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Resumo

Introducéo: Alteracdes de nivel de consciéncia podem estar presentes
nas hepatopatias, desde sintomas minimos até quadros de encefalopatia hepética
propriamente dita. Sabe-se da relevancia e dificuldade para o diagnostico precoce
desse comprometimento. Eletroencefalograma € avaliagdo neurofisiolégica mais
utilizada nos casos de encefalopatia hepatica, porém nao se espera alteracfes em
pacientes sem manifestacdes clinicas evidentes. Reflexo trigéminofacial ou blink
reflex € outro método neurofisiolégico, quantitativo e acessivel, que pode avaliar
neurénios do tronco encefalico e suas vias. Foram evidenciadas alteracdes nesse
exame em disfuncdes do sistema nervoso central secundéarias a outras etiologias
metabdlicas, porém ndo encontrados estudos nas encefalopatias hepéticas. Exames
de imagem como ressonancia magnética estrutural quantitativa e funcional estao
sendo estudados nesses pacientes, podendo estar alterados mesmo nos quadros de
encefalopatia hepéatica minima, porém sdo menos disponiveis. Objetivos: Estudar e
buscar correlacionar achados do reflexo trigéminofacial com ressonancia magnética
estrutural quantitativa e funcional em pacientes com cirrose hepatica sem
encefalopatia clinicamente expressa. Métodos: Avaliados pacientes com cirrose
hepatica sem diagnéstico clinico de encefalopatia atual, provenientes dos
Ambulatérios de Hepatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu. Submetidos inicialmente a exames de eletroneurografia e blink reflex. Em
segundo momento, repetido reflexo trigéminofacial, além de realizados exames de
ressonancias magnéticas estrutural quantitativa (morfometria baseada em voxel —
VBM) e funcional (analise das redes neurais de repouso) e eletroencefalograma no
mesmo dia. Feitas comparacdes entre pacientes e controles quanto aos parametros
de neuroimagem e, apds, pesquisadas correlacdes entre os resultados do blink
reflex e da neuroimagem no grupo de pacientes. Analise estatistica feita por meio de
modelo linear geral, com p < 0.05 corrigido para mudultiplas comparacdes.
Resultados: Foram estudados 21 pacientes, tendo a maioria cirrose hepéatica por
infeccdo pelo virus da hepatite C e classificagdo Child Pugh A. Grupo controle de 21
pacientes também. Eletroneurografia ndo evidenciou alteracbes que pudessem
enviesar a interpretacdo do blink reflex. Laténcias dos reflexos trigéminofaciais

estavam alteradas em 28% dos exames dos pacientes, sobretudo quanto as



respostas R2. Verificada redugdo do volume enceféalico em diversas regides de
substancia cinzenta e branca nos pacientes, além de alteragBes nas redes neurais
de repouso (sobretudo reducdo da conectividade cerebral quando avaliadas redes
de modo padrao e de saliéncia). Houve ainda correlacéo inversa entre resultados do
blink reflex e ressonancia magnética, sendo que quanto maiores as laténcias, menor
a quantidade de tecido cerebral e funcionamento das redes neurais no grupo de
pacientes. Eletroencefalograma realizado no mesmo dia ndo mostrou alteracdes. A
variabilidade dos valores de blink reflex entre os dois momentos do exame foi
considerada baixa. Metade dos pacientes com reflexos trigéminofaciais alterados ja
haviam apresentado encefalopatia hepética previamente e um outro teve diagnéstico
clinico 3 meses apo6s. Concluséo: Reflexo trigéminofacial poderia ser considerado
método complementar no estudo de pacientes com cirrose hepatica, mesmo sem

sinais clinicos evidentes de encefalopatia hepatica.

Palavras-chave: neurofisiologia, neuroimagem, cirrose

hepatica, reflexo trigéminofacial, ressonancia magnética
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Abstract

Introduction: Changes in level of consciousness may be present in liver
diseases, from minimal symptoms to overt hepatic encephalopathy. The relevance
and difficulty for early diagnosis of this impairment is known. Electroencephalogram
is the most used neurophysiological evaluation in cases of hepatic encephalopathy,
however, changes are not expected in patients without evident clinical
manifestations. Trigeminal facial reflex or blink reflex is another neurophysiological,
guantitative and accessible method that can assess brainstem neurons and their
pathways. Alterations in this exam were evidenced in central nervous system
dysfunctions secondary to other metabolic etiologies, however, no studies were
found in hepatic encephalopathy. Imaging tests such as quantitative structural and
functional magnetic resonance imaging are being studied in these patients and may
be altered even in minimal hepatic encephalopathy, but they are less available.
Objectives: To study and seek to correlate findings of the blink reflex with
quantitative structural and functional magnetic resonance imaging in patients with
hepatic cirrhosis without clinically expressed encephalopathy. Methods: Patients
with hepatic cirrhosis without a clinical diagnosis of current encephalopathy, from the
Hepatology Clinics of Botucatu Medical School Clinical Hospital, were evaluated.
They were initially submitted to electroneurography and blink reflex exams, and
secondly, to repeated trigeminal facial reflex, in addition to structural quantitative
(voxel-based morphometry — VBM) and functional magnetic resonance imaging
(resting neural network analysis) and electroencephalogram on the same day.
Comparisons were made between patients and controls regarding neuroimaging
parameters and afterwards correlations were investigated between the results of the
blink reflex and neuroimaging in the group of patients. Statistical analysis was
performed using a general linear model, with p < 0.05 corrected for multiple
comparisons. Results: Twenty-one patients were studied, the majority having
hepatic cirrhosis due to hepatitis C virus infection and Child Pugh A classification. A
control group of 21 patients was studied as well. Electroneurography did not show
alterations that could bias the interpretation of the blink reflex. Trigeminal facial reflex
latencies were altered in 28% of the patients’ exams, especially regarding the R2

responses. A reduction in brain volume was found in different regions of gray and



white matter in patients, in addition to alterations in resting neural networks
(especially a reduction in brain connectivity when evaluating default mode and
salience networks). There was also an inverse correlation between the results of the
blink reflex and neuroimaging, so the higher the latencies, the smaller the amount of
brain tissue and functioning of neural networks in the group of patients.
Electroencephalogram performed on the same day showed no changes. The
variability of the blink reflex values between the two moments of the exam was
considered low. Half of the patients with altered trigeminal facial reflexes had
previously presented hepatic encephalopathy and another had a clinical diagnosis 3
months later. Conclusion: Trigeminal facial reflex could be considered a
complementary method in the study of patients with liver cirrhosis, even without

evident clinical signs of hepatic encephalopathy.

