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RESUMO

As epilepsias idiopaticas com crises precipitadas por febre sdo consideradas atualmente como
parte de um espectro clinico que varia de fenotipos mais brandos como as crises febris
classicas a fenotipos graves como a Sindrome de Dravet. Mutagfes no gene SCN1A foram
identificadas em muitos desses pacientes, com uma frequéncia variavel, dependendo da
gravidade fenotipica. O estudo, do tipo série de casos, objetiva identificar a frequéncia de
mutacBes no gene SCN1A em pacientes com diferentes fendtipos dentro do espectro clinico
das epilepsias idiopaticas com crises precipitadas por febre, correlacionando a presenca da
mutacdo com a deterioracdo cognitiva e motora e com a gravidade do quadro epiléptico. Os
casos selecionados foram submetidos a uma avaliacéo clinica com exame fisico neuroldgico e
aplicacdo da escala Wechsler para obtencdo do QI estimado. A avaliacdo comportamental
ocorreu através do questionario CBCL respondido pelos pais. Dados de historia clinica foram
obtidos através de anamnese e registros dos prontuarios e os tracados de eletroencefalograma
guando disponiveis, avaliados. O sangue venoso foi coletado para o teste molecular que
pesquisou mutacdes no gene SCN1A. Mutacdes provavelmente deletérias foram identificadas
em trés participantes com fenotipos distintos, um deles com Sindrome de Dravet limitrofe,
outro com epilepsia focal genética e o ultimo com fendtipo de crise febril plus. As
caracteristicas clinicas e eletroencefalograficas dos casos selecionados, independentemente da
presenca de mutacdo, foram bem variadas. Crise desencadeada por pequenas elevagdes de
temperatura foi a caracteristica mais frequente para as crises febris em nossa amostra,
entretanto a frequéncia, duracdo e tipos de crises febris em cada participante ndo foram
determinantes para a gravidade da evolucdo. N&o existiu correlacdo entre a presenca da
mutacdo em SCN1A e uma pior evolucdo clinica, sendo evidente a variabilidade, tanto no
comprometimento motor, cognitivo e na frequéncia de crises atuais.

Palavras-chave: Epilepsia. Crises febris. Canais de sédio.



ABSTRACT

The idiopathic epilepsy with seizures precipitated by fever are currently considered as part of
a clinical spectrum ranging from milder phenotypes such as the classical febrile seizures to
severe phenotypes as Dravet Syndrome. Mutations in the SCN1A gene have been identified in
many of these patients, with a variable frequency depending on the phenotypic severity. The
study of case series, aims to identify the frequency of mutations in SCN1A gene in patients
with different phenotypes within the clinical spectrum of idiopathic epilepsies with seizures
precipitated by fever, correlating the presence of the mutation with cognitive and motor
impairment and the severity of epileptic frame. The selected patients underwent a clinical
evaluation with neurologic examination and application of the Wechsler scale to obtain the
estimated 1Q. The behavioral assessment was through the CBCL questionnaire answered by
parents. Clinical history data were obtained by interview and medical records and
electroencephalogram (EEG) tracings evaluated when available. Venous blood was collected
for the molecular test that investigated mutations in SCN1A gene. Probably deleterious
mutations were identified in three participants with different phenotypes, one with borderline
Dravet Syndrome, one with genetic focal epilepsy and the last with phenotype of febrile
seizure plus. Clinical and EEG features of selected cases, regardless of the presence of
mutation, were quite varied. Seizures triggered by small temperature rises was the most
frequent feature for febrile seizures in our sample; however the frequency, duration and types
of febrile seizures in each participant were not determinant for the severity of evolution.
There was no correlation between the presence of the mutation in SCN1A and a worse
clinical outcome, with evident variability, both in motor, cognitive impairment and frequency
of current crises.

Keywords: Epilepsy. Febrile seizures. Sodium Channels.
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1 INTRODUCAO
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Algumas epilepsias idiopaticas tém sua manifestacdo inicial na infancia durante um
episodio febril. Elas sdo consideradas atualmente como parte de um espectro clinico que varia
de fenotipos mais brandos como as crises febris classicas a fenotipos graves como a sindrome

de Dravet.

As crises febris ocorrem com frequéncia na infancia (NELSON; ELLENBERG, 1978;
VERITY; BUTLER; GOLDING, 1985) e apresentam uma alta taxa de recorréncia, em torno
de 25 a47% (BERG et al., 1992; VERITY; BUTLER; GOLDING, 1985; WALLACE, 1974),
porém apenas uma pequena porcentagem das criancas com crise febril ird evoluir com
epilepsia (NELSON; ELLENBERG, 1978; VERITY; GOLDING, 1991; BERG; SHINNAR,
1996).

De um modo geral, os tipos de epilepsia nas criangcas que tiveram crises febris séo
variados e ndo diferem muito das epilepsias das criancas sem esse antecedente (BERG;
SHINNAR; LEVY, 1999). Entretanto, em algumas sindromes epilépticas, as crises febris séo
as manifestagdes iniciais da doenga, como observado na Sindrome de Dravet e na Epilepsia

Generalizada com Crises Febris Plus.

A Epilepsia Generalizada com Crises Febris Plus (EGCF+) é a sindrome epiléptica
genética que se apresenta com uma variedade de fendtipos em que predominam crises
generalizadas, ocorrendo dentro de uma mesma familia (SCHEFFER; BERKOVIC, 1997). Ja
a Sindrome de Dravet é uma sindrome epiléptica rara, inicialmente chamada de Epilepsia
Miocl6nica Grave da Infancia, que se apresenta como uma encefalopatia epiléptica de inicio
na infancia, com varios tipos de crises e que evolui com prejuizo cognitivo e alteracéo
comportamental (INTERNATIONAL LEAGUE AGAINST EPILEPSY - ILAE, 1989).

Entretanto, alguns pacientes com quadro clinico, caracteristicas eletroencefalograficas e
evolucdo tipica de Sindrome de Dravet ndo apresentam algumas das caracteristicas principais
como crises mioclénicas e de auséncias atipicas, sendo tais formas consideradas “limitrofes”
da sindrome (YAKOUB et al., 1992; DRAVET, 2005). Atualmente preconiza-se que 0 termo
Sindrome de Dravet engloba formas de diferentes gravidades dentro de um mesmo espectro
(GUERRINI, 2011).

No ano 2000, foram identificadas mutacdes no gene da subunidade a1 do canal de sodio
(SCN1A) em pacientes com EGCF+ (ESCAYG et al., 2000). Sabendo que a elevada
frequéncia de crises febris € uma caracteristica comum aos pacientes com EGCF+ e Sindrome

de Dravet, no ano seguinte, Claes e colaboradores pesquisaram e identificaram a mutacdo do
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SCN1A também nesta Gltima. (CLAES et al., 2001). Atualmente, mais de 500 variacGes
possivelmente deletérias no gene SCN1A ja foram identificadas (CLAES et al., 2009).

O fendtipo clinico da epilepsia associada as mutacdes em SCN1A pode variar
enormemente, mesmo entre membros de uma mesma familia. S0 encontrados desde
fendtipos benignos como as crises febris tipicas até os 5 anos de idade e as crises febris plus
até casos com evolucdo desfavoravel como a Sindrome de Dravet cléssica, que atualmente é
considerada o fendtipo mais grave dentro do espectro EGCF+ (SINGH et al., 2001; ANNESI
et al., 2003; LOSSIN, 2009).

A variacdo intrafamiliar nos casos de EGCF+ sugere que individuos com a mutacao
apresentam um risco aumentado para epilepsia, mas fatores adicionais genéticos ou
ambientais atuam em conjunto para o desenvolvimento de crises. Dessa forma, adultos com

fenotipos leves podem gerar filhos com fenotipos mais graves.

O teste genético em SCN1A é considerado o de maior aplicabilidade clinica dentre os
genes identificados nas diferentes sindromes epilépticas. Apesar dos diversos estudos
envolvendo esse gene, ainda existem duavidas quanto a correlacdo dos varios tipos de

mutacgdes encontradas e os diferentes fendtipos (OTTMAN et al., 2010).

Pacientes com epilepsia frequentemente anseiam por uma explicacdo para as crises e o
teste genético, de modo geral, traz este beneficio. Um resultado positivo pode elucidar um
diagndstico, auxiliar na decisdo terapéutica, prover informacgdes quanto ao prognostico e

permitir um aconselhamento genético adequado.



2 REVISAO DA LITERATURA
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2.1 CRISES FEBRIS

As crises febris sdo comuns na infancia, afetando entre 2 a 4 % das criangas nos Estados
Unidos e Europa (NELSON; ELLENBERG, 1978; VERITY; BUTLER; GOLDING, 1985) e
com incidéncia um pouco maior no Japdo acometendo em torno de 10% das criangas
(TSUBOI, 1984).

A Liga Internacional Contra Epilepsia (ILAE) define a crise febril como sendo uma
crise na vigéncia de doenca febril, na auséncia de infec¢do do sistema nervoso central (SNC)
ou distarbio hidroeletrolitico ocorrendo numa crianga com mais de 1 més de idade, sem crises
afebris prévias (ILAE, 1993). Na grande maioria dos casos essas crises acometem criangas até
0s 6 anos, limite maximo de idade aceito nas definicdes mais utilizadas (CONSENSUS
DEVELOPMENT PANEL, 1980; NELSON; ELLENBERG, 1978). Sao classificadas como
simples ou complexas. A crise febril simples é generalizada, com duracdo inferior a 15
minutos, ndo recorrente em 24 horas e sem anormalidades neuroldgicas no pds-ictal. A crise
febril complexa apresenta uma ou mais das seguintes caracteristicas: focal, prolongada
(duracdo maior que 15 minutos) ou recorrente em 24 horas (SHINNAR; GLAUSER, 2002;
NELSON; ELLENBERG, 1978). As crises febris também podem apresentar-se como estado
de mal epiléptico (EME), o “status febril”, ocorrendo como uma crise unica com duragdo > 30
minutos ou uma série de crises sem que haja recuperacao do nivel de consciéncia entre elas
(ILAE, 1993).

Segundo definicdo da ILAE, epilepsia é uma doenca cerebral caracterizada por pelo
menos duas crises epilépticas ndo provocadas ocorrendo num intervalo superior a 24 horas ou
pela ocorréncia de uma crise nao provocada em uma situacao clinica com risco aumentado de
recorréncia dessa crise (FISHER et al., 2014). A crise febril ocorre devido um fator
provocador, neste caso, a febre, atuando num cérebro em desenvolvimento, promovendo a
ocorréncia de crises epilépticas em pacientes susceptiveis. Portanto, criangas com crises febris

classicas ndo tém epilepsia.

Devido & faixa etaria acometida, muito se questiona sobre a influéncia da vacinag¢do na
incidéncia das crises febris. Atualmente considera-se que a vacina triplices bacteriana (DPT)
(difteria, tétano e coqueluche) e a triplice viral (MMR) (sarampo, caxumba e rubéola)
aumentam significativamente o risco de crises febris e esse maior risco esta relacionado a
elevada incidéncia de febre apds essas vacinas (PRUNA et al., 2013). Apesar do risco

aumentado de crises febris pds vacinagdo, estas ndo parecem ter um risco aumentado de



13

sequelas a longo prazo (BARLOW et al., 2001). A recomendacdo atual é de que a vacinagao
ndo deve ser desencorajada e nem contraindicada devido a esse maior risco, mesmo nas

criancas com crises febris prévias (PRUNA et al., 2013).

Independentemente da etiologia do quadro febril, a maioria das criancas acometidas
apresentard um Unico episodio de crise, porém a taxa de recorréncia é alta e estimada em
torno de 25 a 47% (BERG et al., 1992; VERITY; BUTLER; GOLDING, 1985; WALLACE,
1974). Vérios estudos tentaram identificar fatores de risco para a recorréncia de crises. Entre
os fatores consistentemente reportados estdo a idade precoce da primeira crise (inferior a 18
meses) e a histéria familiar de crises febris (BERG et al., 1990; BERG et al., 1992;
ANNEGERS et al., 1990). Além desses, parece haver um aumento do risco de recorréncia
guando ha um curto intervalo de tempo entre o inicio da febre e a crise (BERG et al., 1992),
crises desencadeadas por temperaturas mais baixas (BERG et al., 1992; OFFRINGA et al.,
1994) e historia familiar de epilepsia (PIZARRO et al., 2008; VERITY; BUTLER;
GOLDING, 1985).

Como opcao para prevenir a recorréncia de crises, a Academia Americana de Pediatria
considera que a administracdo continua na dose terapéutica usual de fenobarbital ou
valproato, assim como a terapia com diazepam intermitente, sdo efetivas, porém nenhuma
dessas terapias esta recomendada para criangas com crises febris simples devido ao potencial
de toxicidade das drogas antiepilépticas se sobrepor aos riscos associados as crises
(BAUMANN; DUFFNER, 2000). Uma revisdo sistematica recente confirmou que o
diazepam intermitente e o fenobarbital de uso continuo promovem algum beneficio em inibir
a recorréncia de crises, porém esse beneficio ndo se mantém com o tempo (OFFRINGA et al.,
2014). Nao houve comprovacdo do beneficio clinico em utilizar esses medicamentos na
profilaxia das crises febris, nem do uso de fenitoina, valproato ou piridoxina de modo
continuo ou fenobarbital e antipiréticos de forma intermitente. Eventos adversos foram
relatados em até 30% das criancas (OFFRINGA et al., 2014).

