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Introducao

As epilepsias encontram-se entre as condigdes neuroldgicas mais prevalentes na populacéo,
acometendo mais de 50 milhdes de pessoas no mundo e apresentando uma incidéncia ao longo da vida de
aproximadamente 3% (1-4). As crises epilépticas podem ser generalizadas, quando resultam de uma descarga
epiléptica envolvendo todo o cdrtex cerebral, ou focais, quando a descarga origina-se em uma regido cortical
restrita. Ambas sdo categorizadas segundo sua provavel etiologia, e as epilepsias idiopaticas (sem presumivel
lesdo no sistema nervoso) sdo as que exibem maior predisposicdo genética (2). Dentre as epilepsias idiopaticas,
destaca-se a epilepsia benigna da infancia com espiculas centro-temporais (EBIECT), também conhecida como
epilepsia rolandica (ER). A EBIECT apresenta uma incidéncia de 1:2500 e corresponde a 15% de todas as
sindromes epilépticas infantis, o que a torna a principal epilepsia focal idiopética da infancia e a epilepsia
genética da infancia mais comum (6,7).

Tanto em epilepsias generalizadas quanto focais, CNVs (copy number variations) sdo um fator de risco
ja bastante conhecido, sendo também uma importante causa de encefalopatias epilépticas (EEs) (32-34).
Diversos estudos tém apontado, como explicagdo para a diversidade de fendtipos em familias especificas, a
participagdo tanto de CNVs raras herdadas quanto CNVs de novo em alguns hotspots, o que sugere uma base
molecular comum para multiplos fenétipos. Mais recentemente, foi sugerido que criangas que apresentam EEs

que compdem parte do espectro epilepsia-afasia, no qual a EBIECT pode ser classificada, podem carregar uma



combinacao heterogénea de CNVs raros, localizados principalmente em genes de adesédo celular associados
ao autismo e ao comprometimento da linguagem (particularmente naquelas com a sindrome de Landau-
Kleffner (SLK) ou com a sindrome de espicula-onda continua durante sono lento (EOCS)) (11,12).

Apesar dos inimeros esforgos da comunidade cientifica para esclarecer as bases genéticas da EBIECT,
mais estudos sdo necessarios para que sejam melhor compreendidas, particularmente quando se trata do
papel de CNVs nessa sindrome. E através da identificacdo das mutacdes responsaveis pela EBIECT que melhor

compreenderemos os mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis pela atividade epiléptica na sindrome.

Objetivo

Identificar CNVs patogénicas em pacientes com EBIECT.

Materiais e Métodos

Foram incluidos no estudo 359 individuos (26 pacientes ndo aparentados com EBIECT e 333 controles).
CNVs de todos esses individuos foram avaliadas através do microarranjo Genome-Wide Human SNP array 6.0
(Affymetrix) e identificadas por meio de trés algoritmos diferentes (13-15), sendo cada CNV definida pela
interseccdo dos trés algoritmos, com mais de 50% de sobreposicao.

A localizagdo gendmica e contelddo génico das CNVs detectadas foram definidos utilizando a
sequéncia de referéncia NCBI Build GRCh37/hg19. A patogenicidade das CNVs foi estimada segundo as
diretrizes do American College of Medical Genetics (ACMG) e do Clinical Genome Resource (ClinGen).

Foram acessadas trés bases de dados gendmicas para sustentar as designagdes de patogenicidade:
Database of Genomic Variants (DGV, dgv.tcag.ca/dgv/app/home), Database of Genomic Varlation and
Phenotype in  Humans wusing Ensembl Resources (DECIPHER, decipher.sanger.ac.uk), e UCSC
(genome.ucsc.edu).

Para avaliar se os grupos diferiam em termos de frequéncia dos diferentes tamanhos de CNV, foi
utilizado o teste de disténcia de Jensen-Shannon (JSD) para se medir a similaridade entre cada par de
frequéncias. Em seguida, foi realizado um procedimento de bootstrap para se estimar a significancia dos
valores JSD observados. Além disso, apds a combinacdo dos segmentos de CNV e a selegdo das CNVs mais
frequentes, foi utilizado o teste Exato de Fisher para verificar se havia diferenca estatistica na frequéncia de

CNVS entre os grupos.

Resultados

Nos 26 pacientes com EBIECT submetidos a anélise, foram encontradas um total de 358 CNVs (208
delecdes e 150 duplicagdes). A média de CNVs por individuo foi de 13,8 (8,0 delec¢des e 5,8 duplicagdes) com
um tamanho médio de 323 kb para dele¢des e 200 kb para duplicagdes.

Quando comparados com o grupo controle, ndo foram encontradas diferencas significativas no
tamanho de dele¢des (p=1) ou duplicagdes (p=1). Ademais, ndo se observou diferenca significativa no nimero
das CNVs entre casos e controles (W=5296, p-valor=0,05748)

Das 358 CNVs identificadas no grupo de pacientes, 294 (82,12%) CNVs foram classificadas como

benignas, 14 (3,91%) como provavelmente benignas, 32 (8,94%) como variantes de significado incerto, seis



(1,68%) como provavelmente patogénicas e dois (0,56%) como patogénicas. Cinco dos 26 (19,23%) pacientes
analisados apresentaram CNVs classificadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas.

