETICOS
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2-- ASPECTOS ETICOS

Para assegurarmos um total sigilo quanto a todas as informacdes obtidas no nosso
estudo, os questiondrios clinicos ¢ as amostras de sangue ¢ DNA recebiam uma identificacio com
apenas um codigo, atribuido logo no inicio da pesquisa. A associagiio entre o ¢6digo e o nome do
paciente era restrita a equipe de pesquisadores responsaveis, Um formulirio de consentimento
informativo para participaglio em pesquisa médica foi assinado por todos os participantes ou
responséveis (ver amexo). FEsse projeto foi aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas, parecer N°606/98,
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3-OBJETIVO
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3 - OBJETIVO

O objetivo deste projeto foi investigar a existéncia ou ndo de ligacdio genética entre 18

genes efou Joci candidatos em 14 familias com a epilepsia de lobo temporal mesial identificadas

111 NOSSO SEIViICo.
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4— CASUISTICA
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4- CASUISTICA

A identificagho ¢ selegio das familias foram realizadas nos ambulatérios de epilepsia
(adulto e infantil) do Departamento de Neurologia da FCM-UNICAMP, com a colaboragfio dos
docentes responsaveis: Profa. Dra. Marilisa M. Guerreiro, Prof, Dr. Carlos AM. Guerreiro e
Prof. Dr. Fernando Cendes. O diagnéstico especifico da sindrome epiléptica foi efetuado de
acordo com 0s critérios estabelecidos pela Classificacfio das Epilepsias e Sindromes Epilépticas,
proposta pela ILAE (ENGEL J IR, 1989). Foram colhidas amostras de todos os individuos
afetados na familia, de ambos os pais, irmfos (ds) ndo afetados (as) ¢ individuos que estabelecem
a conexdo familiar entre todos os individuos afetades dentro da mesma familia,

Durante o nosso estudo, foram identificadas 22 familias, segregando ELT, associada
com semiologia ictal de inicio temporal mesial e anormalidades estruturais nas estruturas mesiais.
Nos selecionamos 14 dessas familias que apresentaram 2 ou mais individuos com o diagndstico
clinico de ELTM e cuja histdria de epilepsia estd presente em apenas 1 ramo do casal fundador,
perfazendo um total de 143 individuos selecionados para o nosso estudo, sendo 73 individuos
afetados (51.3%). Foram considerados afetados todos os individuos com episédios recorrentes de

crises.

Dentre as familias selecionadas, entre os individuos afetados, todos possuem histdria de
epilepsia na primeira infincia, a partir dos 4 meses de idade, com episddios recorrentes de crises,
as quais na grande matoria sdo controladas com o uso de drogas terapéuticas. Observamos, ainda,

a ocorréneia dos varios fendmenos que comprovam a complexidade das epilepsias, onde
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podemos associar nas familias de mimeros 02, 03, 08, 10, 25 ¢ na familia de pimero 26, a

possivel presenga dos fendmenos de fenocopia bem como penetrincia incompleta (Figura 1),
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5— MATERIAIS E METODOS
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5. MATERIAS E METODOS

5.1 - Analise molecular

53.1.1 - Extracio de DNA

20 a 30 ml de sangue venoso foram colhidos de todos individuo recrutado para o estudo,
0s quais, na sua grande maioria, sio provenientes da regifio sul do estado de Minas Gerais. As
amostras foram centrifugadas a 1900 pm por 10 minutos ¢ a parte intermediaria, onde estfio
localizados os leucécitos, foi transferida para um tubo de fundo cbnico de polipropileno. Em
seguida, foram adicionadas as solugdes de RSB 1x (até completar um volume de 11ml) e 60ul de
Nomidet. A solugio foi ent@o centrifugada a 2500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante
descartado. Trés ml de solucdo SDS a 10% ¢ 60ul de proteinase K (100 mg/ ml) foram
adicionados e as amostras incubadas a 37°C por 24 h. Apés a mcubagdo foram acrescentados 3
ml de fenol, seguido de centrifugacfio a 2500 rpm por 10 minutos e descarte da parte organica da
soluglio. Esse processo foi repetido com 1,5ml de fenol e 1,5ml de uma soluglio de alcool
ispamilico e cloroformio (1:24), seguido de 3ml de uma solugfio de édlcool isoamilico ¢
cloroformio (1:24). O DNA gendmico foi entfio precipitado com 6ml de etanol absoluto. A
escolha desse protocolo, em nosso laboratorio, foi efetuada pela sua capacidade de propiciar a
extracio de quantidade abundante de DNA, requerida para a genotipagem de um grande mamero

de marcadores.
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3.1.2 - Selecdio dos genes efou loci candidatos

Nés selecionamos, para esse estudo, um total de 18 loci candidatos que possuiam algum
significado biolégico para a patogénese das epilepsias, sdo eles: receptores GABA, receptores
nicotinicos, receptores adrenérgicos, receptores para o glutamato, receptores NMDA e receptores
AMPA (PHILLIPS, SCHEFFER, BERKOVIC, o7 af, 1995, STEILEN, MULLERR, PROPPING,
et al, 1995 ¢ OTTMAN, RISCH, HAUSER, et al, 1995 ). Além disso, incluimos 2 loci
candidatos previamente mapeados em familias com epilepsia parcial (cromossomos 20q ¢ 10q)
(PHILLIPS, SCHEFFER, BERKOVIC, er al, 1995, ¢ OTTMAN, RISCH, HAUSER, et al, 1995),
(ver figura 2).