O importante no acompanhamento € orientar a familia sobre as caracteristicas das crises
febris, explicar a diferenca entre crise febril e epilepsia, 0 prognostico, o risco de recorréncia
das crises e os efeitos adversos das medicagdes anticonvulsivantes. Instruir adequadamente
para o controle da febre visando o conforto do paciente, mesmo sem haver evidéncia de que o
uso de antipiréticos reduza o risco de recorréncia das crises e orientar sobre como agir em
caso de recorréncia (posicionar 0 paciente, afrouxar as roupas, marcar o tempo de crise,

procurar o servigo de pronto-atendimento) (CAPOVILLA et al., 2009).
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Apesar de ser uma pratica comum entre pediatras e especialistas ndo ha evidéncia
clinica para a recomendacdo da realizacdo de eletroencefalograma (EEG) nas criangas que
apresentaram crises febris e nem qual o tempo ideal apds a crise para a realizacdo do exame
(SHAH PANKAJ; SAJI; ELAYARAJA, 2014). O EEG de rotina ndo prediz o risco de
epilepsia subsequente ou de recorréncia de crises (CONSENSUS DEVELOPMENT PANEL,
1980; FRANTZEN; LENNOX-BUCHTHAL; NYGAARD, 1968).

De acordo com alguns estudos de coorte, 2 a 10% das criancas com crises febris irdo
evoluir com epilepsia. Esses estudos mostram que a ocorréncia de histéria familiar de
epilepsia e de crises febris complexas estdo associadas a um risco aumentado de epilepsia
subsequente (BERG; SHINNAR, 1996; NELSON; ELLENBERG, 1978; VERITY;
GOLDING, 1991). Ndo ha evidéncia de que a terapia possa modificar a evolucdo para
epilepsia (PRACTICE PARAMETER, 1999).

De um modo geral, os tipos de epilepsia nas criancas que tiveram crises febris sdo
variados e ndo diferem muito das epilepsias das criancas sem esse antecedente (BERG;
SHINNAR; LEVY, 1999).

Entretanto, algumas sindromes epilépticas apresentam forte associacdo com as crises
febris, pois nestas, as crises febris sdo as manifestacdes iniciais da doenca, como observado na
Sindrome de Dravet e na EGCF+.

A fisiopatogénese das crises febris tem sido muito estudada através de modelos
animais. Dentre 0s mecanismos propostos estdo o aumento na producdo de citocinas
inflamatorias, especialmente da interleucina 1B que tem efeito proconvulsivante (HEIDA,;
PITTMAN, 2005) e a alcalose resultante da hiperventilacdo induzida pela febre
(SCHUCHMANN et al., 2006).

Como as crises febris ocorrem tanto de forma familiar quanto de forma esporadica,
muito se discute sobre as alteracfes genéticas relacionadas a essa patologia. Estudos com
irmdos gémeos e familias em que ha mais de um membro afetado permitiram maior
conhecimento sobre 0 modo de heranca genetica. Nas familias com varios membros afetados
ou de probandos com multiplas crises febris parece ser uma heranga autossdbmica dominante
com penetrancia reduzida. Nas familias com poucos casos, probandos com crise Unica ou nos
casos esporadicos parece ser poligénica ou multifatorial (JOHNSON et al., 1996; RICH et al.,
1987).
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Varios loci para as crises febris familiares ja foram identificados, principalmente por
analise de ligacdo nas familias grandes. Em alguns loci o gene mutante foi identificado, como

mostra 0 Quadro 1.

Quadro 1 - Loci e genes identificados para crises febris familiares

Locus Cromossomo Qene_ . Estrutura afetada
identificado

FEB 1 (WALLACE et al., 1996) 8913-g21 - -

FEB 2 (JOHNSON et al., 1998) 19p13.3 - -

FEB 3A (MANTEGAZZA et al., 2005) 2024.3 SCN1A Canal de sddio

FEB 3B (PEIFFER et al.,1999) 2024.3 SCN9A Canal de sédio

FEB 4 (NAKAYAMA et al., 2000) 5914.3 GPR98 Receptor acoplado a
proteina G

FEB 5 (NABBOUT et al., 2002) 6022-0924 - -

FEB 6 (NAKAYAMA et al., 2004) 18p11.2 - -

FEB 7 (HEDERA et al., 2006) 21922 - -

FEB 8 (AUDENAERT et al.,2006) 5934 GABRG2 Receptor GABA

FEB 9 (NABBOUT et al., 2007) 3p24.2-p23 - -

FEB 10 (DAl et al., 2008) 3026.2-026.33 - -

FEB 11 (SALZMANN et al., 2012) 8913.2 CPAG Carboxipeptidase

Ainda ndo foi identificado um gene especifico ou locus que esteja relacionado a maioria
dos casos de crise febril, especialmente as crises simples, sem histdria familiar. As mutacGes

descritas foram identificadas em apenas um pequeno nimero de pacientes.

As crises febris classicas, sejam elas familiares ou esporadicas, ndo sdo objeto do
presente estudo e, como ja foi explicado, esses individuos ndo recebem o diagndstico de

epilepsia.

A seguir, especificados no Quadro 2, constam 0s genes identificados nas epilepsias que

cursam com crises precipitadas por febre.
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Quadro 2 - Genes relacionados a epilepsias que cursam com crises precipitadas por febre

Sindromes Epilépticas Genes ldentificados

EGCE+ SCN1B (WALLACE et al., 1998)
SCN1A (ESCAYG et al., 2000)
GABRG2 (BAULAC et al., 2001)
GABRD (DIBBENS et al., 2004)
SCN9A (SINGH et al., 2009)

Sindrome de Dravet SCN1A (CLAES et al., 2001)
SCN1B (OGIWARA et al.,2012)
SCN2A (SHI et al., 2009)
GABRAL (CARVILL et al., 2014)
STXBP1 (CARVILL et al., 2014)

Sindrome da epilepsia e retardo mental limitada pcpH19 (DEPIENNE et al., 2009b)
ao sexo feminino

2.2 EPILEPSIA GENERALIZADA COM CRISES FEBRIS PLUS

A epilepsia generalizada com crises febris plus é uma sindrome epiléptica genética,
primeiramente descrita por Scheffer e Berkovic (1997), que se apresenta com uma variedade
de fendtipos em que predominam crises generalizadas, ocorrendo dentro de uma mesma
familia. Os fendtipos mais comuns sdo de crises febris classicas e crises febris plus, porém
alguns individuos apresentam fenotipos mais graves (SCHEFFER; BERKOVIC, 1997).

O termo “crises febris plus” denomina o fendtipo em que as crises febris persistem
além dos 6 anos de idade, ou quando ha a associacdo de crises afebris ténico-clénicas
generalizadas (SCHEFFER; BERKOVIC, 1997). As crises afebris podem se manifestar numa
idade precoce enquanto ainda ocorrem crises febris, podem persistir mesmo apos a idade de
desaparecimento das crises febris, ou podem ter inicio posteriormente, apds um periodo livre
de crises. O EEG geralmente é normal nesses pacientes, mas podem ser observados

complexos de espicula onda irregulares generalizados (CAMFIELD et al., 2012).

O fenotipo mais frequente € o das crises febris classicas (SCHEFFER et al., 2009).

Outros fendtipos EGCF+ incluem associagdes de crises febris ou febris plus com outros tipos
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de crises generalizadas como auséncias, mioclonias e crises atbnicas (SCHEFFER;
BERKOVIC, 1997). No extremo de maior gravidade do espectro estdo a epilepsia
miocl6nico-astatica ou Sindrome de Doose e a Sindrome de Dravet classica (ANNESI et al.,
2003; SINGH et al., 1999, 2001).

A Sindrome de Doose ou epilepsia mioclonico-astatica € uma encefalopatia epiléptica
caracterizada pelo inicio de crises mioclonicas e mioclénico-atbnicas, numa crianga com
desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM) normal antes do inicio das crises, associada na
maioria das vezes com outros tipos de crises como crises tdnico-cldnica generalizadas
(CTCG), auséncias atipicas e EME ndo convulsivo (DOOSE, 1992; GUERRINI; AICARDI,
2003).

A mutacdo em SCN1A raramente esta descrita nesses pacientes, acredita-se que o gene
SCN1A ndo desempenha papel importante na etiologia da Sindrome de Doose, ao contrario do
que acontece na Sindrome de Dravet (GONSALES et al., 2012; HARKIN et al., 2007;
MARINI et al., 2007).

Atualmente propde-se uma mudanca de nomenclatura, sendo defendido o uso do termo
epilepsia genética com crises febris plus ao invés de epilepsia generalizada com crises febris
plus, ja que foram observados por alguns pesquisadores a existéncia de fen6tipos com crises
focais dentro do espectro EGCF+ (ABOU-KHALIL et al., 2001; SINGH et al., 1999;
SUGAWARA el al., 2001).

Esta € uma sindrome geneticamente heterogénea. Wallace e colaboradores (1998),
estudando uma familia grande, identificaram uma mutacdo em heterozigose no SCN1B, o
gene da subunidade beta 1 do canal de sédio (WALLACE et al., 1998). No ano 2000, Escayg
e cols. identificaram mutagcOes no gene da subunidade o tipol do canal de sddio (SCN1A) em
duas familias com EGCF+ (ESCAYG et al., 2000). Foram identificadas também mutacdes em
GABRG2, (BAULAC et al., 2001), no gene da subunidade delta do receptor gama
aminobutirico (GABRD), (DIBBENS et al., 2004) e no gene da subunidade a tipo 9 do canal
de sodio (SCN9A) (SINGH et al., 2009).

Nas grandes familias, com varios membros afetados, € observado um padréo de heranga
autossomica dominante com penetrancia reduzida, porém com mais frequéncia o que se
observa € uma heranca genética complexa, supostamente com a contribuicdo de varios genes
e fatores ambientais. Nas familias EGCF+, as mutacdes identificadas mais frequentemente

ocorrem no gene SCN1A, seguidas das mutacdes no gene SCN1B, entretanto, as alteragdes
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envolvendo subunidades do canal de sddio estdo presentes em menos de 20% dos pacientes
(WALLACE et al., 2001).

2.3 SINDROME DE DRAVET

A Sindrome de Dravet € uma sindrome epiléptica rara, descrita por Charlotte Dravet
(DRAVET, 1978), inicialmente chamada de Epilepsia Miocl6nica Grave da Infancia. De
acordo com a classificacdo das epilepsias da International League Against Epilepsy (ILAE)
de 1989, é caracterizada por crises clénicas ou ténico-clénicas unilaterais e generalizadas,
febris ou afebris, que ocorrem no primeiro ano de vida, numa criangca com desenvolvimento
normal e, posteriormente, associam-se a crises parciais, miocldnicas e auséncias atipicas.
Todos os tipos sdo resistentes a drogas antiepilépticas. O atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor se apresenta no segundo ano de vida e é acompanhado de prejuizo cognitivo
e alteragBes comportamentais (ILAE 1989). E considerada uma encefalopatia epiléptica que,
na mais recente Comissdo de Classificacdo e Terminologia da ILAE, é definida como uma
condicdo em que a atividade epiléptica por si s6 pode contribuir para uma grave e progressiva
alteracdo cognitiva e comportamental (BERG et al., 2010). N&o ha provas de que o declinio

cognitivo observado seja apenas uma consequéncia direta da epilepsia.

Apresenta uma incidéncia superior a 1:40.000 nascidos vivos (HURST, 1990), sendo
estimada em 1:20.000 ou 1:30.000 (YACOUB et al., 1992).

As criancas afetadas ndo apresentam antecedentes clinicos e alteracbes neuroldgicas
prévias, mas alguns estudos mostram intercorréncias pré e perinatais significativas, como
retardo de crescimento intrauterino, prematuridade, anéxia neonatal, encontradas em 22%
(DRAVET, 1992) a 40% dos pacientes (RAGONA et al., 2010).

Antecedente familiar de crise febril ou de epilepsia é bem frequente, estando presente
em uma boa propor¢do dos casos (DRAVET, 2005; NIETO-BARRERA et al., 2000;
RAGONA et al., 2010), podendo chegar a 71% (OHKI et al., 1997).

A maioria dos pacientes ndo apresenta alteracOes cerebrais estruturais que possam ser
identificadas com os exames de imagem atualmente disponiveis. As alteracdes mais descritas
sdo atrofia cortical e cerebelar, leses com hipersinal na substancia branca, alargamento de
ventriculo e esclerose hipocampal (BRUNKLAUS et al., 2012; DRAVET, 2005; STRIANO
et al., 2007).
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As crises iniciam-se no primeiro ano de vida, primeiramente de tipo clonicas unilaterais
ou generalizadas, tipicamente desencadeadas por febre, podendo ser prolongadas (> 20 min)
em cerca de 25 % dos casos (CARABALLO; FEJERMAN, 2006; DRAVET, 2005). Crises
afebris podem surgir como primeiro episédio em torno de 35% dos casos (OHKI et al., 1997).
Costumam ocorrer apds vacinagdo, processo infeccioso ou banho. Mais tarde, serdo
associadas a crises febris em 80% dos pacientes (DRAVET, 2005). O inicio também pode ser
com crises parciais complexas (DRAVET, 2005; OGUNI, 2001; OHKI et al., 1997). O
eletroencefalograma no comeco é normal, independentemente da idade de inicio das crises.
(OHKI et al., 1997; RAGONA et al., 2010).

As mioclonias manifestam-se como sintoma tardio. Em alguns pacientes, episddios
isolados de mioclonias focais sdo percebidos pelos pais algumas semanas ou alguns dias antes
do surgimento da primeira crise convulsiva (mioclonias sem febre). Elas também podem
ocorrer durante o episadio febril, de forma repetitiva, nas horas que antecedem a primeira
crise convulsiva (DRAVET, 2005).

Sdo descritos quatro tipos de mioclonia na Sindrome de Dravet. O primeiro corresponde
a movimentos mais ou menos simétricos da musculatura proximal e palpebras, repetidos, as
vezes levando & queda. Podem ocorrer flexdo dos bracos na altura do cotovelo, flexdo e
abducéo das coxas e extensdo das costas. Em alguns casos essas mioclonias séo intensificadas
ou desencadeadas por fotoestimulacdo ou padrdes. No EEG observam-se paroxismos

generalizados de espicula-onda ou poliespicula-onda a 3-3,5 Hz (OGUNI, 2001).