Keywords: neurophysiology, neuroimaging, hepatic cirrhosis, blink reflex,

magnetic resonance
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| - Introducéao

I.1 — Cirrose e encefalopatia hepatica

O figado desempenha papel fundamental no metabolismo humano e as
doencas a ele relacionadas tém prevaléncia relativamente alta, com etiologias
diversas, como alcodlica, infecciosa, obstrutiva, medicamentosa, vascular, auto-
imune e metabdlica (Wiegand & Berg, 2013).

O comprometimento da funcdo hepatica habitualmente leva a diferentes
sinais e sintomas, como queda do estado geral, ictericia, ascite e comprometimento
neuroldgico (Sherlock & Dooley, 2004).

A cirrose hepatica (CH) pode acometer o cérebro de diversas maneiras,
com descricBes ha milhares de anos, como a dos babilénios (cerca de 2000 a.C.).
Hipocrates relatou paciente com hepatite que “dizia coisas que nao podiam ser
compreendidas” (Resende & Speciali, 1984).

Dentre as varias alteracdes neurolégicas que podem ocorrer tem-se a
encefalopatia hepatica (EH), porém diversas outras devem ser pontuadas, como a
degeneracao hepatocerebral adquirida, com distlrbios do movimento, sem disfungéo
cognitiva significativa, relacionada a deposicdo de manganés nos nucleos da base
(Romeiro et al., 2011). Faléncia hepatica aguda gera edema cerebral e consequente
hipertensédo intracraniana (Vaquero & Butterworth, 2007). Pode ainda ocorrer
comprometimento da medula espinal (Schwendimann & Minagar, 2017) e de nervos
periféricos decorrente da CH (Kharbanda et al., 2003).

EH corresponde a comprometimento encefalico difuso decorrente da CH.
E clinicamente caracterizada principaimente por alteracdes na  atencio,
concentracdo e memoria. Ocorre em 30-45% dos pacientes com cirrose, embora
casos com manifestacdes clinicas menos evidentes possam acometer mais da
metade deste grupo (Romeiro & Augusti, 2015). A gravidade da encefalopatia é
variavel, indo desde quadros “subclinicos” até sonoléncia, torpor e coma (Posner &
Plum, 2007). A evolucéo é flutuante e sua ocorréncia tem relacdo com maior indice
de mortalidade (Bustamante et al., 1999; Stewart et al., 2007).

E importante salientar a existéncia da chamada EH minima, na qual os

sintomas sdo menos evidentes em avaliages clinicas de rotina, porém ocorre
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prejuizo funcional em determinadas atividades, com relatos de aumento da
incidéncia de acidentes de transito nesse grupo de pacientes e comprometimento da
qualidade de vida, por exemplo (Bajaj et al., 2009). E descrita como frequente nos
pacientes com CH, podendo acometer 80% deles (Vilstrup et al., 2014). Tal
disfuncdo decorre sobretudo de alteracbes na velocidade de processamento de
informacgdes, atencdo, capacidade de execucdo de tarefas, habilidades motoras e
coordenacao (Zhan et al., 2019). Pode progredir para EH evidente (“clinicamente
expressa'") em mais de 50% dos pacientes durante um periodo de 30 meses (Gomez
& Restrepo, 2016; Nardone et al., 2016; Stawicka et al., 2016).

A fisiopatologia da EH envolve faléncia da funcdo hepética e drenagem
direta da circulacdo portal e venosa intestinal para a sistémica - shunts
portossistémicos (Wijdicks, 2016; Elwir & Rahimi, 2017). Diversos fatores sao
considerados precipitantes, como desequilibrio hidroeletrolitico, sangramento,
medicac0es, infeccdo, constipacao e dieta hiperproteica (Ferenci, 2017).

Niveis séricos de amobnia estao elevados em cerca de 90% dos pacientes
com EH porque o figado é responsavel pela conversdo de am6nia em uréia. Como a
barreira hematoencefalica apresenta permeabilidade aumentada a amonia, ocorrem
alteracdes nas membranas neurais, na inibicdo pds-sindptica e na neurotransmissao
glutamatérgica, pois amoénia também atua como cofator na conversédo de glutamato
a glutamina realizada no astrdcito, culminando em deplecéo de glutamato e acumulo
de glutamina (Sherlock & Dooley, 2004; Vaquero & Butterworth, 2006). Também
ocorrem alteragfes na neurotransmissao inibitoria gabaérgica (Frederick, 2011).

A substancia reticular ativadora ascendente (SRAA), predominantemente
localizada no tronco encefalico, regula a consciéncia e participa na fisiopatologia da
EH (Posner & Plum, 2007).

Microscopicamente, é possivel observar alteracbes da glia nesses
pacientes, caracterizadas pela proliferagcdo de células com nudcleos aumentados,
nucléolos proeminentes, marginacdo da cromatina e acumulo de glicogénio -
astrocitose do tipo 2 de Alzheimer (Norenberg, 1987). Pode ocorrer também perda

neuronal (Vaquero & Butterworth, 2007).

I.2- Estudos neurofisiologicos



I.2.a- Eletroencefalograma (EEG)

Frequéncias e amplitudes de ondas cerebrais estdo relacionadas ao nivel
de consciéncia, com alentecimento difuso no EEG das encefalopatias em geral
(Brenner, 1985). Tal comprometimento progride das regifes anteriores para
posteriores (Posner & Plum, 2007). Na EH, esperam-se certos padrdes, como a
presenca de ondas trifasicas (Brenner, 2005). Além de alteracdes ja conhecidas no
EEG de rotina, como o surto-supressdo, o EEG quantitativo mostrou-se util para
prognostico (Braga et al., 2013).

A utilizagdo do EEG como método diagnéstico de EH minima é, no
entanto, controversa. Estudos evidenciam diferentes sensibilidades para esse uso,
em geral insatisfatérias - de 8,5 a 50% de exames alterados em pacientes sem

manifestacdes clinicas evidentes (Weissenborn, 2015).