A selegiio dos marcadores de DNA ou microssatélites (dinucleotideos de repeticdes CA),
para a genotipagem, flanqueando os genes e/ou loci candidatos descritos acima, foi feita a partir
do mapa genethon (NIH/CEPH COLLABORATIVE MAPPING GROUP, 1992,
WEISSENBACH, GAYAPAY, DIB, ef of 1992), onde levamos em conta seu PIC
("polymorphism information content™), selecionando marcadores com PIC > 0.75, assegurando

assim uma maior probabilidade de meioses informativas no nosso estudo.

3.1.3 - Genotipagem dos marcadores selecionados

Os fragmentos de DNA a serem genotipados foram obtidos a partir da amplificagiio do

DNA in vitro, pela técnica da PCR (“Polymerase Chain Reaction™), a qual se baseia na

amplificaciio enzimdtica de um fragmento de DNA, o qual é flanqueado por dois primers
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{oligonucleotideos sintéticos), que se hibridizam aos filamentos opostos da seqiiéncia alvo,
desencadeando a sintese da fita de DNA complementar. A amplificagiio exponencial da seqiiéncia
de DNA descjada é obtida a partir de ciclos repetidos de desnaturagiio pelo calor, hibridizacio
dos primers e sintese enzimética desse DNA pela enzima Tag DNA polimerase. A reagfio de PCR
foi composta de 40ng de DNA gendmico; 125 ng de cada primer; 200puM de dGTP, dCTP ¢
dTTP; 25uM dATP, 1.5uCi [P33] dATP; 0.5unidades de Tag DNA polymerase (GIBCO®),
1.5mM de MgCl, e 2.0ul de tampfio 10x. As amostras foram processadas durante 30 a 35 ciclos
de desnaturacio, anclamento ¢ elongacfio a diferentes temperaturas otimizadas para cada
marcador, em condi¢des ideais de temperatura para cada primer selecionado nesse trabalho,

Os produtos da PCR foram, a partir de entéo, submetidos 4 eletroforese em géis de uréia
6% desnaturantes por aproximadamente 3 horas. Os géis foram secados a vécuo a 80°C por 2
horas e a leitura dos alelos foi feita por auto-radiografia apos 48 horas de exposicio a filmes de
raio-X, em temperatura ambiente. Totalizando assim 10.010 reagdes de PCR e 140 géis para os

143 individuos estudados nas 14 familias selecionadas.

5.2- Andlise de ligacio

Para a analise estatistica dos dados obtidos, nés utilizamos o programa de computador
LINKAGE, versfio 5.1, com informagBes inseridas nos arquivos programados (PRE, PED e
DAT). Ao diretério PRE, adicionamos as informacBes para o céleulo de hgacfio genédtica,
referentes & disposicdo do individuo na genealogia (heredograma), filiagBio (pai e mae), status

clinico € a genotipagem dos marcadores em questio. Em seguida, passamos ao diretdrio PED,
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onde, a partir dessas informages, um arquivo completo do heredograma € compilado. As
informacGes relativas & freqliéncia alélica dos marcadores e Locus da doenca sdo entdo
registradas na forma do arquivo DAT, utilizando o programa PREPLINK. Finalmente, utilizamos
o diretorio LCP (Linkage control program), para efetuar o cdleulo do Lod Score para diferentes

fra¢des de recombinacio. Os limites sfo 3.00 ¢ ~2.00 .
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6~ RESULTADOS
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6 - RESULTADOS

Em nosso estudo, dentre as 14 familias selecionadas, todos os dois pontos de lod scores,
para os 70 marcadores genotipados, demonstraram resultados negativos (ver tabelas de Lod
Scores), Com isso, nds excluimos ligagiio entre o gene para ELT mesial e 18 loci candidatos. Tal
exclusdo corresponde a aproximadamente 25% do genoma autossdmico humano para epilepsia.
Isto evidencia a grande heterogeneidade genética existente entre as formas de ELT, nas familias
analisadas em nosso estudo.

De acordo com os resultados demonstrados nos célculos dos lod scores, observamos
valores menores que -2, a partir de diferentes fragGes de recombinaciio o (0.0, 0.5, 0.10, 0.15,
0.20, 0.25, 0.30, 0.35, 0.40 ¢ 0.45), entre os marcadores testados em relagiio ao Jocus para
ELTMEF. Considerando, ainda, que a distdncia flanqueante para todos os marcadores em nenhum
caso superou 20 ¢M

Assim, no cromossomo 4, selecionamos nove marcadores, para 0s receptores do
glutamato ¢ AMPA, na posigio 4¢25-q34.3. Os valores dos lod scores sempre se apresentaram
negativos ¢ exclusivos, de acordo com todas as regides flanqueantes entre os marcadores.

No cromossomo 6, pesquisamos 0s Joci para o brago longo e também para o braco curto,
dos receptores do cainato (posi¢bes 6pl12-q12). Os valores encontrados nos 16 marcadores
selecionados foram sempre negativos. Nos marcadores D68260, D68291, D6S271, D6S422,
DoS8460, D6S283, D6S275 e D68300, a 20cM, os valores se apresentaram negativos, entretanto
maiores que ~2. Consideramos portanto, nfio significativos para esse intervalo. Excluimos no

cromossomo 6, quase a totalidade dos marcadores existentes até o momento.
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Para o cromossomo 7, nos locus candidatos dos receptores metabotropicos, em 3
marcadores testados, apenas o marcador D75669 apresentou um valor negativo nfio significativo,
sendo portanto maior que ~2. Considerando sempre uma distincia de até 20cM, todos os valores
foram de exclusfo.

No cromossomo 8, para 9 marcadores testados, encontramos valores de exclusdo até o
intervalo de 15¢M, entretanto a 20cM, para os marcadores D8S261, D8S8503, DBS550, DRS360,
D8S279, D8S272, os valores se mostraram entre o intervalo maior que —2 ¢ menor que 3, no
significativo,

No cromossomo 10, testamos 4 Jocus para epilepsia do lobo temporal lateral, para os
quais fol encontrada ligagiio significativa em estudo feito numa familia de origem Basca (POZA,
SAENZ, MARTINEZ-GIL et. al, 1999). Nossos valores exclufram ligacio para os marcadores
selecionados ¢ o Jocus para ELTMF, uma vez que a distAncia méxima entre os marcadores foi de
ScM.