O segundo tipo € uma mioclonia macica, que ocorre em clusters de crises, atingindo 0s

bragos ou todo o corpo. As vezes, as mioclonias macicas precedem as CTCG (OGUNI, 2001).

O terceiro tipo € de movimentos mioclénicos sucessivos, envolvendo principalmente a
cabeca, pélpebras e, as vezes, os bracos, levando a uma retropulsdo ritmica da cabega. No

eletroencefalograma observam-se espiculas-onda generalizadas a 3Hz (OGUNI, 2001).

O ultimo tipo corresponde a eventos mioclénicos ndo epilépticos, segmentares, mais

frequentes em criancas de mais idade (OGUNI, 2001).

Entretanto, alguns pacientes com quadro clinico, caracteristicas eletroencefalogréaficas e
evolugdo tipica de Sindrome de Dravet ndo apresentam mioclonias. Estas formas “limitrofes”
em que estdo ausentes algumas das caracteristicas principais como crises mioclénicas e de
auséncias atipicas ou espiculas-onda generalizadas no EEG foram bem descritas na literatura
(DRAVET, 2005; YAKOUB et al., 1992). Atualmente preconiza-se que o termo Sindrome de
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Dravet engloba formas de diferentes gravidades dentro de um mesmo espectro (GUERRINI,
2011).

A partir do segundo ano de vida, as crises sdo recorrentes, facilitadas por febre e
resistentes ao tratamento (RAGONA et al., 2010). Cada paciente apresenta varios tipos de
crise: CTCG; focais; mioclonias segmentares ou macicas; e auséncias atipicas
(CARABALLO; FEJERMAN, 2006; OGUNI, 2001; RAGONA et al., 2010). Aos 24 meses
todos os pacientes apresentam alteracbes no EEG interictal, especialmente espiculas e
poliespiculas-onda difusas. Essas anormalidades tendem a aumentar com o curso da doenca
(BRUNKLAUS et al., 2012; SPECCHIO et al., 2012). A atividade de base se lentifica e o
sono apresenta-se desorganizado (RAGONA et al., 2010).

As crises epilépticas nesta sindrome sao resistentes ao tratamento farmacoldgico.
Entretanto, a politerapia com Stiripentol, Valproato de sddio e Clobazam tem apresentado boa
resposta, com reducdo importante do nimero de crises e deve ser tentada tdo logo se faca o
diagndstico (CHIRON et al., 2000). A dieta cetogénica € uma alternativa que tem mostrado
bons resultados (CARABALLO, 2005). A estimulacdo do nervo vago também pode ser
considerada uma opcdo terapéutica (CARABALLO, 2011). Drogas como Carbamazepina e
Lamotrigina podem agravar as crises e devem ser evitadas (BRUNKLAUS et al., 2012;
GUERRINI, 1998; KORFF, et al., 2007)

Antes do inicio da epilepsia, 0 DNPM e o comportamento séo tidos como adequados
pelos pais e pediatras. No segundo ano de vida tem inicio um declinio cognitivo associado a
hiperatividade e comportamento autista progressivos e que tendem a se estabilizar apds os 4
anos de idade (WOLFF, 2006). Com o aumento da idade cresce a proporcdo de pacientes
com retardo mental grave (RAGONA et al., 2010). Apesar de alguns pacientes apresentarem
um quociente de desenvolvimento na faixa de normalidade, testes cognitivos especificos
detectaram prejuizos na integracdo motora visual, atencdo visual e fungdes executivas
(CHIEFFO et al., 2011).

Ha uma variabilidade grande no grau de deficiéncia intelectual (DI) entre pacientes
com o mesmo tempo de doenga. Observou-se uma correlagdo entre a frequéncia de crises
convulsivas e o desempenho cognitivo, com piores resultados nos que apresentavam mais de
cinco crises ao més (WOLFF, 2006). Um estudo multicéntrico recente sugere que o fendtipo
epiléptico contribui na determinacdo do desenvolvimento cognitivo, onde os casos de crises
miocl6nicas e de auséncia de inicio precoce apresentam um pior prognostico (RAGONA,
2011).
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A taxa de mortalidade durante a infancia e adolescéncia é elevada. As causas de 6bito
mais frequentes sdo a morte subita, a encefalopatia aguda com EME e o afogamento
(SAKAUCHI et al., 2011).

A proporcdo de pacientes com a mutacdo SCN1A varia amplamente entre os estudos,
com taxas de 33% (NABBOUT et al., 2003) a 85-100% (CLAES et al., 2003; FUJIWARA et
al., 2003), dependendo do tamanho da amostra e dos critérios clinicos empregados.
Considerando apenas pacientes com quadro clinico classico da Sindrome de Dravet, 70 a 80%
dos casos possuem mutacGes de ponto ou alteracBes microestruturais no gene SCN1A
(DEPIENNE et al., 2009a). Nesses pacientes em torno de 40% das mutagdes identificadas séo
do tipo troca de sentido, enquanto que no fenétipo EGCF+ a grande maioria das mutacGes
identificadas é deste tipo (CLAES et al., 2009; MARINI et al., 2007). A frequéncia de
alteracdes microestruturais nos casos com Sindrome de Dravet em que ndo foram
identificadas mutagdes de ponto é em torno de 10% ( MARINI et al., 2009; WANG et al.,
2008).

Recentemente foi sugerido que o tipo de mutacdo possa afetar o fenotipo (CLAES et al.,
2009; ZUBERI et al., 2011), contudo, mutacdes do tipo troca de sentido podem causar desde
pequenas alteracfes na proteina até a completa perda da funcdo proteica, dessa forma sua

consequéncia pode ser tdo grave como a de uma mutacao sem sentido.

Mutacdes herdadas do SCN1A foram identificadas em 10% dos pacientes com Sindrome
de Dravet (DEPIENNE et al., 2010). As mutacfes em mosaico de células somaticas ou
germinativas podem explicar a existéncia de um genitor assintomatico ou levemente
acometido (DEPIENNE, 2006; GENNARO, 2006). Alguns desses genitores com mutagdo em
mosaico tiveram uma epilepsia grave na infancia, porém, com boa evolucdo, sem déficits
cognitivos importantes, o que ndo aconteceu com seus descendentes que apresentaram
fendtipos graves da doenca (VERBEEK et al., 2011). Com o avan¢o dos conhecimentos
atuais torna-se importante o diagndstico genético na idade adulta de pacientes que tiveram
uma epilepsia grave na infancia e que apresentaram boa evolucéo, para que tenham ciéncia do

risco de transmissao a prole.

Depienne e colaboradores identificaram mutagcbes no gene da protocaderina 19
PCDH19, que codifica uma proteina transmembrana de adesdo celular, em pacientes do sexo
feminino com fenotipo semelhante a Sindrome de Dravet e que tinham pesquisa negativa de
mutacdo em SCN1A (DEPIENNE et al.,, 2009b). As mutagdes em PCDH19 haviam sido
primeiramente identificadas em grandes familias (DIBBENS et al., 2008), sendo descrita uma
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encefalopatia epiléptica relacionada ao PCDH19 que ocorre mais comumente de forma
esporédica ou em familias com poucas mulheres afetadas (DEPIENNE; LEGUERN, 2012). O
espectro da epilepsia relacionada ao PCDH19 se sobrepbe ao da Sindrome de Dravet,
entretanto na primeira sdo raras as crises de auséncia, mioclénicas ou atbnicas e a
fotosensibilidade, além do prognéstico em longo prazo que € melhor nos pacientes com
mutacdo em PCDH19 se comparados aos pacientes com mutagdo em SCN1A (DEPIENNE;
LEGUERN, 2012).

Foram relatados poucos casos de Sindrome de Dravet com mutacGes em outros genes
(CARVILL, 2014; PATINO et al., 2009; SHI et al., 2009). A causa para a sindrome em 20 a
30% dos casos permanece indeterminada. As possibilidades incluem mutagdes de novo em
genes desconhecidos ou uma etiologia multifatorial. Foi observado que a mesma mutagédo
pode gerar fenotipos diferentes dentro de uma familia, alertando-se para a importancia de
genes modificadores e fatores ambientais (KIMURA et al., 2005). Sugere-se, em alguns
casos, uma heranga complexa em que genes modificadores contribuiriam para o quadro
clinico (MULLEY et al., 2013).



3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Identificar a frequéncia de mutacGes provavelmente deletérias no gene SCN1A em
pacientes com diferentes fenotipos dentro do espectro clinico das epilepsias idiopaticas com

crises precipitadas por febre.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

Descrever os aspectos clinicos e eletroencefalograficos de pacientes que apresentam
sindromes epilépticas com crises precipitadas por febre;

Correlacionar a presenca da mutacdo provavelmente deletéria com a deterioracdo

cognitiva e motora e com a gravidade do quadro epiléptico.



4 METODOLOGIA
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Trata-se de um estudo descritivo, tipo série de casos, sendo estes selecionados entre
pacientes acompanhados no ambulatério de epilepsia do Complexo Hospitalar Universitario
Professor Edgard Santos e na clinica privada, com idade entre 3 e 18 anos, e que preenchem
0s seguintes critérios de incluséo:

1. Apresentam epilepsia com histdria de crises febris e afebris sem etiologia definida;

2. Né&o apresentam anormalidades ao exame de neuroimagem, sendo aceitos 0s casos

com alteracGes inespecificas, incluindo atrofia cerebral e cerebelar, associadas ou isoladas;

3. N&o apresentam antecedentes pessoais ou gestacionais que possam relacionar-se com

o0 desenvolvimento de epilepsia e atraso cognitivo;

4. Pais ou responsaveis de acordo, com assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Sdo excluidos os casos em que o diagndstico etiologico para a epilepsia foi identificado
durante a avaliagdo ou que os pais optaram por desistir da participacdo no estudo. Esta
garantida a liberdade de desisténcia da crianga com mais de 12 anos e do adolescente com

idade inferior a 18 anos que tenha assinado o termo de assentimento.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto de
Ciéncias da Saude (ICS) da Universidade Federal da Bahia (UFBA) (ANEXO A).

Os pacientes foram submetidos ao exame clinico neurolégico completo e a coleta de
amostra de sangue venoso para estudo de genética molecular. Foram analisados os tracados
de eletroencefalograma disponiveis e coletados dados de identificacdo, duracdo e descricdo
das crises epilépticas, dados sobre o desenvolvimento neuropsicomotor, resultados de exames
realizados anteriormente, informag6es sobre antecedentes gestacionais, pessoais e familiares.

O exame clinico, anamnese e anélise dos tracados foram realizados pela autora.

Os pacientes realizaram uma avaliacdo intelectiva. Esse processo ocorreu atraves da
Escala Wechsler para obtencdo do Quociente Intelectivo (Ql) de forma estimado
(WECHSLER, 2002), método utilizado quando se deseja avaliar a inteligéncia de um
individuo sem a necessidade de utilizar uma bateria completa. As provas utilizadas foram:
Vocabulério (prova verbal) e Cubos (prova ndo verbal). Ainda, como parte da avaliacdo, foi
entregue aos pais a versdo brasileira do Child Behavior Checklist (CBCL) (ACHENBACH,;
RESCORIA, 2001) para que fosse respondido no mesmo dia da aplicacdo das provas. O
CBCL é um questionario que avalia competéncia social e problemas de comportamento em

individuos de 6 a 18 anos, a partir de informacGes fornecidas pelos pais.
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A amostra de sangue para pesquisa molecular foi enviada para o Laboratorio de
Genética Molecular da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) como parte do
projeto de pesquisa “Biorrepositorio — Estudos de genética molecular em doencas
neuropsiquiatricas — fase I, que tem como pesquisadora responsavel a professora Iscia Lopes
Cendes, do Departamento de Genética Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP. Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP, em 23 de abril de 2013 (ANEXO B). Os responsaveis pelos
pacientes assinaram o TCLE especifico para a analise molecular do sangue coletado (ANEXO
C), juntamente com o TCLE do presente estudo (ANEXO D).

Os pacientes foram submetidos a puncao venosa para coleta de sangue, em torno de 20 a
30 ml. Este material foi coletado em tubos com EDTA do tipo Vacuette de tampa roxa e
ficou armazenado em geladeira com temperatura de 6 a 8°C, ndo congelado, no laboratério de
Imunologia do ICS da UFBA, mesmo local onde foi realizada a coleta. O sangue coletado foi
enviado no mesmo dia através de empresa de transporte especializada, em embalagem térmica
com gelo em gel, para o Laboratorio de Genética Molecular na UNICAMP. Conforme a
autorizacdo dos pais expressa no TCLE, o sangue foi descartado ou armazenado em
biorrepositério para pesquisas posteriores. Esta retencdo de amostras estd prevista no estudo
“Biorrepositorio — Estudos de genética molecular em doencas neuropsiquidtricas — fase I”” por
um periodo de 10 anos. As amostras serdo utilizadas para a pesquisa de mutacGes em outros
genes relacionados a epilepsia se, por ventura, os resultados forem negativos inicialmente,
sendo que as pesquisas futuras dependerdo do avanco do conhecimento na area com a

descricdo de novos genes candidatos na literatura.
No laboratério de Genética Molecular foram realizados os seguintes procedimentos:
1. Extracdo do &cido desoxirribonucléico (DNA) genémico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir dos leucécitos das amostras de

sangue periferico coletadas dos pacientes e familiares.
2. Amplificacéo por PCR

Os fragmentos de DNA gendmico foram amplificados pela técnica de PCR (polymerase
chain reaction), utilizando primers especificos para os 26 éxons do gene candidato. As
temperaturas de anelamento séo especificas para cada par, e foram determinadas através da
realizacdo de PCRs em gradientes de temperatura. A verificacdo da amplificacdo dos

fragmentos de interesse foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1,5%.
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3. Detecgédo de mutacdes: Sequenciamento dos produtos de amplificacdo

Os produtos de amplificacdo foram purificados com a utilizagdo da enzima Exosap (GE
Healthcare), de acordo com as instrugdes do fabricante. A reacdo submetida ao
sequenciamento consistiu de solucdo pré-mix (quantidade recomendada pelo fabricante — Life
Technologies), 5pmoles de primer e 2uL do produto de amplificacdo purificado. As
sequencias direta e reversa foram amplificadas separadamente. Apds um processo de
precipitacdo por adicdo de EDTA 125mM e etanol 70%, e etanol 100%, as amostras foram
submetidas a eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI 3500xL (Life

Technologies).
4. Analise dos resultados

As sequéncias geradas pelo sequenciador foram alinhadas com o genoma de referéncia
(Homo Sapiens, hgl9 - Genome Reference Consortium GRCh37) para identificar alteracfes

nucleotidicas de troca de aminoacidos, insercdes e delecoes.