I.2.b- Potenciais evocados (PE)

Respostas a  estimulos  especificos, visuais, auditivos e
somatossensitivos, podem estar alteradas nas EH em geral, mesmo sem clinica
evidente (Chu et al., 1997; Bragagnolo et al., 2009).

Estudos neurofisiolégicos por EEG foram expandidos para inclusdo de
testes utilizando potenciais evocados. Os PEs sdo métodos ndo-invasivos que
permitem mensuracdes mesmo com EEG marcadamente alterado, sem grandes
influéncias de medicacbes sedativas (Guerit et al., 2009; Amodio & Montagnese,
2014).

Os potenciais evocados visuais na CH mostraram prolongamentos de
laténcias em casos subclinicos, inclusive com EEG normal, mas tais altera¢cdes nédo
foram constantes. Os potenciais evocados auditivos mostraram prolongamentos dos
intervalos 1-V e llI-V, mesmo sem alteragbes clinicas evidentes. Os potenciais
evocados somatossensoriais na CH mostraram prolongamentos de laténcias,
sobretudo na conducao central - apos P22 (Chiappa, 1997; Amodio & Montagnese,
2014).

[.2.c — Reflexo trigéminofacial (RTF)
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Trata-se do equivalente eletrofisiologico do reflexo corneo-palpebral.

Em 1952, Kugelberg realizou o primeiro estudo eletroneuromiogréafico do
RTF. Percutindo a glabela, observou 2 respostas, uma unilateral e outra bilateral
(Kugelberg, 1952; Rushworth, 1962).

Dez anos apoés, Rushworth foi o primeiro a obter o RTF por meio de
estimulo elétrico no nervo supraorbital (Rushworth, 1962). A técnica foi nomeada
Blink reflex. As respostas obtidas foram chamadas de R1 (precoce, ipsilateral), R2i
(tardia, ipsilateral) e R2c (tardia, contralateral).

A resposta R1 € emitida pelo nicleo sensitivo principal do nervo trigémeo,
na ponte. Consiste na via aferente do reflexo, oligossinaptica. Para obtencédo de R2,
estimulos sdo conduzidos ao trato espinal do nervo trigémeo, na regido ponto-
bulbar, e entdo aos nucleos dos nervos faciais, bilateralmente. Esta representa a via
eferente, multissinaptica (Aramideh & Visser, 2002) — figura 1. Clinicamente, tem-se
a contracdo de ambos os musculos orbiculares dos olhos (por isso também
chamado reflexo do piscamento).

Figura 1 - Anatomia do blink reflex e blink reflex normal. V1 corresponde a aferéncia pela
primeira divisdo do nervo trigémeo, que faz sinapse com o nlcleo sensitivo principal do

trigémeo (VM) e com o nlcleo do trato espinal do trigémeo (VS). A via eferente do reflexo é

D

mediada pelo nervo facial (VII). (Preston & Shapiro, 2013)

i Y )

Vil

Nas dultimas 5 décadas, foram publicados numerosos trabalhos
descrevendo o RTF em neuropatias periféricas adquiridas e hereditarias (Malin,

1981; Cruccu et al., 1998; Ishpekova et al., 2005), doencas vasculares (Kimura &



Lyon, 1972; Kaplan & Kaplan, 1980), esclerose multipla (Kimura, 1975), distarbios do
movimento (Cruccu et al., 1991), tumores, traumas, dentre outras patologias — figura
2. O RTF foi estudado em nosso Servico em diferentes condigdes metabdlicas,
como na insuficiéncia renal. Houve correlacdo entre as alteragbes observadas e 0
tempo de hemodialise (Resende et al., 2002).

Esse exame pode auxiliar na avaliacado funcional de estruturas do tronco
encefalico e suas conexdes, tendo apresentado alteracdes inclusive em outras

encefalopatias.

Figura 2 - Blink reflex em paciente com encefalite herpética. Conforme passar dos dias e

recuperacao do nivel de consciéncia, ocorre melhora do padréo do blink reflex (Kimura,

2013)
Stimulation on left Stimulation on right
| [ A
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[.3 - Ressonancia magneética (RM)

Nos casos de EH, imagens de rotina podem demonstrar edema cerebral,
porém sem alteracdes especificas. J& na degeneracdo hepatocerebral adquirida
encontra-se hiperssinal na sequéncia T1 em nucleos da base, atribuido a depdsito
de manganés, eventualmente com atrofia cortical (Romeiro et al., 2011).
Espectroscopia mostra pico de glutamina/glutamato, diminuicdo de mioinositol e

colina nos nucleos da base (Rovira et al., 2008).
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A RM quantitativa consiste na aplicacdo de algoritmos nas imagens com
objetivo de aumentar a sensibilidade na deteccao de anormalidades. Utilizando RM
quantitativa estrutural foi possivel demonstrar que pacientes com CH apresentam
reducdo da densidade de substancia cinza cerebral (Guevara et al., 2011). Este
comprometimento € mais acentuado nos casos que apresentam EH e persiste
mesmo apos transplante hepatico (Guevara et al., 2011). Alteragbes foram
evidenciadas sobretudo no lobo frontal, caudado, putamen e globo palido (Grover et
al., 2016).

Também pode ser feita avaliacdo funcional pela RM, buscando estudar a
chamada conectividade cerebral. Sua relevancia decorre do fato de que a integracao
entre areas do cérebro, ou seja, a conectividade entre elas, seja positiva ou
negativa, € fundamental para desempenho de varias fungdes. Isso € interpretado a
partir de sinais provenientes da mudanca de fluxo sanguineo de regides mais ou
menos ativas do cérebro. Utilizando o efeito BOLD (Blood oxygenation level
dependent effect) sdo gerados aumentos ou reduc¢des de sinais de acordo com as
concentracfes de oxi e desoxihemoglobina nessas regides (Covolan et al., 2004). As
redes sdo relacionadas na RM funcional a determinadas regifes de interesse, as
chamadas ROIs (Region of interest).