Dentre essas, seis consistem em delec¢des classificadas como provavelmente patogénicas devido ao
significativo nimero de genes contidos na CNV (> 35 genes). Nenhum dos genes nessas CNVs, entretanto,
apresentava alguma relagdo com epilepsia que ja estivesse estabelecida na literatura. As outras duas consistem
em dele¢des patogénicas no cromossomo X na mesma paciente: a primeira, localizada na regido Xp11.23 e
com um tamanho de 1,2 Mb, e a segunda, encontrada na regido Xg28 e com uma extensdo de 2,4 Mb.

Na anélise do contelido génico dessas CNVs, foram identificados genes previamente reportados em

pacientes com epilepsia e outros transtornos neurolégicos e neuropsiquiatricos na literatura.

Discussao

Uma das maneiras através das quais CNVs podem estar envolvidas nos mecanismos que levam a
doencas ¢é através da modificagcdo da dosagem génica (16). Logo, é uma importante causa no desenvolvimento
de diversas doencas. No presente estudo foram utilizados trés algoritmos, de modo a se evitar excesso de falsos
positivos.

Ao se avaliar tamanho e nimero de CNVs (delecdes e duplicagdes) por individuo, néo foi observado
maior nimero de CNVs no grupo de pacientes quando comparado com o controle. Entretanto, foram
encontradas CNVs patogénicas/provavelmente patogénicas em cinco (19,23%) pacientes e patogénicas
apenas em dois (7.69%) pacientes. Essas CNVs patogénicas afetam alguns genes que ja foram previamente
associados a transtornos do neurodesenvolvimento, como deficiéncia intelectual (D) (17-28), transtorno do
espectro autista (TEA) (17,26,29) e comprometimento da fala ou da linguagem (30), sugerindo um impacto
significativo de processos essenciais do neurodesenvolvimento na patogénese de sindromes epilépticas.

As epilepsias benignas da infancia, dentre as quais a EBIECT ¢ a mais frequente, sdo atualmente
consideradas diferentes manifestacdes clinicas de um mesmo espectro patoldgico. Essas epilepsias de base
genética apresentam uma arquitetura gendmica altamente heterogénea e podem estar associadas a
comorbidades neuroldgicas.

Em relacdo ao cromossomo X, uma série de casos de CNVs patogénicas ja& foram reportadas,
particularmente em individuos do sexo masculino. A maioria das portadoras do sexo feminino apresentam
significativa inativagdo preferencial do cromossomo X com rearranjos cromossémicos. Desse modo, a maioria
das portadoras sdo geralmente assintomaticas. Contudo, pacientes do sexo feminino com esses rearranjos
podem apresentar manifestacdes clinicas se houver inativagcdo aleatéria do cromossomo X, uma inativagéo
preferencial do cromossomo normal ou a presenca de genes que escapam da inativagdo do X (31,32).

A paciente ER15 apresentou duas microdele¢bes patogénicas de 1,2 Mb (Xp11.23) e 2,4 Mb (Xg28), a
primeira afetando 75 genes e a segunda 109. Dentre os genes contidos na microdelecdo em Xp11.23
previamente reportados em pacientes com epilepsia e outros transtornos neuroldgicos e neuropsiquiatricos na
literatura estdo FTSJ1, KCND1, POBP1, SLC35A2, SSX4, SYP, TFE3 e WDR45. Além desses, dentre os contidos
na microdelecdo Xg28 com as mesmas rela¢des estabelecidas estdo BCAP31, FLNA, GDI1, IRAKT, SLC6AS,
RAB39B, RPL10 e MECP2 (33-76).

Em relagdo a essa paciente, a extensa presenca de relatos na literatura que estabelecem a associagédo
de variantes patogénicas de multiplos genes afetados por essas CNVs a fenétipos similares ao reportado ou

muitas vezes mais graves (mas com epilepsia dentre suas manifestagdes clinicas) corrobora a classificagdo



dessas CNVs como patogénicas. Além disso, sugere que haja realmente um efeito deletério das dele¢des de

muitos dos genes por elas envolvidos sobre a paciente, podendo-se aponta-las como responséveis pelo

fendtipo de EBIECT que a paciente apresenta. Tendo-se em mente a extensdo de ambas as CNVs, a

combinagdo da haploinsuficiéncia desses multiplos genes poderia implicar o fenétipo de epilepsia.

Conclusao

Aqui reportamos CNVs que aparentam ser importantes para o desenvolvimento de EBIECT. Mesmo

com um nimero amostral pequeno, as CNVs patogénicas identificadas demonstram a importancia de se avaliar

essas alteragdes na sindrome. A presenca de relatos de CNVs similares em pacientes com outros tipos de

epilepsia e demais transtornos do neurodesenvolvimento na literatura enfatiza a base genética complexa e

heterogénea do espectro de epilepsias benignas da infancia, sugerindo que hd um impacto significativo de

processos essenciais do neurodesenvolvimento na patogénese de sindromes epilépticas.
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