Quando foram identificadas alteragcdes do tipo substituicdo de base Unica na sequéncia
nucleotidica dos pacientes, essa mutacdo foi comparada com bancos de dados de

polimorfismos de base Unica (SNP — single nucleotide polymorphisms).

Foram realizadas analises computacionais das substituicbes potencialmente deletérias.
As mutacdes que resultam em troca de aminodcido na proteina codificada foram submetidas a
analises in silico, a fim de estimar seu efeito na estrutura e funcdo da proteina, utilizando os
programas SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant), Polyphen 2 (Polymorphism Phenotyping
version 2) e SPN & GO (Single Nucleotide Polymorphism & Gene Ontology). Essas analises
levam em consideracéo as diferencas fisico-quimicas entre o aminoacido original e o novo, e,
no caso das analises de bioinformatica, a posi¢do da alteracdo e o nivel de conservacgéo entre

sequéncias homologas.

Com os dados de histéria clinica, exame fisico, avaliacdo do QI estimado, anlise do
CBCL, resultado de eletroencefalograma e teste molecular, foi feita a descricdo e

caracterizacdo dos casos e a comparacdo com outros estudos clinicos na literatura.



5 RESULTADOS
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Foram selecionados 12 participantes, com idades entre 3 e 18 anos, sendo 8 do sexo
masculino e 4 do sexo feminino. Mutagdes provavelmente deletérias do gene SCN1A foram

identificadas em 3 participantes, sendo eles os de nimeros 9, 10 e 11.

As principais caracteristicas das crises epilépticas febris e afebris foram registradas,
sendo apresentadas nas Tabelas 1 e 2 a seguir. Quanto a duracdo, as crises foram distribuidas
em 4 grupos: menos de 1 minuto (< 1min); menos de 15 minutos (1 min<15min); maior que
15 minutos e menor que 30 minutos (15<30 min); e maior que 30 minutos (>30min). Na
coluna “CARACTERISTICAS DE COMPLEXIDADE” sdo relatados aspectos das crises
febris que estdo presentes em crises febris complexas como longa duracédo, lateralizacdo e
recidiva em 24 horas. Todos 0s sujeitos, com excecdo do n°6, apresentam caracteristicas de
complexidade, sendo muito frequente o relato de crises desencadeadas por febre baixa,
algumas vezes estados subfebris. Houve o relato, em cinco individuos, de crises
desencadeadas por atividade fisica moderada ou intensa, com suor. Dois desses individuos
apresentam mutacdo em SCN1A (n° 10 e 11). No individuo de n°® 10 ha também o relato de

crises desencadeadas por dias quentes e exposi¢do prolongada ao sol.

A maioria dos participantes fez uso de diversas medicacGes antiepilépticas durante sua
evolucdo com o objetivo de controlar as crises. Na Tabela 2 estdo listadas as medicacdes que
foram consideradas pelos pais como contribuintes para uma melhora ou piora no quadro

clinico, independentemente do tempo de uso de cada medicacao.

Na Tabela 3 estdo registradas as principais caracteristicas eletroencefalogréficas de cada
sujeito da pesquisa, apos a avaliacdo dos exames disponiveis realizados ao longo do curso da

doenca.

Nos sujeitos em que a atividade elétrica cerebral de base foi classificada como
desorganizada, essa alteracdo ocorreu em algum momento durante sua evolucéo, podendo ser

observada em pelo menos um dos registros do EEG.
Né&o foram observados registros de paroxismos durante a fotoestimulacéo.

Com relacdo a avaliacdo do QI estimado, dos doze participantes, nove revelaram nivel
intelectivo preservado, numeros 1, 3, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, variando da categoria médio
inferior a muito superior, sendo que em oito destes evidenciou-se linguagem verbal superior
aos resultados alcancados na funcdo visuo-espacial. Neste grupo, um sujeito, n° 6, obteve

resultado similar entre area verbal e execucdo e foi este 0 Unico a alcancar o QI estimado na
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categoria Muito Superior. Os demais participantes foram classificados na categoria

Intelectivamente Deficientes, niUmeros 2, 4, 7.

E importante ressaltar que o sujeito de n° 7 ndo conseguiu realizar o teste de QI em
funcdo do grau de comprometimento decorrente do espectro autista. O sujeito de n° 2 néo
expressava linguagem verbal, sendo assim, s6 foi possivel realizar a prova de cubos. O sujeito

de n° 4 revelou pequena discrepancia entre a area verbal e a executiva, em favor da Gltima.
Os resultados da avaliacdo clinica encontram-se na Tabela 4.

A Tabela 5 correlaciona a idade da primeira crise dos pacientes com a evolucéo clinica
e epiléptica, registrando ao final a gravidade do fendtipo clinico. Foram considerados
fendtipos leves os casos com crises epilépticas raras ou controladas e sem comprometimento
cognitivo. Os fenotipos moderados apresentam crises nao controladas ou comprometimento
cognitivo e os fenotipos graves apresentam tanto o prejuizo intelectual quanto a presenca de

crises.

Na coluna “CRISES ATUAIS” foi utilizado o termo “ausente” para aqueles que estdo
sem crises ha pelo menos um ano. Quanto ao desenvolvimento neuropsicomotor antes da
primeira crise epiléptica foi considerada a percepcao dos pais, €, quando identificado o atraso,

este foi classificado em motor, cognitivo ou de linguagem.

Os exames de neuroimagem foram normais, com exce¢do do participante de n° 3 cujo
exame mostrou alteracdo de sinal de substancia branca periventricular podendo representar
areas de desmielinizacdo e do participante de n° 7 cujo exame mostrou uma atrofia em lobo

temporal esquerdo e uma atrofia cerebelar discreta.

O resultado da triagem de mutacfes provavelmente deletérias no SCN1A é apresentado

na Tabela 6.
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Tabela 1 - Caracteristicas das crises febris e historia familiar nos sujeitos do estudo “Epilepsias idiopaticas com crises precipitadas por febre: caracterizagdo
clinica, eletroencefalogréfica e molecular de diferentes fenétipos”

Sujeito Idade Sexo Idade da 12crise Historia familiar Semiologia e duracdo das diversas Caracteristicas de
(anos) Epilepsia Crise Febril crises complexidade
1 9 M 1anoe 6 meses Sim (2° grau) Néo CTCG <15 min
2 7 M 6 meses Sim (2° grau) Sim (1° grau) CTCG <1 min, MIO < 1min Recidiva em 24h
3 18 F  2anose2meses Sim (3°grau) Né&o CTCG > 30 min Estado de mal epiléptico
4 17 M 1lanoe3meses Sim (2°e 3°graus)  Sim (1° grau) CTCG <15 min
5 3 M 1anoe 6 meses Né&o Sim CTCG <15 min
(2°, 2° e 3°graus)
6 6 F  3anose 6 meses Néo Né&o AT <15 min
7 11 F 3 meses Sim (2°e 3°graus) Néo CTCG > 30 min, GS > 30min Estado de mal epiléptico
8 4 M 1lanoe7 meses Sim (3° grau) Néo CTCG <15 min Recidiva em 24h
9 8 M 6 meses Néao Néao MIO+CTCG< 15 min, CTCG < 15
min
10 3 M 5 meses Néo Sim (3° grau) GS > 15min < 30 min Crise prolongada
Focal/lateralizada
11 5 F 7 meses Sim (2° grau) Sim (1° grau) CTCG > 30 min Estado de mal epiléptico
12 17 M 11 meses Sim (2° grau) Sim (1° grau) CTCG > 30 min, GS< 15 min Estado de mal epiléptico

Focal/lateralizada

Notas: CTCG: crise tonico clénica generalizada; AT: crise atdnica; MIO: crise miocl6nica; GS: crise parcial com generalizagdo secundaria.
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Tabela 2 - Caracteristicas das crises afebris e medicacdes antiepilépticas utilizadas em algum momento durante a evolugdo da epilepsia, que causaram
melhora ou piora das crises nos sujeitos do estudo “Epilepsias idiopaticas com crises precipitadas por febre: caracterizagdo clinica, eletroencefalografica e
molecular de diferentes fenotipos”

Sujeito  ldade da Semiologia e duracdo do conjunto de crises Melhor controle de crises Piora das crises
12 crise
1 4 anos CTCG > 30 min, QC < 15 min, GS <15min, Valproato, Clobazam, Sulthiame Oxcarbazepina
FOCAL < 15 min
2 8 meses GS < 1min, AA< 15 min Valproato, Lamotrigina, Clobazam, N&o relatou
Etossuximida
3 lano10 CTCG >30 min, T < 1min, Fenobarbital, Carbamazepina, Fenitoina Valproato
meses
4 3meses AT < 1min, HM<15 min Lamotrigina, Topiramato, Oxcarbazepina, N&o relatou
Clobazam, Clonazepam
5 NS FOCAL < 1min, CTCG < 15 min Valproato Oxcarbazepina
6 4 anos MIO < 1min, QD < 15 min, HM > 15 <30 min Lamotrigina N&o relatou
7 9meses  MIO> 30min, TCG < 15 min, FOCAL >15 < 30 min Valproato, Topiramato, Clobazam, Carbamazepina
Clonazepam
8 3 anos QD < 1min, TCG < 1min Valproato, Clobazam N&o relatou
9 lanoe2 MIO+ TCG < 15 min, HM < 15 min, Valproato, Topiramato, Clonazepam Carbamazepina
meses FOCAL < 15 min, CTCG < 15 min
10 7meses  GS >15min < 30 min, FOCAL < 15min, Valproato Fenobarbital
MIO< 15min
11 3 anos CTCG > 15min< 30min, FOCAL< 15 min Valproato, Clobazam Carbamazepina, Lamotrigina
12 4 anos GS < 15 min, QD< 1min, MIO< 1min, Valproato, Carbamazepina, Topiramato, Fenobarbital, Lamotrigina

FOCAL<15min

Clonazepam

Notas: NS: ndo soube informar. Os pais referiram inicio das crises afebris ap6s as crises febris, porém ndo souberam informar com que idade; CTCG: crise
tonico clénica generalizada; AT: crise atdnica; MIO: crise mioclénica; GS: crise focal com generalizacdo secundaria; QC: crises com queda cefalica; QD:
crises de queda generalizadas; AA: crises de auséncia atipica; T: crise tbnica; HM: crise hemicl6nica.
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Tabela 3 - Caracteristicas eletroencefalogréaficas dos sujeitos do estudo “Epilepsias idiopaticas com crises precipitadas por febre: caracterizagdo clinica,
eletroencefalogréfica e molecular de diferentes fenétipos”

Sujeito Atividade elétrica N° de EEG Principais paroxismos observados nos diversos tracados Crises epilépticas registradas
cerebral de base analisados avaliados (padréo no EEG e
caracteristicas clinicas)
1 Sempre normal 8 OA focais e EOL-IR
2 Desorganizada 10 EOL-IR, EOL-focais, OA focais PEO (auséncia atipica)
3 Desorganizada 5 EOL-IR, OA focais
4 Desorganizada 4 EOL-IR, EOL-focais
5 Sempre normal 2 Ausentes
6 Desorganizada 3 ES e PES focais PES generalizadas (mioclonias)
7 Desorganizada 4 EOL-focais, OA focais, EOL-RE a 2-2,5 ciclos por segundo
8 Sempre normal 3 Ausentes
9 Desorganizada 5 EOL-focais, multifocal PEO focais com GS (mioclonias)
10 Sempre normal 4 Ausentes
11 Sempre normal 4 OA focais
12 Desorganizada 3 EOL-IR, OA focais, EOL-focais EOL- RE a 2-2,5 ciclos por

segundo (auséncia atipica)

Notas: EOL-IR: paroxismos de espicula onda- lenta irregulares bilaterais e sincronos com propagacdo difusa; OA focais: paroxismos de ondas agudas de
projecdo focal; EOL-focais: paroxismos de espicula onda-lenta de projecdo focal; PEO: paroxismo de poliespicula-onda de projecdo generalizada; PEO focais
com GS: paroxismos de poliespicula-onda de projecdo focal com generalizacdo secundaria; ES e PES focais: paroxismos de espiculas e poliespiculas de
projecdo focal, PES generalizadas: paroxismos de poliespiculas generalizadas; EOL-RE: paroxismos de espicula onda-lenta regulares bilaterais e sincronos,
com propagacéo difusa.
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Tabela 4 — Resultado da avaliagdo clinica, intelectiva e comportamental dos sujeitos do estudo
“Epilepsias idiopaticas com crises precipitadas por febre: caracterizacdo clinica, eletroencefalografica
e molecular de diferentes fenotipos”

Sujeito Exame neurolégico Avaliacao intelectiva CBCL
(motor) QI estimado
1 normal 106 — Médio ANS/DEP, PS, PP, PA,
AGRESS
2 normal 62 - Dl leve Normal
3 normal 80 - Médio inferior ANS/DEP, RET, QS, PP, PA
4 AT DIS, HL, TR 52 - Dl leve RET, PS, PA, AGRESS
5 normal 118 - Médio superior PS, RET, QR, AGRESS
6 normal 135 - Muito superior ANS/DEP, RET, PS, PP, PA,
AGRESS
7 AT DIS, HL Na&o realizou as provas RET, PS, PP, PA
8 normal 109 — Médio Normal
9 AT DIS 83 - Médio inferior ANS/DEP, PS, PA
10 HIP leve 82 - Médio inferior AGRESS
11 normal 103 — Médio Normal
12 AT DIS 80 - Médio inferior RET, QS, PS, PA

Notas: DI leve: deficiéncia intelectual leve; ANS/DEP: ansioso/depressivo; PS: problema social; PP:
problema de pensamento; PA: problema de atencdo; AGRESS: agressividade; RET: retraimento; QS:
queixas somaticas; QR: quebra de regra; AT DIS: ataxia discreta; HL: hiperlordose; TR: tremor fino
nas maos e bragos; HIP leve: hipotonia leve global.