Figura 3 — Algumas redes estudadas na RM funcional. Em destaque estdo as
redes de modo padréo e saliéncia, que sdo exemplos de redes neurais de repouso e devem,

portanto, estar ativas nesse estado (CONN toolbox)

Default Mode

Network
Precuneus
Cortex

Network
Medial Prefrontal
Cortex



https://web.conn-toolbox.org/conn-in-pictures

O estudo das redes neurais de repouso por esse método ja foi capaz de
evidenciar alteragdes difusas corticais e subcorticais mesmo em pacientes com EH
minima, havendo inclusive correlacdo entre tais achados e outros parametros, como
testes neuropsicoldgicos e niveis de amoénia (Zhang et al., 2012; Chen et al., 2017;
Zhan et al., 2019). Foi demonstrada reducao da conectividade cerebral dentro das
redes neurais de repouso e entre elas e outras redes, como somatossensorial e de
linguagem, em pacientes com EH minima, o que auxilia na compreensdo de sua

fisiopatologia (Zhan et al., 2019).
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Il - Justificativa

O nivel de consciéncia pode estar comprometido nas hepatopatias, em
graus variados. EH minima pode n&o ter sinais clinicos evidentes porém envolve
riscos ao paciente, tanto por prejuizo na execucdo de determinadas tarefas quanto
por possibilidade de progresséao do quadro. O reflexo trigéminofacial (RTF) € método
guantitativo, acessivel, ndo-invasivo, que pode avaliar regides relacionadas a tal
comprometimento. Também se mostrou alterado em disfun¢des do sistema nervoso
central secundérias a outras etiologias metabdlicas.

N&o encontramos estudos de RTF nas hepatopatias. Neste trabalho a
correlacao do estado funcional do encéfalo avaliado pelo RTF com quadro clinico e
resultados de outros exames complementares poderd trazer importantes

contribuicdes para o melhor conhecimento e avaliacdo de pacientes com CH.



[ll- Hipbteses

Devido a capacidade do reflexo trigéminofacial avaliar a integridade
funcional do encéfalo, sobretudo do tronco encefalico, este método pode ser util para
estudo de comprometimento difuso do sistema nervoso central em pacientes com
CH. Os resultados obtidos por esta técnica podem estar correlacionados com outros

métodos funcionais e estruturais como o EEG e a RM.
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IV — Objetivos

Gerais:

Aplicar avaliacdo multimodal neurofisiolégica e de neuroimagem a
portadores de CH sem EH diagnosticada clinicamente, buscando caracterizar as
alteracbes e correlacionar os resultados do grupo de pacientes, fazendo

comparag&o com controles.

Especificos:

- Avaliar respostas do RTF;

- Descrever alteracdes do EEG;

- Realizar estudos de imagem por RM, incluindo quantificacdes do
volume cerebral e avaliacdo das redes neurais em repouso;

- Procurar correlacéo entre os achados da avaliagdo multimodal.



V- Métodos

V.1 - Sujeitos

Apés aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana de nossa
Instituicdo (protocolo 197/2017 — anexo 2) e preenchimento do termo de
consentimento livre e esclarecido — anexo 3 -, foram selecionados pacientes com
diagnéstico de CH, de etiologias e gravidade variaveis, atendidos nos Ambulatérios
de Hepatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu -
UNESP (HC-FMB). Dados clinicos e de exames complementares foram coletados
de prontuéario e diretamente com 0s pacientes e acompanhantes. Em um primeiro
momento, foi realizada eletroneurografia (ENG) com RTF dos pacientes. Em
seguida, em um Unico dia, repetido RTF e realizados RM e EEG. Para correlacéo
foram utilizados os valores de RTF realizados no mesmo dia que RM e EEG.

Amostra foi baseada em estudos anteriores, como Resende et al., 2002 e
Zhang et al., 2012. Considerando também a realizacdo de exames de neuroimagem,
foi ainda determinada por conveniéncia e disponibilidade. Os controles eram
individuos saudaveis sem historico de doencas neurolégicas ou patologias

sistémicas e foram submetidos apenas a RM.

Critérios de Inclusao:
Pacientes com idades de 20 a 89 anos, de ambos 0S sexos, com

diagnostico de CH.

Critérios de Exclusao:

Pacientes com diagndsticos atuais de encefalopatia hepatica
(clinicamente evidente), encefalopatias por outras causas, estruturais ou
metabodlicas, de outras doencas neurologicas, uso de medicacbes sedativas,
diabetes mellitus, insuficiéncia renal, hipovitaminose B12, lesdo de nervo trigémeo,
facial, do tronco encefalico ou cirurgia craniofacial prévia. Nao foram convocados
pacientes com possiveis contraindicacdes a realizacdo dos exames segundo dados

de prontuario (presenca de marcapasso cardiaco, proteses metalicas).
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Também seriam excluidos pacientes com doencas do sistema nervoso

periférico no exame eletroneurografico que prejudicassem a interpretacao do RTF.

Figura 4 — Fluxograma da selecéo de pacientes

319 pacientes com CH

L 17 6bitos

A

302 pacientes

!

revisao consecutiva de

prontuéarios de 90 pacientes

27 pacientes ndo quiseram

39 excluidos

participar/ndo foi conseguido

contato

24 pacientes

'

ENG + RTF

3 ndo compareceram

21 pacientes RTF + EEG + RM

Eletroneurografia (ENG)

A ENG foi realizada de acordo com técnicas convencionais (Dumitru et
al., 2002; Kimura, 2013; Preston & Shapiro, 2013). A conducdo sensitiva nos
membros superiores foi estudada por técnicas antidromicas, com eletrodos
captadores de anel posicionados nas pregas interfalangeanas proximais (G1) e
distais (G2) dos dedos | (nervo radial), Ill (nervo mediano — figura 4) e V (nervo
ulnar). Estimulos supramaximos aplicados com catodo em posicéo distal, entre os
tercos médio e distal da face lateral do antebraco (nervo radial), sobre os tenddes
dos musculos flexor radial do carpo e palmar longo, no punho (nervo mediano), e
sob o tendao do flexor ulnar do carpo, na face medial do punho (nervo ulnar).



A conducdo nervosa motora nos membros superiores foi estudada nos
nervos medianos, com eletrodos captadores discos rigidos de platina de 7 mm de
diametro, aplicados sobre o ventre (G1) e tenddo (G2) do musculo abdutor curto do
polegar. Estimulos elétricos supramaximos aplicados na face anterior do punho,
regido dos tenddes dos musculos flexor radial do carpo e palmar longo, sobre a
prega cutanea distal (estimulo distal), e na fossa antecubital sobre o trajeto do nervo
mediano e artéria braquial, adjacentes ao tenddo do musculo biceps braquial
(estimulo proximal) — figura 5.