No cromossomo 11, testamos no braco longo 6 marcadores dos receptores AMPA. As
fragles de recornbinaciio se mostraram sempre negativas e as distincias entre os marcadores
variaram entre 12 a4 15cM. Entretanto, no intervalo de 20cM de fragfo de recombinagiio, apenas o
marcador D118927 foi significativo para excluir ligacio nesse intervalo.

No cromossomo 135, testamos para o brago longo, na porgio 15q11-q13, 9 marcadores
para o gene que codifica a subunidade oy (CHRNA) dos receptores nicotinicos.Dentre esses, nio
foi possivel excluir ligag8o em apenas dois marcadores, os quais se mostraram sempre

inconclusivos, sdo eles os marcadores D15S126 ¢ D15S205, Entretanto, percebemos que os
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marcadores que flanqueiam as regifes acima e abaixo desses marcadores, excluem esses
mtervalos intermedidrios.

No cromossomo 19, pesquisamos 3 marcadores, no seu brago longo, nos quais exclufmos
ligacfio, flangueando os intervalos estudados.

No cromossomo 20, testamos o gene que codifica a subunidade o (CHRNA,) dos
receptores nicotinicos, o qual evidenciou ligagio em uma familia australiana, para a forma de
epilepsia do lobo frontal autossémica dominante. Em nossa amostra de estudo, para ELTMF,
exclhuimos também esse locus.

No cromossomo 21, testamos quatro marcadores para locus dos receptores do cainato.
Obtivemos valores negativos para a exclusfo no intervalo analisado.

Finalmente para o cromossomo 22, testamos 3 marcadores nos receptores para

somastatina, excluindo ligacio entre a ELTMF e os loci candidatos testados .
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7- DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, houve um grande avango no entendimento dos mecanismos
basicos que envolvem a grande maioria das doengas acometidas por heranga genética. Este fato
se deu, a partir do desenvolvimento da genética molecular, respaldado pelos novos métodos e
técnicas que levaram & identificacdo de um grande numero de genes responsdveis por vdrias
dessas doengas. Atualmente, conhecemos duas estratégias para chegarmos a localizagdo de genes
que causam doencas; uma delas ¢ testar genes candidatos relacionados com alteragdes
metabdlicas ou com mecanismos fisiopatoldégicos da doenga. Este método levou a localizagdo de
quase a totalidade dos genes responsdveis pelas doengas do metabolismo intermedidrio
(ROSEMBERG, 1990). A outra é a clonagem posicional, onde ndo se tem o conhecimento dos
mecanismos fisiopatologicos e/ou das alteragdes metabllicas da patologia em questdo. Na
clonagem posicional, utilizam-se técnicas de manipulagdo de DNA para o posterior mapeamento
genético,” que tém importdncia significativa no mapeamento genético de varias doengas
neurolégicas que possuem mecanismos complexos e pouco conhecidos (LEPPERT, McMAHON,
QUATTLEBAUM, et al, 1993). Vale ressaltar a diferenga entre mapeamento genético (de um
locus) para a doencga e a clonagem de um gene. Para o mapeamento de /ocus, utilizamos o estudo
de ligacdo genética, por ser esse 0 passo inicial para a identificacdo de um gene que causa a
doenga, (OTT, 1989). Entretanto, muitas patologias, atribuidas por ﬁeranga genética, continuam
ainda obscuras. Este trabalho teve como principal meta a identificagdo de genes responsaveis pela
forma idiopética de epilepsia parcial, a partir da selegdo de genes candidatos, flanqueados com

marcadores polimérficos (VNTRs).
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E importante perceber que, apesar de Ja terem sido identificadas algumas formas de
epilepsia familial, a grande maioria das sindromes epilépticas e dos genes envolvidos pessa
patologia permanecem ainda desconhecidas, embora vérios estudos de mutacSes e também de
expressdo de proteinas em modelos animais experimentais estejam em desenvolvimento
(BLUMCKE, BECKER, KLEIN, e? af., 2000),

O mapeamento de loci, a partir dos estudos de ligacao genética, é o ponto inicial para se
identificar genes que causam doencas. Os estudos de ligagio sfo feitos em familias que
manifestam o fendtipo da doenga em vérios membros, a0 longo de varias geragdes. Percebemos
que dois Joci, quando se encontram proximos entre si, tendem a segregar juntos (ligados), de uma
geraclo a outra, enquanto que dois Joc? distantes entre si, ao longo do mesmo cromossomo ou em
cromossomos distintos, tendem a se separar por recombinacio (crossing—over), durante a
transmissio genética dos pais aos filhos (OTT,1989).

Dessa forma, estudos de ligacio envolvem a comparagdo da segrega¢io da doenca com
a segregacio dos marcadores genéticos espalhados no genoma e que possuem a localizacio bem
definida. Logo, quando se detecta ligagdo entre a doen¢a € o marcador, nio havendo portanto
recombinaglo genética, a localizagio do gene para a doenca pode ser inferida, partindo-se do
principio de que ja possuimos a localizagio do marcador estudado.

Em nosso estudo, as anslises de segregacio se mostraram como heranca classicamente
mendeliana autossdmica dominante para todas as familias estudadas. Todavia, a heterogeneidade
gengtica tornou-se evidente em nossos resultados, obtidos a partir das andlises estatisticas dos

calculos dos lod scores.
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De acordo com os valores encontrados em nossos resultados, podemos excluir ligagao
genética para todas as regides estudadas, uma vez que foi considerado sempre um intervalo
méximo de 20cM entre os marcadores que flanquearam tais regides.