Os fenotipos epilépticos dos participantes sao apresentados na Tabela 7 e em destaque
encontram-se 0s casos que apresentam mutacdes provavelmente deletérias. Essas alteracdes
patogénicas ocorreram em heterozigose e sdo mutacGes de ponto de troca de sentido
(missense). Nenhum dos sujeitos do estudo apresenta o quadro clinico da Sindrome de Dravet
classica. O fenotipo crise febril plus foi considerado pelas caracteristicas clinicas,

independentemente da existéncia de historia familiar.

A seguir é apresentado um resumo da historia clinica dos sujeitos em que foram

encontradas mutacgdes provavelmente deletérias.

Participante n°® 9, sexo masculino, 8 anos. Primeira crise febril aos 6 meses de idade. As
crises febris eram do tipo CTCG, por vezes precedidas de mioclonias e duravam menos de 15
minutos. A primeira crise afebril ocorreu com 14 meses, o inicio da crise foi do tipo
mioclonica focal com evolugdo para CTCG e durou menos de 5 minutos. O participante
apresentou a partir de entdo diversos tipos de crises, febris e afebris, sendo estas do tipo
parciais complexas, mioclonicas, CTCG, ténicas, e, atualmente, as crises sdo raras, com

intervalo de meses, e do tipo hemicldnicas a direita. Esta em uso de Valproato e Clonazepam.
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No exame fisico foi observada uma ataxia discreta e o QI estimado é de 83. Os pais referiram
no questiondrio CBCL sintomas de ansiedade/depressdo, problema social e problema de
atencdo. O EEG apresenta uma desorganizacdo discreta da atividade elétrica cerebral de base
e paroxismos epileptiformes de projecdo multifocal. Apesar de apresentar varias
caracteristicas no quadro clinico condizentes com a Sindrome de Dravet, estdo ausentes as
crises de auséncia atipica, o padrdo de espicula-onda generalizada no EEG e a deficiéncia
intelectual, sendo portanto classificado como Sindrome de Dravet limitrofe. Alteracdo

molecular encontrada: c. 1178 G>A.

Participante n°® 10, sexo masculino, 3 anos e 7 meses. A primeira crise febril ocorreu aos
5 meses de idade, com uma temperatura de 37,5° C, teve inicio com uma clonia em membro
inferior esquerdo, evoluindo com marcha jacksoniana e generalizacdo secundaria, durou em
torno de 25 minutos e cedeu apds receber medicacdo no hospital, apresentou parada
respiratéria que foi revertida durante a tentativa de intubacdo. Um més depois apresentou
outra crise febril com as mesmas caracteristicas semioldgicas que durou em torno de 20
minutos. Aos 7 meses de vida apresentou a primeira crise afebril, também com a mesma
semiologia e duracdo de 25 minutos. A partir de entdo apresentou varias crises, que foram
aumentando em frequéncia, ocorrendo em média a cada 15 dias e com reducdo na duracdo dos
episddios. Com 1 ano de idade passou a ter crises parciais discognitivas e atualmente
apresenta crises mensais do tipo mioclénica. Os pais referem que as crises nos dois primeiros
anos de vida eram desencadeadas por atividade fisica com suor e nos dias muito quentes. A
melhora das crises ocorreu com o0 uso de Valproato. No exame fisico foi observada uma
hipotonia leve global e QI estimado de 82. Os pais referiram sintomas de agressividade no
questionario CBCL. Os exames de EEG sdo normais. Em sintese, o quadro clinico é
caracterizado por crises focais, sem alteracGes eletroencefalograficas e sem deficiéncia
intelectual, com o fendtipo epilepsia focal genética. Alteracdo molecular encontrada: c.
301C>T.

Participante n° 11, sexo feminino, 5 anos. A primeira crise febril foi aos 7 meses de
idade, durou em torno de 1 hora, foi do tipo CTCG e cedeu no hospital apds Diazepam
endovenoso. A segunda crise febril durou 30 minutos, ocorreu com 13 meses de idade,
também CTCG e cedeu apds o uso de medicagdo. A partir de entdo passou a ter crise sempre
que tinha febre. Os pais referem que as crises também eram desencadeadas por atividade
fisica com suor. Foi internada 6 vezes por pneumonia e estd em investigacdo para

imunodeficiéncia. A primeira crise afebril ocorreu com 3 anos e 5 meses de idade durou mais
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de 20 minutos, do tipo CTCG e teve recidiva em menos de 24 horas. Durante essa internacao
evoluiu com parada respiratoria, ficou intubada por 12 dias e recebeu o diagnostico de
encefalite. Apos a alta hospitalar, em uso de Carbamazepina, passou a ter crises focais
discognitivas com olhar parado, cianose labial e automatismos oromastigatorios, ocorrendo
numa frequéncia de 1 vez por més. A medicacgéo foi trocada para Lamotrigina e ficou 3 meses
sem crises. Em seguida passou a apresentar tanto as crises focais discognitivas quanto crises
clénicas em membros superiores e face que duravam de 5 a 10 minutos. Apresentou boa
resposta ao tratamento com Valproato e Clobazam, sendo raras as crises atuais, a Ultima foi
em vigéncia de febre, ha 9 meses, do tipo focal discognitiva. Sem alteracdes ao exame fisico.
O QI estimado é de 103 e os pais ndo referiram sintomas no CBCL. No EEG, a atividade
elétrica cerebral de base é normal e em um dos exames apresentou paroxismos epileptiformes
de projecdo focal. Possui histéria familiar importante para crises febris. A irmd gémea
monozigotica também participou da pesquisa “Estudos de genética molecular em doencas
neuropsiquidtricas — Fase I” e foi identificada nela a mesma alteragdo molecular do gene
SCN1A, porém a gémea ja teve varias crises febris, sem crises afebris até 0 momento. A mée e
0 avd materno da participante também possuem histéria de crises febris, mas ainda ndo foram
avaliados quanto a presenca da mutacdo. Em resumo, o quadro clinico da participante é
caracterizado por crises febris associadas a crises afebris focais e generalizadas, sem déficit
intelectual e com varios membros na familia acometidos, sendo classificada como EGCF+.

Alteracdo molecular encontrada: c. 4915C>T.
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Tabela 5 - Evolugédo da epilepsia e gravidade do fendtipo clinico considerando a frequéncia de crises atuais e 0 comportamento cognitivo nos sujeitos do
estudo “Epilepsias idiopaticas com crises febris precipitadas por febre: caracterizagdo clinica, eletroencefalografica e molecular de diferentes fenotipos”

Sujeitos Idade da 12 crise - em Crises atuais DNPM antes da 12crise QI estimado Fendtipo clinico
meses - (febril ou afebril)  (frequéncia) (grau de comprometimento)

1 18 Raras Normal Médio Leve
2 6 Raras Atraso cognitivo Dl leve Moderado
3 22 Ausente Normal Médio inferior Leve
4 3 Semanais Normal Dl leve Grave
5 18 Raras Normal Médio superior Leve
6 42 Ausente Normal Muito superior Leve
7 3 Mensais Normal N&o realizou provas Grave
8 19 Ausente Atraso de linguagem Médio Leve
9 6 Raras Normal Médio inferior Leve

10 Mensais Normal Médio inferior Moderado

11 7 Raras Normal Médio Leve

12 11 Diérias Normal Médio inferior Moderado

Notas: DI leve: deficiéncia intelectual leve; DNPM: desenvolvimento neuropsicomotor.
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Tabela 6 - Resultado da pesquisa de mutagdes no gene SCN1A nos sujeitos do estudo “Epilepsias idiopaticas com crises precipitadas por febre: caracterizagdo

clinica, eletroencefalogréfica e molecular de diferentes fenétipos”

EXON Alteragdo Alteracéao proteica Registro em Analise de predicdo Quantidade
nucleotidica banco de de sujeitos
dados com
SIFT: SNP&GO? Polyphen2® alteraco
2 c301C>T  pAmglOlTrp  RIOIW 15121917918 PREJUDICIAL  DOENGA  ~ROVAVELVENTE 1
o c.1178G>A  pArg393His  R393H  rs121917927 PREJUDICIAL  DOENCA PROQ&%’SB'I\Q\ELNTE 1
26 c.4915C>T  p.Argl639Cys  R1639C ~ CMO096162  PREJUDICIAL  DOENCA PROF};AE\J’S'[-)'IV'AENTE 1

Notas: SIFT: Sorting Intolerant from Tolerant; SPN & GO: Single Nucleotide Polymorphism & Gene Ontology; Polyphen2: Polymorphism Phenotyping

version 2.
1 Disponivel em: < http://sift.bii.a-star.edu.sg/> Acesso em 24/11/2014.

2 Disponivel em: < http://snps.biofold.org/snps-and-go/snps-and-go.html> Acesso em 24/11/2014.

3 Disponivel em: < http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/> Acesso em 24/11/2014.


http://sift.bii.a-star.edu.sg/
http://snps.biofold.org/snps-and-go/snps-and-go.html
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Tabela 7 - Fenotipo epiléptico e mutagdes provavelmente deletérias dos sujeitos do estudo “Epilepsias
idiopaticas com crises precipitadas por febre: caracterizagdo clinica, eletroencefalografica e molecular
de diferentes fenotipos”

Sujeitos Fendtipo epiléptico Mutacédo
provavelmente
Deletéria em SCN1A

Epilepsia focal de causa desconhecida

Sindrome de Dravet limitrofe

Epilepsia focal de causa desconhecida

Sindrome de Dravet limitrofe

Crise Febril Plus

Epilepsia focal de causa desconhecida

Sindrome de Dravet limitrofe

Crise Febril Plus

Sindrome de Dravet limitrofe c.1178G>A
Epilepsia focal genética c.301C>T
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Crise Febril Plus €.4915C>T
Epilepsia com crises focais e generalizadas de causa desconhecida
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N

Figura 1 — Amostra de EEG do sujeito n° 9. Vigilia. Atividade elétrica cerebral de base simétrica e
desorganizada, auséncia de ritmo dominante posterior
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Figura 2 — Amostra de EEG do sujeito n° 9. Sonoléncia. Paroxismo epileptiforme de projecdo na
regido fronto-central direita

Figura 3 — Amostra de EEG do sujeito n°® 1. Vigilia. Atividade elétrica cerebral de base normal

Fpi-F3

P3.01
Fp2.F4

F4C4

Fp1F7

143847

1143848

143851 1143852




39

Figura 4 — Amostra de EEG do sujeito n°1. Sono. Paroxismos epileptiformes de projecéo na regido
parieto-temporal bilateral, ocorrendo de modo independente, com predominio a esquerda
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Figura 5 — Amostra de EEG do sujeito n° 2. Sono. Paroxismos de poliespicula-onda de projecao
generalizada
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Nesta série de casos, apesar do pequeno numero de participantes, foi observada uma boa
variabilidade clinica e eletroencefalogréafica. Ndo foram selecionados casos com a sindrome
de Dravet classica, pois buscou-se a identificacdo de mutacdo do gene SCN1A nos fendtipos
epilépticos de menor gravidade, incluindo aqueles considerados na literatura como formas
“limitrofes” da Sindrome de Dravet, nos quais também é comum a dificuldade de diagndstico.
(GUERRINI; OGUNI, 2011; MARINI et al., 2007; NICITA et al.,, 2010). Estudos
consideram “formas leves” da Sindrome de Dravet, os casos em que o quadro clinico € menos
grave ou incompleto, estando ausentes algumas das caracteristicas principais como crises
mioclonicas, atividade de espicula-onda generalizada no EEG ou declinio cognitivo
(DRAVET, 2005; GUERRINI; OGUNI, 2011).

Na determinacdo do fendtipo epiléptico, os casos com caracteristicas clinicas e
eletroencefalograficas que ndo condizem com sindromes epilépticas bem descritas e em que
ndo hd uma alteragdo estrutural cerebral ou metabdlica determinante de crises foram
classificados como epilepsias de causa desconhecida, de acordo com a mais recente
Classificacdo da ILAE (BERG et al., 2010).

Com relacéo as crises precipitadas por febre, nos participantes em que foi identificada
a mutacdo em SCN1A, estas ocorreram no primeiro ano de vida. Entretanto, esta precocidade
também foi observada em trés criancas do grupo sem a presenca de mutacdo. Todos 0s
participantes do estudo tém histdria de crises desencadeadas por febre baixa e, na maioria
deles, as crises ocorreram também com pequenas elevacdes de temperatura, em estados

subfebris.