Para os membros inferiores, técnicas similares foram utilizadas para
obtencéo dos potenciais de acdo dos nervos fibulares superficiais, surais (conducao
sensitiva) e fibulares profundos (condugéo motora).

Nos estudos de conducdo nervosa, o terra ficou interposto entre catodo
do estimulador e G1. Foram utilizadas bases de tempo de 2 ou 5 ms/divisao,
sensibilidades de 20 pV/divisdo (conducédo sensitiva), 1 ou 2 mV/divisdo (conducao
motora) e filtros com banda passante de 20 a 3000 Hz.

Os eletrodos captadores dos estudos de conducdo sensitiva e motora
foram aplicados com gel condutor, apés limpeza da pele com pasta abrasiva. Todos
0s estimulos elétricos supraméaximos foram pulsos quadrados de corrente continua
de 0,2 ms de duragéo (amperagem variavel).

O objetivo principal do exame foi contribuir para selecédo de pacientes que
nao possuissem alteracdes no sistema nervoso periférico que pudessem enviesar a
interpretacdo do RTF no contexto do trabalho. Pacientes com polineuropatia
periférica ao exame, ainda que pudessem ser excluidos do estudo, tiveram ENG
com laudo em prontuario para documentacao da doenca e conduta adequada.

Para o0 proposito em estudo, ndo foi considerada necessaria

complementacdo com agulha.
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Figura 5 — Exemplo de conducao nervosa sensitiva do nervo mediano. Eletrodos captadores
de anel posicionados nas pregas interfalangeanas (G1 indicado por seta branca); catodo
distal do estimulador posicionado no punho (seta preta), com terra interposto

Figura 6 — Exemplo de condug&o nervosa motora do nervo mediano. Eletrodos de superficie
posicionados sobre ventre (G1 — seta branca) e tendédo (G2) do musculo abdutor curto do
polegar; catodo distal do estimulador posicionado no punho (seta preta), com terra
interposto

V.2- RTF

Os exames de RTF foram obtidos de acordo com técnicas convencionais
(Resende et al., 2002; Kimaid et al., 2002; Kimura, 2013; Preston & Shapiro, 2013).
Cada paciente foi mantido em decubito dorsal, em sala com iluminacéo reduzida e
temperatura acima de 25 °C, de olhos abertos. Eletrodos captadores discos rigidos
de platina de 7 mm de diametro foram posicionados da seguinte forma: 1° canal com

G1 (eletrodo ativo) 1 cm abaixo do epicanto lateral do olho esquerdo, sobre o



musculo orbicular dos olhos e G2 (eletrodo referéncia) 2 cm lateral ao epicanto
lateral do olho esquerdo. 2° canal com eletrodos simétricos em relagcdo ao primeiro,
no lado direito. Terra foi posicionado na testa - Figura 6. Foram utilizados base de
tempo de 10 ms/divisdo, sensibilidade de 200 pV/divisdo e filtros com banda
passante de 20 a 3000 Hz. Os eletrodos captadores foram aplicados com gel
condutor, apoés limpeza da pele com pasta abrasiva.

Todos os estimulos elétricos supramaximos foram pulsos quadrados de
corrente continua de 0,2 ms de duracao, intensidade de 20 mA, com catodo sobre a
incisura supraorbitaria (nervo supraorbital) e anodo cranial. Foram obtidas e
superpostas pelo menos 2 respostas de cada lado, sendo respeitados intervalos
entre os 2 estimulos para evitar habituacéo.

Todos os exames foram realizados em aparelho Nihon Kohden
Neuropack S1, modelo MEB 9400, do Setor de Neurofisiologia do HC - FMB, pelo
mesmo examinador.

Os parametros de normalidade utilizados foram baseados em literatura e
pratica clinica: laténcias R1 < 12,5 ms e R2 < 40 ms; amplitudes > 200 pV (Kimura,
2013).

Figura 7 — Exemplo de RTF. Eletrodos de superficie posicionados de modo simétrico sobre
musculos orbiculares dos olhos (G1 — setas brancas). Catodo distal do estimulador

posicionado sobre ramo supraorbital do trigémeo esquerdo (seta preta), com terra sobre a

testa

V.3- EEG
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Os exames foram realizados em aparelho Nihon Kohden de 32 canais do
Setor de Neurofisiologia do HC — FMB. Utilizados filtros de 0,5 a 35 Hz e montagem
de eletrodos segundo o Sistema Internacional 10-20. A duracdo estimada de cada
exame foi de 20 minutos, com métodos de ativagcdo como fotoestimulacdo e

hiperventilagao.

V.4-RM

O exame de RM foi realizado com equipamento da marca Siemens
Healthcare (Alemanha), modelo MAGNETOM® Verio 3T (Tesla), disponivel no Setor
de Radiologia do HC — FMB, utilizando bobina de cranio de 12 canais.

As principais sequéncias para o estudo foram adquiridas com o0s
seguintes parametros:

- Axial FLAIR (Fluid Attenuated Inversion Recovery) com 4 mm de
espessura; angulo de excitagdo 150°; TR, 9000 ms; TE, 80 ms; Tl, 2500 ms; matriz,
208x256 e FOV 220 mm;

- Gradiente Eco Volumétrica ponderada em T1 MPRAGE (Magnetization
Prepared Rapid Gradient Echo) com voxels isotrépicos de 1 mm, adquiridos no
plano sagital com 1 mm de espessura; angulo de excitagcdo 9°; TR (tempo de
repeticdo), 2300 ms; TE (tempo de excitacdo), 2,47 ms; Tl (tempo de inversdo),
1100 ms; matriz, 256x256 e FOV 256 mm;

- Funcional em repouso (BOLD) EPI (Echo Planar Imaging) com os olhos
abertos e fixos no teto do scanner; 36 cortes; 3 mm de espessura; resolucédo de 3x3
mm; FOV, 192 mm; matriz, 64x64 mm; TR, 3000 ms; TE, 30 ms; tempo de

aquisicdo, 6.08 min; numero total de volumes, 120; angulo de excitagéo, 90°.
Andlise estrutural da RM
Foi feita andlise estrutural qualitativa e quantitativa dos pacientes e

controles. A andlise qualitativa foi realizada de forma visual convencional utilizando

todas as imagens obtidas.