Em conclusdo, devido 4 grande complexidade presente nas diversas formas de epilepsia
conhecidas, ¢ devido a grande heterogeneidade genética, nossos resultados excluem ligagdo para
as familias selecionadas nesse estudo. A partir da selegfio de 18 genes e/ou loci candidatos, e
também da selecdio do Joci para epilepsia parcial de lobo temporal, sendo essa a forma mais
comum de epilepsia evidenciada em adultos. Contudo, sugerimos que um estudo mais amplo
detalbado, havendo intervalos menores aos estabelecidos neste estudo, para todos os
cromossomos autossomicos, efetuados de forma randOmica, evidenciard ligagio genética,
propiciando a incluslio de vérios outros genes responsiveis por formas diversas de epilepsia
idiopatica, conhecidas em nossa populacio.

Apesar das dificuldades em se estabelecer um estudo molecular para doengas humanas
hereditarias, quando ndo hd informagdes fisiopatologicas disponiveis, a analise de ligagio ainda é
um método eficaz para se localizar genes envolvidos em doengas complexas, tendo em vista o

mimero de genes identificados até hoje em patologias de mecanismos complexos.
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8 - CONCLUSOES
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8- CONCLUSOES

i-

Exclufmos ligagio genética entre Epilepsia de Lobo Temporal Mesial Familiar e os 18
loci candidatos testados;

A Epilepsia de Lobo Temporal Mesial Familiar, em nossa amostra, niio ¢ uma forma
alélica de outras epilepsias parciais idiopaticas: ELTFL (10q) ¢ ELFAD 204q);
Demonstramos a existéncia de heterogeneidade genética entre as formas de epilepsias
parciais idiopéticas, em conjunto comn a literatura estudada;

Com a auséneia de ligagdo flustrada a aprtir da estratégia da pesquisa por genes
candidatos, o proximo passo na tentativa de mapear o(s) gene (s) que predispdee(em) a
ELTMF serd a utilizagdo da estratégia da busca gendmica randomica (clonagem
posicional).Confirmamos a complexidade nos mecanismos envolvidos na epileptogénese

no homem.
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9- PERSPECTIVAS FUTURAS

53

Departamento de Gendfica Médica -FCMy UNICAMP



Solange Curvalho de Sonse
Cuubro-2000

9- PERSPECTIVAS FUTURAS:

O entendimento de mecanismos neurofisiolégicos das doengas gendticas ditas complexas
tem possibilitado a utilizacio da andlise de ligaglo genética, a partir do uso de genes
candidatos, como ferramenta bésica para a identificagio molecular da grande maioria dessas
patologias, sobretudo das epilepsias, onde vérias formas de epilepsias parciais foram
identificadas a partir de estudos de ligagio.

Tendo em vista a grande dificuldade na identificacdio de familias geneticamenie
informativas para um real estudo de ligagdo, partimos do principio que neste estudo, uma vez
selecionadas 14 familias com detalhes de informagdes bastante relevantes pata o
entepdimento da heranga genética, devido 4 auséneia de ligagdo evidenciada a partir da
estratégia de pesquisa para genes candidatos, o proximo passo tracado pelo grupo de
epilepsia do Laboratério de Genética Molecular, coordenado pela Profa. Dra. Iscia Lopes
Cendes, na tentativa de mapear o{os) gene (es) que predispde (em) a ELTMF, serd a

utilizacdo da estratégia da busca gendmica randdmica (clonagem posicional).
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10- ANEXO
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‘3‘#‘ Universidade Estadual de Campinas
UNICAMP Departamento de Genética Médica

- FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA. Pégina 1 de 3

* Titulo do projeto: Estudos Genéticos em Epilepsia

:jf-: éflm’estigador principal: Dra, Iscia Lopes Cendes

| OBIETIVO DA PESOUISA:

_ Eu entendo que fui convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa envolvendo

+ pacientes e familias de individuos com epilepsia. O objetivo geral do estudo € o de isolar genes

s responsdvels por essa doenga através de métodos de genética molecular. A idemtificacio desses

- genes pode eventualmente methorar o diagndstico ¢ levar a um melhor tratamento dessa doenca.

- Tanto as amostras de DNA, de linhas celulares e 2 informagZo médica a meu respeito bem como a
~respeito de minha familia que forem obtidas para esse estudo, poderdo ser compartilhadas com
-outros pesquisadores que trabalham com epilepsia. Podendo assirn ser utilizadas eventualmente
“para outros fins de pesquisa sobre as epilepsias. O sigilo sers mantido em todos 0s estudos
“colaborativos através da utilizaco de um niimero de codigo para a identificagdo dos individuos
‘participantes.

PROCEDIMENTO:

: Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes
fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos ¢ familiais. Eu serei submetido a um
;_éxame fisico neurolbgico para estabelecer meu estado clinico. Além disso, poderei ser submetido
2 um eleroencefalograma (EEG) e talvez uma tomografia computadorizada ou uma ressonincia
magnética de cranio. Uma amostra de Sangue venoso serd cothida (20 a 30 ml, o equivalente a
Juas colheres de sopa). Hospitalizag#o ndo sera necessaria. Os procedimentos mencionados
cimna, com excegdo da coleta da amostra de sangue, fazem parte dos cuidados médicos de rotina
sara um paciente com epilepsia. Os procedimentos mencionados acima serio realizados dentro
dos primeiros 6 meses apds o meu consentimento em participar no estudo, porém a pesquisa
aboratorial utilizando as amostras de sangue poderfo ser feitas durante um periodo maximo de
30 anos apds a coleta. As células que por ventura forem isoladas do meu sangue serdio
sreservadas para utilizago durante todo o estudo e depois que ele se completar serfio destruidas.