No Japdo, € comum o relato de crises desencadeadas pelo banho nas criangas com
Sindrome de Dravet, devido o costume de tomar banho com imersdo em agua quente, o que
produz uma elevacdo da temperatura corporal (FUJIWARA et al., 1990). Em territdrio
brasileiro, na Bahia, estado de temperaturas climéticas elevadas, a associacdo com atividade
fisica pode produzir efeito semelhante. Este fator foi relatado como desencadeante de crises
em cinco individuos, sendo que dois destes apresentam mutacGes em SCN1A. Ndo houve

associacdo com o uso de topiramato.

Na literatura, a atividade fisica como fator desencadeante de crises é descrita em
pacientes que sdo sensiveis as elevacOes de temperatura corporal (OGUNI et al., 2001),
inclusive quando presente a mutagdo em SCN1A (GRANT; VAZQUEZ, 2005). Para 0s casos
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sem a mutacdo em SCN1A fica o questionamento de que outros genes podem estar implicados

no desencadeamento de crises com pequenas elevagdes de temperatura corporal.

Ohno e colaboradores (2011) observaram em experimentos com ratos que possuiam
mutacdo missense no gene SCN1A que a hiperexcitabilidade de neurénios do sistema limbico

pode estar implicada na patogénese das crises febris (OHNO et al., 2011).

Por ndo existir uma caracteristica tipica das crises febris nos pacientes com a mutacao
no gene SCN1A (GOLDBERG-STERN et al., 2014; NICITA et al., 2010; PASSAMONTI et
al., 2005), é dificil a distincdo no primeiro ano de vida dos casos que apresentardo apenas
crises febris daqueles que evoluirdo com outros tipos de epilepsia como crises febris plus,
Sindrome de Dravet ou epilepsia com mutacdo em outros genes, como a relacionada a
mutacdo PCDH19 (DEPIENNE et al., 2009).

Hattori e colaboradores identificaram caracteristicas que podem auxiliar na predicao da
Sindrome de Dravet, como o inicio das crises febris numa idade inferior a 7 meses, mais do
que 5 crises no primeiro ano de vida, e crises que duram mais de 10 min (HATTORI et al.,
2008). Nesses pacientes, o inicio mais tipico € de crises febris, hemicldnicas ou ténico-clonico
generalizadas que podem ser prolongadas em cerca de 25% dos casos (CARABALLO;
FEJERMAN, 2006; DRAVET, 2005). Mesmo 0s casos que iniciam com crises afebris

apresentarao crises febris posteriormente.

Crises febris prolongadas estiveram presentes em cinco individuos neste estudo, dois
deles apresentando a mutacdo em SCN1A. Crises febris e afebris prolongadas, inclusive
estado de mal epiléptico (EME), sdo caracteristicas que chamam a atencdo para a hipotese de
uma epilepsia relacionada a mutagdo em SCN1A. Na familia com Epilepsia Generalizada com
Crise Febril Plus (EGCF+) descrita por Abou-Khalil e colaboradores (2001), a maioria dos
membros afetados apresentou crises febris complexas, particularmente prolongadas e
recorrentes (ABOU-KHALIL et al., 2001). Porém, familias com varios membros afetados
pela mutacdo também apresentam casos com fendtipos sem crises prolongadas
(GOLDBERG-STERN et al., 2014; NICITA et al., 2010).

Dessa forma, a auséncia de crises prolongadas ndo deve descartar a investigacdo da
mutacdo em SCN1A. No participante de n° 9 foi detectada a mutacéo, apresentando o fenotipo

Dravet limitrofe, sem historia de crises febris prolongadas. Contudo, teve o inicio com idade
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precoce (seis meses) e apresentou mioclonias durante o episodio febril precedendo a crise
TCG, caracteristicas descritas em pacientes com Sindrome de Dravet (DRAVET, 2005).

A epilepsia da participante de n° 3 teve inicio com crises generalizadas febris e afebris,
prolongadas, inclusive EME, nos primeiros anos de vida. Atualmente o quadro clinico é de
uma epilepsia focal de causa desconhecida, controlada com o uso de Carbamazepina. Este
caso ilustra o quéo dificil pode ser o diagndstico, especialmente no inicio da manifestacdo das
crises, enquanto ainda ndo se estabeleceu o fendtipo clinico e epiléptico. Vale ressaltar, que
esta participante teve piora das crises com o uso de Valproato de Sédio.

Em experimentos avaliando a acdo de drogas antiepilépticas em crises induzidas por
hipertermia utilizando ratos com a mutacdo em SCN1A, Ohno e colaboradores observaram
que diazepam e valproato de sodio reduziram a incidéncia de crises relacionadas a
hipertermia, enquanto fenitoina e etossuximida ndo produziram essa reducdo (OHNO et al.,
2011). Valproato, Diazepam e Topiramato potencializam a neurotransmissdo GABAérgica.
Como foi visto em outro experimento com ratos, a mutacdo em SCN1A prejudica a funcéo dos
neurdnios inibitérios GABAérgicos (MASHIMO et al., 2010).

A Carbamazepina e a Lamotrigina atuam através do bloqueio dos canais de sédio
voltagem-dependentes. Ambas ndo possuem efeitos no sistema GABAérgico.

Lamotrigina tem uma tendéncia a agravar as crises nos pacientes com Sindrome de
Dravet e deve ser evitada (GUERRINI, 1998).

Diferentemente dessas drogas com acdo nos canais de sodio, o Stiripentol mostrou-se
atil no tratamento da Sindrome de Dravet. Esta droga atua através da inibicdo do sistema
enzimatico P450 no figado, elevando a concentracdo plasmatica e duracdo da acdo de outras
drogas, especialmente o Clobazam (TROJNAR et al., 2005), e também através de uma acgéo
moduladora no receptor GABAa (FISHER, 2009).

Os participantes em que foi identificada a mutacdo em SCN1A apresentaram um bom

controle de crises em uso de Valproato, Clobazam e Clonazepam.

As alteracOes presentes nos exames de neuroimagem dos participantes de n° 3 e 7
(hipersinal de substancia branca e atrofia hipocampal) s@o comuns a pacientes avaliados em
outros estudos (BRUNKLAUS et al., 2012; DRAVET, 2005; STRIANO et al., 2007).

N&o existe uma alteracdo especifica no EEG de pacientes com epilepsia relacionada a

mutacdo em SCN1A. Os achados encontrados apresentam uma variagdo individual. Mesmo



44

nos casos com diagnéstico de Sindrome de Dravet classica ndo ha descrito na literatura um
achado eletroencefalografico que seja tipico. Alguns poucos pacientes irdo apresentar
precocemente paroxismos epileptiformes generalizados e fotossensibilidade, o que pode

auxiliar na suspeicédo diagnostica.

Com relagdo a atividade eletrica cerebral de base, se for considerada a Sindrome de
Dravet que é 0 espectro mais grave, 0S registros podem estar sempre normais ou com um
pequeno alentecimento em até 50% dos casos, ou ainda podem evoluir com uma
desorganizacdo, geralmente a partir do 2° ano de vida (BUREAU; BERNARDINA, 2011).
Essa desorganizagdo na atividade de base pode inclusive ser flutuante, dependendo da
frequéncia de crises e do tratamento farmacoldgico instituido (BUREAU; BERNARDINA,
2011).

Em nossa série, tivemos casos em que a atividade elétrica cerebral de base apresentou-
se normal em todos os registros, mesmo com uma elevada frequéncia de crises, com destaque
para o participante de n° 10, que apresenta mutacdo em SCN1A e possui todos os registros de
EEG (quatro no total) sem anormalidades, apesar dos varios tipos de crises e elevada
frequéncia das mesmas, 0 que mostra que 0s casos podem inclusive apresentar dissociacdo

clinico-eletroencefalogréfica.

Na Sindrome de Dravet os achados interictais podem ser focais, multifocais ou
generalizados, e os achados variam muito, tanto no inicio quanto durante o curso da doenca,
ndo havendo diferencas no EEG de pacientes com ou sem a mutacdo em SCN1A (SPECCHIO
et al., 2012). Os paroxismos generalizados sdo constituidos de espiculas-onda ou
poliespiculas-onda, isoladas ou em breves surtos, difusas ou com predominio nas regides
fronto-centrais e que podem ser desencadeadas pelo fechamento ocular (BUREAU;
BERNARDINA, 2011). Como exemplo temos o EEG do participante n° 4.

Essa variabilidade nos achados eletroencefalograficos também ocorre nos casos de
EGCF+. A maioria dos casos, principalmente aqueles com o fenotipo crise febril plus,
apresentam EEG normal (ABOU-KHALIL et al., 2001). Entretanto, sdo relatados paroxismos
de espicula-onda generalizadas, inclusive com ativacdo por fotoestimulacdo (SCHEFFER,;
BERKOVIC, 1997) e alteragcdes focais, ocorrendo numa minoria dos casos dos diferentes
fenotipos que compdem a EGCF+ (SINGH et al., 1999).
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Em nossa amostra houve uma limitacdo na anélise do padréo evolutivo dos exames de
EEG pela pequena quantidade de exames disponiveis e, por vezes, um longo intervalo de

tempo entre os registros.

A fotossensibilidade ¢ um achado inconsistente em pacientes com Sindrome de Dravet.
A porcentagem de pacientes que apresentam essa alteragdo durante a evolucdo varia bastante
entre as séries. Caraballo e Fejerman (2006) encontraram essa alteracdo em 26% dos casos,
enquanto Specchio e colaboradores em 41% dos casos (CARABALLO; FEJERMAN, 2006;
SPECCHIO et al., 2012). Nas familias com EGCF+ foram descritos alguns casos em que foi
observada fotossensibilidade (SCHEFFER; BERKOVIC, 1997; ABOU-KHALIL et al.,
2001). Em nossa amostra nenhum paciente apresentou essa alteracao.

Os casos selecionados apresentaram caracteristicas clinicas bem variadas. Uma ataxia
discreta foi observada nos participantes de n° 4 e 7, que possuem um fenoétipo clinico grave;
no sujeito de n° 12, com feno6tipo moderado; e no sujeito de n°® 9, que possui uma mutacao
provavelmente deletéria e apresenta caracteristicas de Sindrome de Dravet limitrofe, porém
com grau de comprometimento leve se considerarmos o controle atual de crises e a auséncia

de deficiéncia intelectual.

O sujeito de n° 10, que também possui mutacdo em SCN1A, apresenta uma hipotonia
global leve e um grau de comprometimento moderado devido a ocorréncia de crises mensais.
Ja a participante de n° 11, também com mutacdo em SCN1A, ndo tem alteracGes motoras e
apresenta fen6tipo clinico com grau de comprometimento leve, sem crises atuais e sem déficit

intelectual.

Portanto, fica evidente a variabilidade clinica, tanto no comprometimento motor,
cognitivo e na gravidade da evolucgdo, independentemente da presenca de mutacGes em
SCN1A.

Na Tabela 4 é importante observar a presenca consideravel de alteracGes
comportamentais, mesmo nos sujeitos em que ndo ha déficit intelectual. Com relagdo ao
questionario CBCL, deve-se ressaltar o fato de que a avaliacao é feita pelos pais e o resultado

expressa a percep¢do que eles tém do filho.

Na interpretacdo dos resultados foram considerados comprometidos 0s escores
limitrofes e clinicos. Nos participantes de n° 5, 8, 10, 11 e 12, os achados devem ser

considerados de forma qualitativa, pois a avaliacdo s contempla criancas de 6 anos em
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diante. Isso significa que um comportamento pontuado como prejudicial pode, na realidade,

ser adequado para criangas mais jovens.

O participante de n° 1, com nove anos, tem na historia clinica relato de atraso na
alfabetizacdo, dificuldade de leitura e escrita, além de comportamento inadequado em sala de
aula. Foi constatado durante a avaliagdo intelectiva que o0 mesmo apresenta QI médio, o que
indica um transtorno de aprendizagem sem deficiéncia intelectual, com grande chance de
superacdo apos intervencdes adequadas. Os pais foram devidamente orientados e a crianga

estd em acompanhamento especializado.

O participante de n° 2, de sete anos, apresenta um grau de comprometimento moderado,
com uma deficiéncia intelectual leve e, apesar de ter boa compreensdo, ndo expressa
linguagem verbal. Tem um fenotipo de Sindrome de Dravet limitrofe, com varios tipos de
crise durante a evolucdo, inclusive crises febris mioclonicas, e atualmente apresenta crises
raras do tipo auséncia atipica no despertar. Essa crianca interage muito pouco com as pessoas
a sua volta, sendo melhor a interacdo com os pais. Nd0 mantem o interesse por muito tempo
numa mesma atividade, com excecao para 0s jogos eletronicos no celular. Chama a atencéo
gue o comportamento relatado pelos pais na escala CBCL foi normal, indicando a dificuldade
de percepcdo dos mesmos sobre o comportamento do filho, o que pode retardar uma
intervencdo adequada.

Na Tabela 6 consta o resultado da analise molecular do gene SCN1A nos sujeitos do

estudo. O gene SCNZ1A possui 26 exons codificantes.

Todas as alteracbes nucleotidicas identificadas em testes moleculares devem ser
analisadas por ferramentas para a predicdo do possivel impacto de uma substituicdo de

aminoacido na estrutura e funcdo de uma proteina humana.

Apos a analise foram constatadas mutagdes provavelmente deletérias do tipo troca de
sentido nos participantes de n° 9, 10 e 11, estando presentes, respectivamente, nos éxons 9, 2
e 26. Vale ressaltar que pela técnica molecular utilizada - o sequenciamento de DNA — séo
passiveis de identificagdo apenas mutacdes de sequéncia, sendo que alteracfes estruturais, tais
como pequenas delecdes e duplicaces do gene SCN1A, ndo podem ser identificadas e

requerem outra técnica.