Para andlise quantitativa foi utilizada a morfometria baseada em voxel
(VBM, voxel-based morphometry). Esta técnica permite a comparacao voxel a voxel
de grupos de cérebros.

O VBM foi realizado utilizando o] programa  SPM12
(http://www.fil.ion.ucl.ac.uk) na plataforma MATLAB® R2012b. Este programa realiza
uma abordagem conhecida como segmentacdo unificada (Ashburner, 2007). As
substancias branca e cinzenta dos pacientes e controles foram automaticamente
segmentadas. Em seguida, utilizando o algoritmo Diffeomorphic Anatomical
Registration Through Exponentiated Lie Algebra (DARTEL), um template no espaco
padrdo do ICBM-152 (International Consortium for Brain Mapping — Montreal
Neurological Institute — MNI; Collins et al., 1995) foi criado com base em todos o0s
individuos incluidos no estudo. A etapa final consiste no registro das imagens
segmentadas de cada um dos pacientes com o template. As imagens foram também
moduladas com o objetivo de preservar a substancia cinzenta e minimizar as
distorcbes desta etapa de normalizacdo. Este processamento fornece a
qguantificacdo dos volumes e mapas destas duas particoes.

Finalmente, um filtro gaussiano de 8 mm FWHM (largura a meia altura,
Full Width at Half Maximum) foi aplicado em todas as imagens segmentadas,
permitindo a analise estatistica.

A figura a seguir resume as principais etapas para realizacédo do VBM.
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Figura 8 — Processamento de imagens de RM quantitativa. Etapas para realizacao da

morfometria baseada em voxel (VBM)

Normalizacéo: corrige variagcfes de dimensdes e posicao

Segmentacdo automatica da substancia cinzenta: define a anatomia

Suavizacdao: reduz variabilidade interindividual

SBOOOD

Anélise funcional da RM

Para andlise funcional em repouso foi utilizado o programa CONN
(“Functional Connectivity Toolbox”, Whitfield-Gabrieli & Nieto-Castanon, 2012)
associado ao SPM12 (www:.fil.ion.ucl.ac.uk), rodando sobre a plataforma Matlab
R2012b (MathWorks; Natick, Estados Unidos da América).

O pré-processamento das imagens funcionais consistiu em
realinhamento, corre¢cdo temporal e para artefatos de movimento, normalizagao
(ICBM) e suavizacao espacial com filtro de 4 mm (“Full Width at Half Maximum”). As
imagens funcionais de cada sujeito foram registradas com a sequéncia volumétrica
T1. Em seguida as imagens foram submetidas a algoritmo para reducdo de ruido
que aplica regressao linear e filtragem para remocdo de artefatos fisioldégicos e

outros efeitos artefatuais relacionados ao sinal BOLD.



Para cada sujeito, duas formas de andlise foram realizadas: uma de
regido de interesse para todos os voxels e outra de correlagcdo entre varias regides
de interesse.

A extracdo dos mapas de conectividade foi feita por meio de modelo
linear geral (GLM) para medidas ponderadas de regressao / correlacdo entre as

séries temporais e as areas de interesse.

V.5 - Andlise dos resultados / Estatistica

Os resultados da avaliacdo neurofisiolégica, com enfoque no RTF, foram
demonstrados para cada paciente. Laténcias obtidas por meio do RTF foram
utilizadas para correlagdo com os mapas de volume da substéncia branca e
cinzenta. Posteriormente, andlise semelhante foi realizada para a atividade das
redes neurais em repouso. Alteracbes de amplitudes do RTF também foram
descritas, porém foi optado pela correlacdo com laténcias por serem menos
susceptiveis a viés.

Os volumes da substancia branca e cinzenta de pacientes e controles
foram comparados voxel a voxel por meio do programa SPM12 utilizando método
Full Factorial. Areas de aumento ou reducdo da substancia branca e cinzenta foram
investigadas. Uma segunda forma de andlise foi feita procurando por correlacdes
entre 0s mapas de substancia branca e cinzenta dos pacientes e os resultados
obtidos para o RTF. Um valor de p < 0,05 corrigido para multiplas comparacdes
(Family-Wise Error) foi utilizado. Idade, sexo e volume intracraniano total foram
introduzidos nas analises como covariaveis nas comparacdes com controles.

A andlise da conectividade cerebral foi feita utilizando o GLM com nivel de
significancia de p < 0,05 corrigido para mdultiplas comparacdes (False Discovery
Rate). Idade, sexo e os pardmetros de realinhamento foram introduzidos como
covariaveis. Nesta analise de grupos, foi feita ainda a comparacao entre os mapas
de conectividade de pacientes e controles. A Ultima etapa consistiu na analise de

regressao correlacionando os mapas de conectividade com os achados do RTF.
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VI- Resultados

Foram avaliados 21 pacientes, tendo também 21 controles.

O grupo de pacientes era composto por 10 mulheres, tendo em média 58
+ 10 anos. Dentre os controles, havia 12 mulheres, com idade média de 43 + 9 anos.

Dentre as diversas etiologias de CH, a mais frequente foi infeccdo pelo
virus da hepatite C.

Como classificac@o clinica da CH foi utilizada a escala de Child Pugh,
com sistema de escore de 5 a 15, sendo 5 e 6 classe A, 7 a 9 classe B e 10 a 15
classe C, mais grave conforme maior o escore. A maioria dos pacientes era Child
Pugh A.

Tabela 1: Pacientes conforme etiologia e classificacdo da CH

Pacientes Etiologia Child Pugh

A virus C

virus C

criptogénica

alcool

mi O O @

alcool

> W > W > >

virus C + doenca hepatica

gordurosa nao-alcodlica

virus C

I @ T

alcool

virus C

virus C

virus B

cirrose biliar secundaria

virus C

virus C

virus C

autoimune

virus C

virus C

alcool

virus C

- - I I - I~ B - I - I s v v I - I L S I

C| H| »w| | O | O] Z2| Z| r| XN «

alcool




Segundo dados de prontuario, os pacientes identificados como A, D, K, L
e N ja haviam sido diagnosticados com algum grau de encefalopatia hepética antes
da realizacéo do estudo.