USCO E DESCONFORTO.

Uma coleta de 20 a 30 ml de sangue venoso serd efetuada, Os fiscos associados a esse
rocedimento s30 minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas {equimoses) no local da coleta
fo sangue. O desconforto serd minimo pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia
lo brage que serd realizada por profissional treinado ¢ devidamente habilitado para realizar esse
yrocedimento.

Facoidade de Cidncias Médicas - Cidade Universitana “Zeferine Vaz® - Distrits de Bardo Geraido
Campinas - SP - Brasil - CEP 13081.8970- C. P. 5111 - Fope (018} 7BE-8807 . FAX: {019) 788-8902
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Universidade Estadual de Campinas
C UNICANP Departamento de Genética Médica

'FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pégina 2 de 3

: ;Tirulo do projeto: Estudos Genéticos em Epilepsia

}iﬁw&stigador principal: Dra, Iscia Lopes Cendes

VANTAGENS;

_ Eu entendo que ndo obterel nenhuma vantagem direta com a minha participagio nesse
_jﬂstuda ¢ que o meu diagndstico e o meu tratamento provavelmente ndo serdo modificados.
Contudo, os resultados desse estudo podem, a longo prazo, oferecer vantagens para os individuos
‘com epilepsia e suas familias, possibilitando um melhor diagndstico e tratamento mais adequado.
f_f;-E' importante notar que o diagnéstico pré-sintomatico ndo faz parte dessa pesquisa, mas se eu
-desejar obter orientagdo genética, ela serd oferecido nos ambulatérios do servigo de genética
‘clinica do Hospital de Clinicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), tel.
{019) 788-8908.

SIGILO,

Eu entendo que toda informagie médica, mas nio os resultados dos testes genéticos
:idecon'emes desse projeto de pesquisa, fardo parte do meu prontudrio médico e serfio submetidas
‘aos regulamentos do HC- UNICAMP referentes ao sigilo da informmagio médica.

Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para fins de publicacio
_-cxcnnﬁca., nephum nome sera utilizado.

?I’ORNECMNTO DE INFORMACAQO ADICIONAL:

: Eu entendo que posso requisitar informagdes adicionais relativas ao estudo a qualquer
momento. A Dra. Iscia Lopes Cendes, tel (019) 788-8907 estara disponivel para responder minhas
‘questdes e preocupagdes. Em caso de recurso, dividas ou reclamacdes contactar a secretaria da
comissdo de ética da Faculdade de Ciéncias Medicas-UNICAMP, tel. (019) 788-7232.

;'-RECUSA QU DESCONTINUACAQ DA PARTICIPACAQ:

Eu entendo que a minha participagfo € voluntdria e que eu posso me recusar a participar
ou retirar meu consentimento ¢ interromper a minha participagfo no estudo a qualquer momento
{incluindo a retirada da amostra de sangue) sem comprometer os cuidados médicos que recebo
atualmente ou receberei no futuro no HC- UNICAMP. Eu reconhego também que a Dra, Iscia
Lopes Cendes pode interromper a minha participagdo nesse estudo a qualquer momento que
julgar apropriado.

Faculdade de Cidncias Médicas - Cidade Universitdria “Zeferino Vaz™ - Distrito de Barko Geraido -
Campinas - SP - Bras# - CEP 13081-870- C, P. 6111 - Fone {019) 7838907 - FAX: {018) 788-8809
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v‘}é Universidade Estadual de Campinas
UNICAMP Departamento de Genética Médica

- FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pigina 3 de 3

* Tirulo do projeto: Estudos Genéticos em Epilensia

: Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

Eu confirmo que ofa) Dr(a).
- e explicou o objetivo do estudo, 0s procedimentos aos quais serei submetido e os Tiseos,

¢ desconforto e possiveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li/e ou me foi

. explicado, assim como compreendi esse formuldrio de consentimento e estou de pleno acordo em
- participar desse estudo.

° Nome do participante ou responséve]

- Assinatura do participante ou responsavel data
- Nome da testemunha
:: Assinatura da testemunha data

 RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a
- 0 objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos e vantagens que poderio
- advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fomecer uma
 copia desse formuldrio de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assmatura do pesquisador ou associado data

Facuidade de Cibnaias Médicas - Cidade Universiténia “Zeferino Vaz™ - Distrilo de Barfo Geralds -
Campinas - 5P - Brasil - CER 13081.970 - €. P. 8111 - Fone {019) 788-8607 - FAX: (D18) 788-8509
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11- FIGURA 1

59

Departamento de Gendtica Médica -FCM UNTCAMP



ogdeiad epunb Bp opeEpUBULIf = U] ~A
ogdeied euenb ep opepuruny - ury ~A]
0B5e108 v110016) BP SPEPURIL = U[" [~ [

opdeisd epunBos Bp OPBPURL = U]

ogbriod enownd vp opepuBUL] = U [~ |

OUBT 0 4ING

BSHOX AP GBI 2RuntE

RCULANTF

OPRHILLIOIOPUL OXS WD ONPIAIPU]

&

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL

seCAQ Cl

0Hoqy

CUILHRIQ] OX9S Op SORMPN

O g
O

QUITHISELE OXas Op s021p0)

OpPEIAFE OUILIES] 0XOS 0P ONPIAIPU]
OPEIIfE GULNISEIU 0X35 Op ONPJAIPU]
0PID2[B] OUIUTUIS] OXAS O ONPJAIPUL

OPIOS|B] OUIJROSELI GXOS O OHPJAIPU[

OUIULINY OXI5 0P ONPJAIPU]

OUIJNOSEW OXOS OP ONPJAIPUS

0o EU&I.<;<

wisdopidf woy seyrme,g sep vpuodery



s ML
UShEg 2P A RIS

OPRIAFY
opEie DEN
OPRIATE BFUBLUI[IAISSO]
sajduns eperyeetiad medopdy

sayduns (moed visdapdy

FOLD

1127 ORSRALIOS £ D

PIRIN WO FULL BISREAN / TTEY

JL sHERgey / BLLE

QEFSILSE WIOD I, mﬁ—mwwﬂsm FH7LE

Ly wuBney /3Ly

epragay



T o 77

Y

£0-A

"

I

pa |

=
——{_}

vorA persaw jraoduas ogoy op eisdogrds wiod serjiueyg

DG ARG
DERST I GUITALITY FTUTRIE




e 9 ¢ 7 7 o0 / .