Em nossa série, 0s casos positivos para mutacdo provavelmente deletéria em SCN1A

apresentam fenotipo de Sindrome de Dravet limitrofe, crise febril plus e epilepsia focal.
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Marini e colaboradores (2007) pesquisaram a presenca de mutacdo em SCN1A nos
pacientes com epilepsias idiopaticas com crises precipitadas por febre em uma amostra de 132
pacientes e encontraram alteracGes apenas nos casos com fendtipos de Sindrome de Dravet
classica ou limitrofe e fendtipo de EGCF+ (MARINI et al., 2007). Ja Harkin e colaboradores
(2007) encontraram alteracGes no gene SCN1A em outros fendtipos além daqueles descritos
por Marini e colaboradores (2007), como epilepsias criptogénicas focais e generalizadas
(HARKIN et al., 2007).

Ja esta bem definido na literatura que mutacdes do tipo troca de sentido no gene SCN1A
causam tanto fendtipos graves como Sindrome de Dravet quanto fendtipos mais brandos,
como crises febris plus (CLAES et al., 2009; MARINI et al., 2007).

A variabilidade fenotipica relacionada a mutacdo em SCN1A nos mostra a importancia
de se pesquisar essa alteracdo nos casos de epilepsia com crises precipitadas por febre, mesmo
nos casos sem histéria familiar de crises febris e epilepsia, ressaltando ainda, que
possivelmente outros genes podem estar relacionados aos casos sem alteragcdes em SCN1A.



7 CONCLUSAO
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Nesta série de casos de epilepsias idiopaticas com crises precipitadas por febre,
mutaces deletérias no gene SCN1A foram identificadas em trés sujeitos com fendtipos
distintos: participante de n° 9 com o fenétipo Sindrome de Dravet limitrofe; participante de n°
10 cujo fenotipo é de epilepsia idiopatica focal com sensibilidade a febre; e participante de n°
11 cujo fenotipo é de crise febril plus, dentro de uma familia com outros casos de crises

febris, caracterizando a sindrome genética familiar EGCF+.

As caracteristicas clinicas e eletroencefalogréaficas entre os sujeitos selecionados foram
variadas, com fendtipos apresentando graus de comprometimento leve, moderado ou grave a

depender do controle atual de crises e do comprometimento intelectual.

A frequéncia, duracdo e tipo de crises febris em cada participante ndo foram

determinantes para a gravidade da evolucdo.

Né&o foi possivel identificar nos tracados de EEG analisados uma alteracéo especifica ou
sugestiva de qualquer um dos fen6tipos das epilepsias idiopaticas com crises precipitadas por
febre. Os achados encontrados representam uma variagdo individual, de acordo com o que é

descrito na literatura.

N&o existiu correlacdo entre a presenca da mutacdo em SCN1A e uma pior evolucao
clinica, ficando evidente a variabilidade, tanto no comprometimento motor, cognitivo e na

frequéncia de crises.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EPILEPSIAS ID.IOPATICAS COM CRISES PRECIPITADAS POR FEBRE:
CARACTERIZACAO CLINICA, ELETROENCEFALOGRAFICA E MOLECULAR DE
DIFERENTES FENOTIPOS

Pesquisador: Angela Rodrigues Gifoni

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 35555514.3.0000.5662

Instituigao Proponente: Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 791.552
Data da Relatoria: 25/09/2014

Apresentacgao do Projeto:

Trata-se de um projeto que pretende identificar a mutagao do gene SCN1A dentro da grande variagao
fenotipica dos pacientes com epilepsia idiopatica e crises precipitadas por febre com a intengao de ampliar a
utilizacé@o do teste molecular, possibilitando assim que mais pacientes tenham os beneficios da definicao
diagnostica.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRINCIPAL:

Pesquisar a presenga de mutagdes no gene SCN1A em pacientes com diferentes fendtipos dentro do
espectro clinico das epilepsias idiopaticas com crises precipitadas por febre.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1. Descrever os aspectos clinicos e eletroencefalograficos de pacientes que apresentam sindromes
epilépticas com crises precipitadas por febre

Enderego: Miguel Calmon

Bairro: Vale do Canela CEP: 40.110-902
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-8951 E-mail: cep.ics@outlook.com
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2. Correlacionar a presenga da mutagao com a deterioragado cognitiva e motora e com a gravidade do
quadro epiléptico

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

O projeto encontra-se em conformidade com a RESOLUGAO N¢ 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Os esclarecimentos solicitados foi efetuados e os ajustes propostos para a conformidade com a
RESOLUGCAO N¢ 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012 foram atendidos.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

N&o ha pendéncia ou insuficiéncia.

Recomendacoes:

Este Comité sugere incluir nos critérios de exclusao a liberdade de desisténcia da crianga ou adolescente
que tenha assinado o termo de assentimento.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O projeto esta de acordo com os principios éticos estabelecidos pela CONEP e a RESOLUCAO N¢ 4686, DE
12 DE DEZEMBRO DE 2012.

Situagao do Parecer:

Aprovado
N ita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagao alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12 em
substituicdo a4 Res. CNS 196/96 - Item 1V.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d). O pesquisador deve desenvolver a pesquisa
conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da
descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item 111.3.2), aguardando seu parecer, exceto quando
perceber risco ou dano néo previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime
oferecido a um dos grupos da pesquisa (ltem V.3) que requeiram agao imediata. O CEP deve ser informado
de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4).
E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido
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(mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagao ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria ANVISA junto com seu posicionamento. Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem
ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e
suas justificativas. Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente em 14/03/2015 e
ao término do estudo. Diante do exposto, a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa, de acordo com as
atribuigdes definidas na Res. CNS 466/12, manifesta-se pela aprovagéao do projeto de pesquisa proposto.

SALVADOR, 15 de Setembro de 2014

X
i

Assinado por:
Roberto Paulo Correia de Araujo

(Coordenador)
Enderego: Miguel Calmon
Bairro: Vale do Canela CEP: 40.110-902
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-8951 E-mail: cep.ics@outlook.com
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Anexo B — Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa do projeto Biorrepositdrio — Estudos

de genetica molecular em doencas neuropsiquiatricas — Fase | (FI. 1)

FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP g{"?',*“"“n - i
(CAMPUS CAMPINAS)

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: BIORREPOSITORIO
¢ESTUDOS DE GENETICA MOLECULAR EM DOENGAS NEUROPSIQUIATRICAS ,
FASE ¢ I

Pesquisador: Iscia Teresinha Lopes Cendes

Area Temitica: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana nio contemplada acima.);

Versao: 2

CAAE: 12112913.3.0000.5404

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 257.020
Data da Relatoria: 12/04/2013

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projeto para implantagdo de biorepositério de doengas neuro-psiquiatricas e casos-controle.
O estudo prevé recrutamento e coleta de 700 pacientes e 300 individuos controle.

O presente projeto pretende estudar os aspectos moleculares das seguintes doencgasas: epilepsias,
malformacdes do desenvolvimento cortical, coreias, ataxias, paraparesias espagsticas, distonias, transtorno
afetivo bipolar, esquizofrenia, doenc¢as musculares, doenc;as mitocondriais, doenc;a de Parkinson,
acidente vascular cerebral e demeg¢ncias. O projeto esta¢ dividido em sub-projetos, com a descricsago
detalhada das estrate;gias que seraso utilizadas para cada uma dessas doencgas.

Sera; o utilizados diversas te¢cnicas de biologia molecular para identificac¢ a0 de mutac; o es conhecidas
ou novas, como PCR, sequenciamento convencional e de tereceira geracia;o e anaglises de
bioinformagtica. No Subprojeto 1 (Epilepsias e Malformac;oies do Desenvolvimento Cortical), serazo
avaliadas mutacio¢ies atraveis da implantacigao da tecnologia de sequgenciamento, baseada em
equipamento de terceira gerac¢aio € um novo sistema de detecciag o eletrognico, sistemalon Torrent® .
No subprojeto 2 sera;, realizada a captura e o sequenciamento do exoma em amostras de DNA de

Enderego: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887

UF: SP Municipio: CAMPINAS

Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br



62

Anexo B — Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa do projeto Biorrepositdrio — Estudos

de genetica molecular em doencas neuropsiquiatricas — Fase | (FI. 2)

FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP g{"?',*“"“n - i
(CAMPUS CAMPINAS)

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: BIORREPOSITORIO
¢ESTUDOS DE GENETICA MOLECULAR EM DOENGAS NEUROPSIQUIATRICAS ,
FASE ¢ I

Pesquisador: Iscia Teresinha Lopes Cendes

Area Temitica: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana nio contemplada acima.);

Versao: 2

CAAE: 12112913.3.0000.5404

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 257.020
Data da Relatoria: 12/04/2013

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projeto para implantagdo de biorepositério de doengas neuro-psiquiatricas e casos-controle.
O estudo prevé recrutamento e coleta de 700 pacientes e 300 individuos controle.

O presente projeto pretende estudar os aspectos moleculares das seguintes doencgasas: epilepsias,
malformacdes do desenvolvimento cortical, coreias, ataxias, paraparesias espagsticas, distonias, transtorno
afetivo bipolar, esquizofrenia, doenc¢as musculares, doenc;as mitocondriais, doenc;a de Parkinson,
acidente vascular cerebral e demeg¢ncias. O projeto esta¢ dividido em sub-projetos, com a descricsago
detalhada das estrate;gias que seraso utilizadas para cada uma dessas doencgas.

Sera; o utilizados diversas te¢cnicas de biologia molecular para identificac¢ a0 de mutac; o es conhecidas
ou novas, como PCR, sequenciamento convencional e de tereceira geracia;o e anaglises de
bioinformagtica. No Subprojeto 1 (Epilepsias e Malformac;oies do Desenvolvimento Cortical), serazo
avaliadas mutacio¢ies atraveis da implantacigao da tecnologia de sequgenciamento, baseada em
equipamento de terceira gerac¢aio € um novo sistema de detecciag o eletrognico, sistemalon Torrent® .
No subprojeto 2 sera;, realizada a captura e o sequenciamento do exoma em amostras de DNA de

Enderego: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887

UF: SP Municipio: CAMPINAS

Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Anexo B — Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa do projeto Biorrepositdrio — Estudos

de genética molecular em doengas neuropsiquiatricas — Fase | (FI. 3)

FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP
(CAMPUS CAMPINAS)

indivi¢,duos afetados por formas familiares de epilepsia mioclognica juvenil (EMJ), epilepsia do lobo temporal
(ELT) e benigna rolaindica epilepsia (BRE) e Malformac;o¢;es do desenvolvimento cortical (MCD) nas
quais as mutac¢oées ja; descritas nago foram identificadas. Nessa investigacsag o serag o utilizados kits de
captura e enriquecimento lllumina TruSeq®, ale;m do sequenciamento 11 usando a lllumina Hi-seq 2.000.
Apo;s o sequenciamento, sera;, realizada anaglise de bioinformagtica nos dados obtidos a fim de identificar
variantes potenciaimente patogegnicas.

Os pacientes sera¢o recrutados nos ambulato;rios do HC-UNICAMP (Neurogenegtica, Epilepsia, Epilepsia
de difi¢cil controle, Epilepsia infantil, Distuirbio do Movimento, Doencias Neuromusculares, Distonias
Toxina Botuli¢nica, Deme¢ncias, Neurovascular ou Psiquiatria). Sera; o coletados de 20-30 ml de sangue

perife;rico para o estudo, ale,m do exame clignico e anamnese. Serajo coletados dados do prontuagrio
megdico.

Objetivo da Pesquisa:

Identificar as mutagcdes responsaveis pelos respectivos fendétipos, em um grupo de doencas
neuropsiquiatricas, incluindo: epilepsias, malformagdes do desenvolvimento cortical, coreias, ataxias,
paraparesias espasticas, distonias, transtorno afetivo bipolar, esquizofrenia, doengas musculares, doengas
mitocondriais, acidente vascular cerebral, doenga de Parkinson e deméncias.

Avaliagcao dos Riscos e Beneficios:

Os procedimentos a serem realizados sdo de pequeno risco para o individuo, sendo o principal deles a
coleta de sangue por pungao venosa.

Como beneficios, em alguns casos sera possivel a identificagdo das mutagdes associadas as doencas dos
pacientes incluidos no estudo, o que implica na possibilidade de algoritmos mais eficientes de diagndstico e
tratamento. Os autores alertam que, muitas ,a da mutagéo nao resulta uma mudangaa no tratamento, o que
é compreensivel quando se trata de estudos genéticos.

Informagdes geradas durante o projeto € que possam ter implicagdes na confirmagéo diagndstica de
individuos sintomaticos serao comunicadas aos profissionais responsaveis pelo acompanhamento destes
pacientes, nas sessdes de orientagdo e aconselhamento genético dos ambulatérios de Neurogenética, cuja
pesquisadora principal € a responsavel.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto esta bem escrito e detalhado, assim como os procedimentos que serdo aplicados aos voluntarios
sadios e portadores de doenga. apresenta relevancia cientifica e social, a médio e longo prazos. O estudo
sera patrocinado pelo préprio pesquisador. Foram acrescentadas ao projeto principal as informagdes sobre
o local onde serao recrutados e onde seréo coletados os exames do grupo controle.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:
O TCLE esta bem redigido, é de facil entendimento para o voluntario e prevé armazenamento de

Endereg¢o: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887

UF: SP Municipio: CAMPINAS

Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Anexo B — Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa do projeto Biorrepositdrio — Estudos

de genética molecular em doengas neuropsiquiatricas — Fase | (FI. 4)

FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP
(CAMPUS CAMPINAS)

material biolégico. Estao presentes todos os termos de apresentacado obrigatéria previstos pela Resolugéo
196/96 e complementares, assim como o “Regulamento do Biorepositério de Doengas Neuropsiquiatricas!”.

Recomendacgoes:

Nada a declarar.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

Foram acrescentadas ao projeto principal as informagdes sobre o recrutamento dos voluntarios do grupo
controle, com priorizagao inicial para membros da familia de pacientes, porém nao portadores das doencgas.
As amostras serdo coletadas nos ambulatérios de Genética e Neurologia HC-Unicamp e Hemocentro-
UNICAMP.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcao da CONEP:

Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Aprovado em reuniao do colegiado, em 23 de Abril de 2013.