Os exames de eletroneurografia ndo mostraram alteragbes que a priori
prejudicassem a interpretacdo do RTF, ndo sendo excluido nenhum paciente por tal
motivo.

Resultados do RTF foram: estimulos a esquerda - R1 = 10,6 +- 1,4 ms,
R2i = 36,9 +- 7,4 ms e R2c = 36,2 +- 8,2 ms; estimulos a direita - R1 = 10,3 +- 1,2
ms, R2i = 33,5 +- 6 ms e R2c = 34,2 +- 6,8 ms. Foram considerados alterados em 6
de 21 pacientes (28%), sendo eles identificados pelas letras D, E, K, L, S e U.
Notada predominéancia de alteracdes nos parametros R2.

A variacao intra-examinador nos 2 tempos diferentes de andlise do RTF
foi: estimulos a esquerda - R1 = 2,9%; R2i = 4,2% e R2c = 3,1%; estimulos a direita
- R1 = 2%; R2i = 0%; R2c = 1,4%.

Foram observadas reducdes de amplitudes no RTF de 11 pacientes,
sobretudo quanto aos parametros R1 e R2 com estimulos contralaterais.

Seguem exemplos e tabela com valores de laténcias especificados:
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Figura 9 — Resultados do RTF de dois pacientes com CH. Em A, tem-se blink reflex dentro

dos limites de normalidade. J4 em B, blink reflex alterado.

Right Stim. ‘

R2i = R2 ipsilateral; R2c = R2 contralateral



Tabela 2: Resultados da analise do RTF (laténcias, em ms) de pacientes com CH (em cinza,

valores fora dos parametros de normalidade)

R1 Est R2i Est R2c Est R1 Est R2i Est R2c Est

esq (t1) | (t2) | esq (tl) (t2) esq (t1) | (t2) | dir (t1) | (t2) | dir (t1) (t2) | dir (t1) | (t2)
A 9,8 10 29 30,9 29 30,9 9,8 10,2 29,6 27,7 29,6 |27,7
B 9,9 10 36 35,1 36 30,9 10,8 | 10,3 35,5 29,9 353 28,9
c| 10,7 11,2 28,9 31,3 28,9 33,3 10 11,1 29 31,2 29,2 329
D 9,3 15 43,2 44,1 45,6 44,1 11,3 | 12,2 49,5 41 49,1 |46,5
El 11,1 11 39,5 37,4 40,7 41,7 10,5 11 33,3 36,1 33,3 |353
F| 11,4 10,9 35,3 29,8 35,3 28,1 11,2 111 34,1 30,6 34,1 |30,6
G 10 9,3 28,7 30,9 28,2 33,5 9,2 9,2 27,7 27,4 27,4 |27,6
H 9,3 9,3 32,9 34,5 28,2 30,1 8,2 9,4 28,7 35,1 29,5 |334
I 8,9 111 37,4 31,4 33,2 30,5 8 7.8 33,8 32,9 35,8 |33,6
J 9,8 10,5 29,9 36,8 29,8 36,8 9,2 9,7 26 30,6 339 (324
K 11 7,9 38,2 41,8 33,3 39,1 11,3 | 10,2 34,5 32,9 34,5 33,2
L 7,6 9,3 38,7 57,6 51,7 60,2 5,6 9,3 38,7 49,6 46 52,4
M| 10,8 11,5 32,7 31,8 32,7 31,8 11,4 | 119 29 30,6 29 30,6
N| 10,8 10,5 31,1 33,8 28,9 31,4 9,6 9 28,4 30,7 34,1 32
O| 10,8 11,3 32,7 33,8 33,1 36 11,5 | 10,7 30,1 29,7 31,1 29,7
P| 10,3 10,3 38,7 37,4 38,7 30,9 9,5 9,1 33,8 29,9 33,8 30,5
Q| 10,8 111 31,8 31,2 34,4 32,4 10,2 9,2 31,1 28,8 31,1 |29,6
R 11 11,5 35,9 34,3 36,2 38,8 11,9 11,9 34,2 34,4 33,7 |344
S| 107 8,6 44,9 54,2 44,9 54,2 10,8 | 125 47 47,9 47,6 49,3
T| 10,3 10,3 38,9 35,6 38,9 35,6 9,9 9,9 35,1 36,4 351 |364
U 11 11,7 38,4 41,2 29,2 30,2 115 | 10,2 34,5 31 34,5 31

t1 = RTF realizado junto com ENG

t2 = RTF realizado junto com RM e EEG

Est = estimulo; esq = esquerda; dir = direita
R2i = R2 ipsilateral; R2c = R2 contralateral

EEG foi normal para todos os pacientes.

Avaliacéo qualitativa das imagens de RM n&o demonstrou alteracdes

especificas.
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Na andlise do VBM, é&reas de atrofia foram detectadas em pacientes com
CH, somando 151907 mm? para substancia cinzenta e 32330 mms3 para substancia

branca (figura 9, tabela 3).

Figura 10 — Resultado da andlise quantitativa da RM realizada por meio da morfometria
baseada em voxel (VBM) comparando pacientes com CH e controles. As figuras
representam mapas estatisticos do resultado das comparagées sobrepostos em um modelo
de RM. A escala de cor representa o nivel de significancia.

Atrofia substancia cinzenta

0.05 0.01 0.001

Correlacdes negativas entre volumes cerebrais e laténcias de R2c direito
X substéancia branca (SB) (5844 mm?, giro medial orbital e fusiforme), R2c esquerdo
X substancia branca (SB) (4329 mm3, hipocampo e giro orbital medial) e R2i
esquerdo x substancia cinzenta (SC) (1702 mms3, Iébulo parietal superior) foram

observadas (figura 10, tabela 3).