S04

yeisaw jeaodmo) ogoy op visdapids wod seippme g

GOHE OGN
BSAGRE IP GYAINTy AENMeY




B0-4

|

JA gt |

persowr jeaodma; ogop op eisdopida wWed swjjmeg

GORE PIGHIEEY
BEHOG 3] Rt alunipg




BOSSBTE

ST

emsam [esodma) ogof ap wisdopda woo seinme g
BORE AN

esROL PF oyINaIE) ARy




SR R G AL S (N SR G

sS4

MIBE AR
BEROE TP PYIPLLT] ARG

jrisom jraodmag oqof op eisdopds wiod sewe g



94

fersew [eiodaa) oqof ap visdepido wos supjraee g

GOGE AGIRTR
DSHES 2 ORI PTUTIOY




Solunge Carvatho de Sousa
Cetubro-2600

12- FIGURA 2
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Figura 2: Esquema de idiograma dos marcadores testados para cada cromossomo neste estudo:
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Selange Carvalfo de Sousu
Qutuebre - 2600

Mareadores Distincia em ¢M Locus candidato

78485 13eM S
78506
1375664 18eM GhuR =/ GRM;
: D75657 Receprores Melzbotraficos
Cenfriimers / DYRIS licM JE——
Regiio cstudada
721-q21.2
Cromossome 8 Marcadores Distinecia em ¢M  Locus candidato
DES550 5eM
j DES261 Se
o DBS560 TeM
Crptrimers DES5HS $8cM
Regiio estudada DBS5AT 17eM
Siy2d-ter DaszTe Receptor NMDA
8424.3 DES2T0 15eM
DES514 12eM
D8S272 el _
Cromossomo 10 Marcadores Distincia em ¢M Locus candidato
BEBSERS ieM [
{lenlrimerc DassT4
SeM ale ;3;!,
108577
Hepgiiie estudads Receptores Adrenérgicos
$1081%2 2ehi
H st Eogus pura ELT fateral
70

Departamento de Gendtiva Médica — FCM/ UNICAMP



Cromossomo 11

Centrbmero
Regifio sstudindy

1ig

{romossomeo 15

{eptrimern

Regifio estudisdn
isqid
I8qli-gl3

Cromossome 19

Ceatriimero

Regibo estudads

10y

Marcadores

DEIRS3T
D1iSE332
B115%27
D113
Dlissi2

D1is268

Marcadores

DISS12E
D158163
DISS118
DESIZ6
D15SISE
58245
PLIsI2Y
D ESSEY
D138126

Marcadores

DI98413
B198221
0198226

Distaneia em cM

i5edd
12eAs

Lacdt

1de®

10cikE

Distdancia em ¢cM

1k

12eM
130
17eM
18eM
Betd
i6eM
P0ehE

Distdncia em cM

Solange Carvathe de Sowsa
Ontubro - 2000

Locus candidato

GRIA

Receptores AMPA

Locus candidato

s, s
Receptores GABRA e GABRBE;

 {CHRNA 1}

Receptores Nicotinicos

Locus candidato

71

Bepartamente de Gendtica Médica - FCMy UNICAMP



Xelunge Carvalho de Sousa
Outibro - 2004

Cromossomo 20 Marcador Distancia em ¢M Locus eandidato
Centrhmero - D20593 @ 4 (CHENA ;)
Regifo estudxﬁal/v Receptores Nicotinicos

Fgidlqidd Locus para ELFAD
Cromossomo 21  Marcadores  Distincia em M Locus candidato
- D2IS1256 12eM -—
/ @ D118265 GLUR:
DRISE232 15¢M Receptores do cainato
Centrimere B2181260 $deM
Begito estudada —
T1q2t1-q22.1
Cromossome 22  Marcadores Distancia em o Locus candidato
/ T D228471 19¢M
Centrimero g 0225283 Berp
Repifo estudada B228L74 13cM Receptores pars somastuting
121213
72