CAMPINAS, 26 de Abril de 2013

Assinador por:
Fatima Aparecida Bottcher Luiz
(Coordenador)

Endereco: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887

UF: SP Municipio: CAMPINAS

Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Anexo C - Termo de consentimento livre e esclarecido do projeto Estudos de Genética Molecular
em Doencas Neuropsiquiatricas — Fase | (FI. 1)

%“é' Universidade Estadual de Campinas

UNICAMP Departamento de Genética Médica

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISA

Titulo do projeto: Estudos de genética molecular em doengas neuropsiquidtricas — Fase [

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes (tel: 19 3521 8907)

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa envolvendo
pacientes e familias de individuos com

) Epilepsias

) Malformagdes corticais

) Coreias

) Ataxias

) Paraparesias

) Distonias

) Transtorno afetivo bipolar
) Esquizofrenia

) Doengas musculares

) Doengas mitocondriais

) Parkinson

) Acidente Vascular Cerebral
) Deméncias

) Grupo Controle

O objetivo do estudo ¢ identificar a alterago genética que causa a doenga. Isso poderd melhorar o
diagnéstico da doenga (se a alteragdo for encontrada) e podera levar a um melhor tratamento no
futuro. No entanto, sei que muito provavelmente o meu tratamento nao serd modificado com a
participagdo nesse estudo.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes
fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiais. Eu serei submetido a um
exame fisico neuroldgico e ou psiquidtrico para estabelecer meu estado clinico. Além disso,
poderei ser submetido a um eletroencefalograma (EEG), ou a uma eletromiografia (EMG) e
talvez uma tomografia computadorizada ou uma ressonancia magnética de cranio. Uma amostra
de sangue venoso serd colhida (20 a 30 ml, o equivalente a duas colheres de sopa). Hospitalizagdo
ndo ser necessaria. Os procedimentos mencionados acima, com excegdo da coleta da amostra de
sangue, fazem parte dos cuidados médicos de rotina para um paciente com doenga
neuropsiquidtrica.

Rubrica do pesquisador Rubrica do sujeito de pesquisa ou seu representante

Faculdade de Ciéncias Médicas - Cidade Universitaria ‘Zeferino Vaz" - Distrito de Bar&o Geraldo -
Campinas - SP - Brasil - CEP 13081-970 - C. P. 6111 - Fone (019) 3521-8907 - FAX: (019) 3521-8909



Anexo C - Termo de consentimento livre e esclarecido do projeto Estudos de Genética
Molecular em Doengas Neuropsiquiatricas — Fase | (FI. 2)

/)

X

V.)" Universidade Estadual de Campinas
UNICAMP Departamento de Genética Médica

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 20 a 30 ml de sangue venoso sera efetuada. Os riscos associados a esse
procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta
do sangue. O desconforto sera minimo, pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia
do brago que sera realizada por profissional treinado e habilitado para realizar esse procedimento.

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a minha participagdo nesse
estudo e que o meu diagnéstico e 0 meu tratamento provavelmente ndo serdo modificados.
Contudo, os resultados desse estudo podem, a longo prazo, oferecer vantagens para os individuos
com doengas neuropsiquiatricas e suas familias, possibilitando um melhor diagnéstico e
tratamento mais adequado. E importante notar que o diagnéstico pré-sintomético néo faz parte
dessa pesquisa, mas se eu desejar obter orientagdo genética, ela sera oferecido no ambulatério de
neurogenética do Hospital de Clinicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),
tel. (19) 35217754.

SIGILO:

Eu entendo que toda informagdo médica, mas néo os resultados dos testes genéticos
decorrentes desse projeto de pesquisa, fardo parte do meu prontuario médico e serdo submetidos
aos regulamentos do HC- UNICAMP referentes ao sigilo da informagio médica. Se os resultados

ou informagdes fornecidas resultarem em publicagdo cientifica, nenhum nome sera utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informagdes adicionais relativas ao estudo a qualquer
momento. A Dra. Iscia Lopes Cendes, tel (19) 35217754 estara disponivel para responder minhas
questdes e preocupagdes. Em caso de recurso, dividas ou reclamagdes posso contatar a secretaria
do Comité de Etica em Pesquisa, tel. (19) 3521-8936.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participagdo é voluntaria e que eu posso me recusar a participar
ou retirar meu consentimento e interromper a minha participag@o 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 participagéo nesse estudo a qualquer momento que
julgar apropriado.

Rubrica do pesquisador Rubrica do sujeito de pesquisa ou seu representante

Faculdade de Ciéncias Médicas - Cidade Universitaria “Zeferino Vaz" - Distrito de Baréo Geraldo -
Campinas - SP - Brasil - CEP 13081-970 - C. P. 6111 - Fone (019) 3521-8907 - FAX: (019) 3521-8909



Anexo C - Termo de consentimento livre e esclarecido do projeto Estudos de Genética

Molecular em Doengas Neuropsiquiatricas — Fase | (FI. 3)

R,

"

v‘)g' Universidade Estadual de Campinas
UNICAMP Departamento de Genética Médica

Eu confirmo que o(a) Dr(a).
me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido, os riscos, os
desconforto e as possiveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e compreendi (ou
me foi explicado) esse termo de consentimento e estou de pleno acordo em participar desse
estudo. Além disso, informo que:

L Autorizo o armazenamento do material biolégico e dispenso a necessidade de novo

consentimento em caso de seu uso em outras pesquisas.

Autorizo o armazenamento do material biolégico e desejo ser consultado para consentimento

em caso de seu uso em outras pesquisas.

0 NAO autorizo o armazenamento do material biolégico, devendo o mesmo ser descartado apos
0 encerramento de minha participagdo nessa pesquisa.

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsavel data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a
o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos e vantagens que poderdo
advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma
copia desse termo de consentimento ao participante ou responsavel. Caso uma nova pesquisa seja
realizada utilizando o material biolégico coletado e armazenado por ocasido dessa pesquisa,
comprometo-me a submeter e aguardar o parecer do sistema CEP/CONEP para sua utilizagdo.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data

Faculdade de Ciéncias Médicas - Cidade Universitaria “Zeferino Vaz® - Distrito de Barao Geraldo -
Campinas - SP - Brasil - CEP 13081-970- C. P. 6111 - Fone (019) 3521-8907 - FAX: (019) 3521-8909



Anexo D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (FI. 1)

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PROCESSOS >
INTERATIVOS DOS ORGAOS E SISTEMAS msccgl‘mu

Av. Reitor Miguel Calmon s/n — Vale do Canela. (71) 32838959/ 8891
E-mail: ppgorgsistem@ufba.br

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Estudo: EPILEPSIAS IDIOPATICAS COM CRISES PRECIPITADAS POR FEBRE:
CARACTERIZACAO CLINICA, ELETROENCEFALOGRAFICA E MOLECULAR DE DIFERENTES
FENOTIPOS

Pesquisadora Responsavel : Dra. Angela Rodrigues Gifoni

O (A) Senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa. Por favor, leia este
documento com bastante atengdo antes de assina-lo. Caso haja alguma palavra ou frase que o (a)
senhor (a) ndo consiga entender, converse com o pesquisador responsavel pelo estudo ou com um

membro da equipe desta pesquisa para esclarecé-los.

A proposta deste termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) é explicar tudo sobre o estudo
e solicitar a sua permissado para participar do mesmo.

QBEERVAQRO: Caso o paciente ndo tenha condicdes de ler e/ou compreender este TCLE, o mesmo

podera ser assinado e datado por um membro da familia ou responséavel legal pelo paciente.

Objeti io Estud

Pesquisar mutagdes que possam estar relacionadas a epilepsia. O objetivo secundario

é descrever as caracteristicas clinicas e dos exames de eletroencefalograma de pacientes que
apresentam sindromes epilépticas com crises precipitadas por febre.

Duracdo do Estudo

A duracdo total do estudo é de 5 meses.

A sua participagdo no estudo serd de aproximadamente 2 consultas, ndo sendo possivel dizer o
intervalo de tempo entre essas consultas, porém ndo ultrapassando o periodo de 5 meses.

Descricao do Estudo
Participar@o do estudo aproximadamente 15 individuos.

Este estudo sera realizado no Complexo Hospitalar Universitario Prof. Edgard Santos, em clinica
privada e no Instituto de Ciéncias da Saude. A entrevista e exame fisico serdo realizados no 3°
andar do ambulatério Magalhdes Neto. A coleta de sangue sera realizada no laboratério de
Imunologia, andar térreo do Instituto de Ciéncias da Saude.

O (a) Senhor (a) foi escolhido (a) a participar do estudo porque seu (a) filho (a) apresenta um tipo
de epilepsia em que o controle de crises é dificil e que teve inicio no primeiro ano de vida. Além
disso pode ter ocorrido um atraso no seu desenvolvimento apéds o inicio das convulsdes. Durante a
investigacdo da doencga de seu (a) filho (a) ndo foi possivel encontrar uma lesé@o cerebral ou
alguma outra alteragdo que explique suas crises.

O (a) Senhor (a) ndo podera participar do estudo se ja estiver confirmada a causa de epilepsia de
seu (a) filho (a), por exemplo, a ocorréncia de uma meningite que deixou uma lesd@o no cérebro.




Anexo D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Fl. 2)

UNIVERSIDADE FEDERAL DA DAILIA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAVA DE POS-GRADUACAD M PROCFSSOS
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Anexo D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Fl. 3)

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PROCESSOS —
INTERATIVOS DOS ORGAOS E SISTEMAS msa n
Av. Reitor Miguel Calmon s/n — Vale do Canela. (71) 32838959/ 8891
E-mail: ppgorgsistem@ufba.br

Procedimento do Estudo

Ap6s entender e concordar em participar, serdo realizados uma entrevista clinica e exame fisico.
Poderdo ser coletados alguns dados de seu prontudrio, como resultado de exames anteriores.

O sangue serad coletado da veia do antebrago, em torno de 20 a 30 ml, o que corresponde a
aproximadamente 4 colheres de sopa cheias e seréd distribuido em 5 tubos de 4ml cada.

Os tubos com o sangue coletado serdo armazenados em geladeira em temperatura de 6 a 8°C e no
prazo maximo de 5 dias serdo enviados ao Laboratério de Genética Molecular na Universidade de
Campinas (UNICAMP - S&o Paulo). Esse material serd incluido no estudo” Biorrepositério — Estudos
de genética molecular em doengas neuropsiquiatricas - fase I” conforme sua prévia autorizagdo. A
pesquisa laboratorial utilizando as amostras de sangue ocorrera de acordo com o que foi
estabelecido no TCLE do projeto Biorrepositério — Estudos de genética molecular em doengas
neuropsiquiatricas - fase I1”.

O resultado do teste genético serd entregue pela pesquisadora principal quando estiver disponivel,
mas ndo é possivel precisar o intervalo de tempo entre a coleta e o resultado.

Ri p iais, Efeitos Col iser ¢

Os riscos associados com a coleta de sangue incluem dor, hematoma, (manchas roxas), ou outro
desconforto no local da coleta. Raramente pode ocorrer desmaio durante o procedimento ou
infeccdo no local da pungdo. O desconforto serd minimo pois trata-se de uma coleta de sangue
geralmente da veia do braco que sera realizada por profissional treinado e devidamente habilitado
para realizar esse procedimento.

B fici & tici
N&o ha beneficio direto para o participante desse estudo. Trata-se de estudo de série de casos em
que pretende-se caracterizar esse grupo de pacientes e ressaltar a dificuldade de diagndstico em

muitos casos.

Somente no final do estudo poderemos concluir a presencga de algum beneficio. Porém, os
resultados obtidos com este estudo poderdo ajudar a longo prazo individuos com epilepsia e suas
familias, possibilitando um diagndstico mais rapido e consequentemente um tratamento mais
adequado.

Compensacdo
Vocé ndo receberd nenhuma compensacdo para participar desta pesquisa e também n&o terd
nenhuma despesa adicional.

Participacdo Voluntaria/Desisténcia do Estudo
Sua participagdo neste estudo € totalmente voluntéria, ou seja, vocé somente participa se quiser.

A ndo participagdo no estudo nao implicarda em nenhuma alteracdo no seu acompanhamento

70



Anexo D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (FI. 4)

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PROCESSOS

E-mail: ppgorgsistem@ufba.br

Decl 50 de C ti

Concordo em participar do estudo intitulado

Li e entendi o documento de consentimento e o objetivo do estudo, bem como seus possiveis
beneficios e riscos. Tive oportunidade de perguntar sobre o estudo e todas as mminhas duvidas

foram esclarecidas. Entendo que estou livre para decidir ndo participar desta pesquisa. Entendo
que ao assinar este documento, ndo estou abdicando de nenhum de meus direitos legais.

Eu autorizo a utilizacdo dos meus registros médicos (prontudrios médico) pelo pesquisador,
autoridades regulatérias e pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da instituicdo.

Nome do Sujeito de Pesquisa Letra de Forma ou a Maquina Data

Assinatura do Sujeito de Pesquisa

Nome do Representante Legal do Sujeito de Pesquisa Letra de Data
Forma ou & Maquina (quando aplicavel)

Assinatura do Representante Legal do Sujeito de Pesquisa
(quando aplicavel)

Nome da pessoa obtendo o Consentimento Data

Assinatura da Pessoa Obtendo o Consentimento

Nome do Pesquisador Principal Data

Assinatura e Carimbo do Pesquisador Principal

1

INTERATIVOS DOS ORGAOS E SISTEMAS INSTITUTO DE GIENCIAS
Av. Reitor Miguel Calmon s/n — Vale do Canela. (71) 32838959/ 8891
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