Departamento de Genética Médica - FOM UNICAMP



Solange Carvale de Sousa
Cutubro-2000

13- TABELAS DE LOD SCORES
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Tabelas de 1od score:
Cr4
Fragio de Recombinacgio
Marcador R 05 A0 .15 20 25 30 35 48 A3
D48430 -33.0026 -7.2884 ~4 2434 26102 -1.53878  -0.9200 04865 0218 -0.070 -0. 065
P4R1554 -16.3850  -6.309% ~3,.9388 -2.6107  -1.7643  -1.1917 47922 -0.507 -0.298 -(,135
481597 18,0764  -5.0411 -4.267 27104 -1.492 -1.0134 09634 0670 -0498 L3123
D48395 204731 -14.0224 89457 -5.601 -4 8856 -3.1794 -1.534 -0.504 0415 ~{3.363
D4S1572 -12.358 -10.6431  -7.987 435674 -2.659 -10337 08764 04073 02976 0172
D481565 -19.7619  -12.0453  -8,93547 -6.65487 -4.764 26657 -1.4639  0.1021 03046 -0.074
D48413 -15384 -13.199 -9.768 -5.471% -3.695 -2.2367 -1.634 1.0498 0.0758  -.0065
D4S1552 13022 1007459 27.34785 -4.41257 20114 -1.00365 0.1641 0.0457 0.0027  -0.135
D4S426 -20.5674 -16,7412  9.5334 £.2388 -4.3257 34760 21735 1892 (273 -(.124
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Cré
Fracio de Recombinacio
Mareador kY 05 10 A5 20 25 .36 35 40 45
D6S470 -12.692  -3.457) -1.30355 02677 -6.1257 0 02874 03361 0290 0.05564  0.0225
DesS? -14.476 226511 -1.4723 -1.7859 02781 01360 01210 -0361 -0.62889 0.0227
DaS276 -16.499  -5.0048 -2.6411 -1.7890 -0.3766  0.1274 0.1776 0332 -0.2176  -0.048
DoS465 -20.591 13,192 -8.7810 -7.0519  -64213  -5.523 28769  -0.876 -0.54776 0.0997
D68433 -18.576  -6.1887 ~4.9351 S3.4198  -2.6374  <1.9772  -12194  -0.687 0.07758  0.0054
D60 -15.224 50257 -2.3873 -1,5476 03665 0.1257  0.1114  0.687 -8.578  -0.011
D68291 -12.587  -3.3638 -1.4573 03657 -0.1365 02254 0.3654 (.285  0.0435 0.0211
D6SZT1 ~13.425  -4.6547 -1.4548 -1.638 02469  0.3245 01124 0479 -0.0547 (.0337
Des422 -15,345  -5.0479 23114 -1.6578 -03722 01346 0.1246 -0224 -0.2987 -0.024
De8263 -21475 -i2.112 -9.7453 -7.057 -0.6587 -3511 -2.4978  ~0.841 -0.5433 0.0229
BaS426 -18475  -1.7812 -4.9332 <3.5794 22498 . -1.852 -1.7748 0872 0.08541  0.0547
DAS460 -11.987  -2.8725 -1.5874 -D.37312 -02579 0175 03456 0272 0.04124  0.034]
DOS283 -13.657  -4.5401 -1.5400 -1.5074 -0.2333 0 01748 01972 S0.851 -0.022F 0.0117
Des2TS -14.322  -3.024) -2.3554 -1.6982  -0,3047  0.1227  0.11102 0298 02855 -0.021
DOSIGL -p474 0 211,102 -8.5443 -7.0487 -6.6441  -5.032 L2.2544 0 0822 05116 0.0211
568360 -i5.424  -7.5412 -4.9441 -3.5874  -1.9922  -1.859 L0150 -0.844 000484 0.0046
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Cr7
Fraciio de Recombinacio

Marcador 0 05 A0 A5 20 25 30 35 40 A5
D78657 -22.7634 -8.0123 -3.5142 -3.6508 -23976 -1.5110 08782 -0.439 0.1588  0.0168
DT7S515 ~18.475 (~6,34 17 -4.235 -3.778 -2.4457  -2.3564  -1.0987 -0.256 -0.2411  -0.087
DTS485 -16.578 ‘-7x567? -8.4578 -4.651 -3.9348  -2.329 -1.468  -0.875 05798 -0.224
DI8506 -19.487  -9.4687 -7.4683 -5.2247  -3.7519  -2.035 -1.2254  -1.024 0479 -0.234
D75660 20,658 -7.3587 ~5.4458 -4.7785 -1245%  -0.786 -0.4365  -0.145 -0.0984 -0.054

Cr8
Fracido de Recombinacfio

Marcador Ri] 05 10 15 20 25 30 35 40 43
88261 -12.428 ‘ -2,22358 -1.0206 02267 -0.12818 0.34269 04278 03782 (3604  0.0269
DIS505 ~26.2229 .-5.00447 -2.7234 -1.44960 -0.77646 038491 -0.16157 (0.0385 0297 0.3679
DES270 -19.5207 | ~11.822 -R.9797 -7.04885  .3.01154 3.52341F -2.39901 -1255 07708 02795
DESANT -20.8627 ‘—8.}991 ~4.9087 -3.5687 253076 -1.78345 -1.07487 0.7655 04677 0.2793
DESE5H -12.854  -2.5412 -1.4123 -0,3887 -025412 -0.1554 03521  0.2741 0.04110  0.0221
D8S560 -11.633 44911 -1,5225 -1.5411 02214 0.19835  G.19014  -6.365 00211 0.0129
1388279 213374 -50241 23854 -1.67742 -0.3135  (.19307  0.1229  0.220 -0.2351 -0.091
88514 21473 -10.175 -8,5438 -6.0452  -5.6241  -5.0311 .2.2700 -0.887 -0.5198 0.0341
D8S272 -14.687  -8.5637 -4 875 -3.53610 -1.9002  -1.861 -1.5014  -0.657 0.04733 00987
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Outubro/2600
Cr i
Frachio de Recombinacio
Mareador R 05 A0 A5 20 25 30 .35 40 45
D108185 -13.278 3225 -1.307 -0.3667 0.135 0.376 0.445 0.398 0.2457 0.135
D108574 270222 5005 -2.633 -1.449 -0.776 -(1.384 -0.161 -0.038 0.022 0365
D108S77 -20.520 -13.827 9970 -7.048 -3.011 -3.523 -2.339 -1.533 0.872 0367
D168192 -18.826 -7.19% 4908 -3.297 «2.230 -1.523 -1.046 0.714 0467 0249
Crli
Fracio de Recombinaciio
Marcador Rl 05 10 A5 20 25 30 35 4 A5
D1151332 -12.428 2223 ~1.1064 -0.078 -0.1381  0.3166 04258 03115 (.340 01777
118927 -25.232 -6.014 -2.6034 -1.5808 <0.7562  0.28859 0.17857 0.2556 0225 (0235
D118925 -19.4707 -11.7852  -9.857% S10879 40225 32564 22280 -1.847 0,667 0.325
D118%12 344871 708784 485399 A3.10020 -1.96246 -1.19288 -0.67268 03322 0125 0220
118986 ~16.5337 642605 402799  -2.67732 -1.81222 -1.22447 -0.81285 05188 0303 0.136
DI18S927 171276 L5.75850 -3.25866 -1.91483 107421 -0.52776 -0.18110 G.0172 (.09% 0876
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Outubro/2000
Crls
. Fragfio de Recombinacio
Marcador .0 05 10 15 20 25 30 385 40 45
DI5SI18 -24.0850 -7.48558 -4.37330 -2.69964 1.66621 ~1.00351 0.38063 (0.3184 0.16065 0.064
DIsS16 -4.34897 -1.52616 ~1.02028 -.7034%  -0.47987 -0.031535 0.193900 0.105% 004613 (Q.011
DI5R12 -3.08819 -0.86289  -0.49349  -0.20567 -0.17585 0.10099 0.05443 0.0263 0.01039 -0.002
Dissil6 047120 024697 0.12914 006239 002520 0.006199 0061712 00339 002270 0.0006
B158153 1-7.39504 097690 048856  -0.02554 0.128140 0.057961 0.021704 0§.0055 0.00037 600602
DI5820S -0,38306 -0.143506  -0.144802  0.069988% 0.018571 0.011371 0023155 00215 001243 00037
p1ssiIY? 24 0850 7485586 4373300 269904 166621 -1.00351 0.058653 03184 0.16065 -0.064
D1s8207 -18.0014 -9.G602568 -5.1222506 -3.00145 -1.33002 .22658 145800 0.0775 0.00569  -0.002
H158120 -6.12458 0985765 -0.857634 0.368322 0.435885 (22254 0.114587 00985 0.00511 00009
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Outsibro/2000
Cr19
Fracio de Recombinacio
Marcador K1) 05 A0 A3 20 25 30 33 A0 A5
D195413 -190.6910 -4.3902 -2.8534 ~1.7194  0.9969 058284 02346  0.0663 011864 0.0276
D198221 -12.558% -2.3363 -1.1079 0.89770 036651 022511 010458 0.0335 0.00788 0.6003
D198226 -11.6658 -6.30045  -3.88874  -2.77438 -1.66987 0985500 0.48722 03365 008774 0.0011
Cr20
Fracio de Recombinacio
Marcador 0 05 At A5 20 .28 30 35 .40 A5
D20893 27475 27,551 4.00022 -2.18143 -1.10711 047344 0.133901 0.0024 0.013349 0.0165
Cr 2l
Fragio de Recombinacio
Marcador 0 05 16 15 20 25 30 35 40 AS
0231851256 26379 0,576 -4.421 232070 -2.1062 -1,0046 04357 03217 0.029 0.0046
D218265 -12449  -2.4790 -1.976 -1.653 10926 -0.3349 -0.10296 0.0975 0.084 {.0046
D2181252 20918  -3.8754 -2.941 -1.726 21,0452 -0.0297  -0.0194  0.0029 0.0012 0197
2181266 -23.791 0.0147 -6.617 46504 -3.9768 -2.5102 -1.986 0.6794 0.,2134 0.0914
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Outubro/2000
Cr22
Fracfio de Recombinacio
Marcador N 03 10 A5 20 25 30 35 40 45
D284 -19261  -8.3472 -5.3511 24710 -1.0245 09874  -0.5471 02458 6.0547 00221
D228283 ~14.470 71245 ~4.2103 -3.0114 -1.0041 09985 00745 -0421 0.0874  0.0254
D228274 -12.617  -5.5478 -2.4102 212540 20245 -1.9557  -1.09987 -0.887 -0.6415 -0.012
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A Genética e a Mente Humana

Sendo a mente humana wm universo infinito ¢ quase inexplorado, podemos
ericontrar em seu interior verdadeiro e puros diamantes, como também enormes
buracos negros.

Os diamantes se mostram quando mentes como as de Albert Einstein,
Teonardo Da Vincin ¢ Wolfgang Amadeus Mozart deixam fluir tudo de bom com a
simplicidade ¢ a beleza da brisa do mar.

J4 os buracos negros dragam as luzes ao redor através de atitudes como as de
Adolf Hitler, Jack o estripador ¢ Caligula.

Onde estara a origem, a causa que gera abissais diferencas 7

Diferencas que podem passar desapercebidas, como um episddio de
auséneia, uma crise epiléptica focal e restrita ou; visivel come o sol num dia de
verdio, como na loucura total.

¥4 dizia Frasmo de Roterdam que se excluir a loucura da sociedade “o
homerm se torard intolerante ac homem™, enquanto que o ditado popular diz gue
“de louco todos nds temos um pouco™.

Tendo as sociedades passado por varias fazes, desde o tempo onde a
epilepsia foi considerada loucura ¢ ate hoje quando se gosta muito de algo se diz
que alguém ¢ louco por aquilo.

Lutamos, estudamos, pesquisamos, para Crescermos come seres humanos ¢
aprendemos segundo Sidarta Gautama (Buda) 2 “dar o verdadeiro valor as coisas
certas”, e sabermos discernir desde a insignificante variagdo da saide normal a\ie a
mais horrenda, mesmo que esteja disfarcada.

Enquanto nfio dispormos de naves que nos levem a0 mais longinquo ponto
da mente humana, estudamos ¢ universo da genética, ¢ quem sabe assim
consigamos descobrir outros caminhos que nos levem & RESPOSTA

Ewerton Carvalho de Sousa