Figura 11 — Resultado da analise quantitativa da RM realizada por meio da morfometria
baseada em voxel (VBM) correlacionando as substancias branca e cinzenta de pacientes
com CH com os resultados do RTF. As figuras representam mapas estatisticos do resultado
das correlacdes sobrepostos em um modelo de RM. A escala de cor representa o nivel de

significancia.
R2cD x SB

R2i = R2 ipsilateral; R2c = R2 contralateral
E = esquerdo; D = direito

SC = substancia cinzenta
SB = substancia branca
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Tabela 3: Resultados da morfometria baseada em voxels de 21 pacientes com CH e

correlacdo com valores do RTF (em cinza, achados mais significativos)

Tamanho
valor p valor T | x,y,z{mm} Anatomia
(mm3)
56103 <0.001 6.68 -3323-10 Orbital posterior
15699 <0.001 6.68 -5-67 36 Pré-cuineo
15220 <0.001 6.36 39-16 8 insula posterior
28546 <0.001 5.68 5-60 -45 Cerebelo
2876 <0.001 5.64 -58 -20 -6 Temporal superior
888 0.023 5.47 33-8222 Occipital médio
19171 <0.001 5.37 38 -42 -56 Cerebelo
Areas de Atrofia de Substancia
1685 0.003 5.16 -24 -51 56 | Lobulo parietal superior
Cinzenta
1347 0.007 4.95 213344 Frontal superior
1256 0.009 4.85 5-5-5 Talamo
1171 0.011 4.69 59-12 -15 Temporal médio
2567 <0.001 458 27 54 25 Frontal superior
1314 0.007 454 44 22 -4 Opérculo frontal
2084 0.001 4.53 -59 -46 24 Supramarginal
1980 0.002 4.43 56 14 19 Frontal inferior
Areas de Atrofia de Substancia 31097 <0.001 5.26 -1351 16 Frontal superior
Branca 1233 0.022 4.13 37-365 Temporal médio
R2i Est esq 1702 0.049 6.08 -27 -41 60 | Lébulo parietal superior
" R2c Est dir 3122 0.017 5.44 14 18 -13 Orbital médio
Areas de
Correlagéo .
R2c Est dir 2762 0.023 5.01 44 -26 -17 Fusiforme
Negativa
R2c Est esq 2178 0.038 4.72 36-33-8 Hipocampo
R2c Est esq 2451 0.029 4.45 1517 -12 Orbital medial

R2i = R2 ipsilateral; R2c = R2 contralateral

Est = estimulo; esq = esquerdo; dir = direito




Nas analises de resultados da RM funcional foram evidenciadas reducgdes
nas atividades das redes de saliéncia (21 clusters, p <0,001) e das redes de modo
padrao (9 clusters, p = 0,001) em pacientes. Analise ROI to ROI (ROl = Region of
interest) de 55 conexbdes entre 11 ROIs demonstrou conectividade intra-rede
reduzida na Salience (saliéncia) (F=6.41, p=0.011).

As laténcias prolongadas obtidas pelo RTF mostraram correlagdo com o
comprometimento de pequenas redes localizadas proximas aos principais nodos das
redes de saliéncia (cortex cingulado anterior) e de modo padréo (pré-cuneus).

Foram evidenciadas correlacdes inversas do R1 com estimulos a
esquerda voxel a voxel na saliéncia e do R2c com estimulos a direita no ROI to ROI,
sugerindo que quanto maiores as laténcias desses parametros do RTF, mais
comprometida a conectividade cerebral.

A rede de modo padrédo e a saliéncia sdo redes neurais de repouso,
porém pontua-se que a Ultima apresenta funcdes relacionadas a programacéo de

respostas a estimulos externos (Chand et al., 2017).
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Figura 12 — Andlise de conectividade funcional de regides de interesse (ROI) com todos os
voxels. Avaliagcdo das redes de repouso modo padrao (ROI no cortex cingulado posterior) e
saliéncia (ROI no cértex cingulado anterior) em pacientes com CH. Comparagdo com
controles e correlagcdo com RTF. Os resultados estdo sobrepostos em modelo de RM axial
(orientacao neuroldgica, direita a direita). O resultado da analise estatistica € demonstrado
de acordo com a escala de cores.
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Figura 13 — Conectoma demonstrando o resultado da analise de conectividade funcional em
repouso avaliando a correlacdo entre 164 regides de interesse (ROI) e R2c com estimulos a
direita em pacientes com CH. A analise foi realizada investigando 13366 conexdes e

detectou correlacdo inversa entre os parametros investigados.
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Figura 14 - Analise de conectividade funcional entre 32 regides de interesse (ROI)
relacionadas as principais redes de repouso, comparando pacientes com CH versus
controles. Os resultados demonstram 8 grupos de alteracdo de conectividade,
principalmente reducéo da conectividade inter-rede (azul).
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Cerca de 2 anos apo0s a realizacdo dos exames foi feita nova revisdo de
prontuarios, que evidenciou ocorréncia de encefalopatia hepética “clinicamente
expressa” em 2 dos pacientes estudados (identificados como N e S,

aproximadamente 6 e 3 meses ap0s 0s exames, respectivamente).



VII- Discussao

Paralelamente ao que é observado em outros quadros de encefalopatia
(vide figura 2), foi pesquisado o padrdo do RTF na CH, ja que a mesma esta
relacionada, em mais da metade dos casos, a quadros de comprometimento do
sistema nervoso central, ainda que subclinicos (Romeiro & Augusti, 2015).

EH minima pode acometer 80% dos individuos com CH e, apesar de
possuir sinais clinicos menos evidentes para auxilio diagndstico, acarreta prejuizos
funcionais significativos aos pacientes (Vilstrup et al., 2014). Dai a relevancia de
buscar métodos complementares diagndsticos para esse tipo de comprometimento.

EEG é método neurofisiolégico ja bem estabelecido para avaliacdo de EH
(Brenner, 2005), porém sua sensibilidade ndo é satisfatoria para casos de EH
minima (Weissenborn, 2015).

Potenciais evocados na CH mostraram alteracées, porém nem sempre de
facil reprodutibilidade, o que ja foi observado em nosso préprio Servigo (“dados nao
publicados”).

Embora ndo seja esperado encontrar alterac6es especificas de EH na RM
de encéfalo de rotina de pacientes com quadros leves, a avaliacdo quantitativa
destes exames ja foi capaz de evidenciar reducdo volumétrica do parénquima
cerebral, mesmo em casos subclinicos. Guevara et al.,, 2011 demonstrou reducéo
volumétrica tanto de substancia branca quanto cinzenta destes pacientes,
correlacionada com a gravidade do comprometimento hepatico e neurolégico
(inclusive com testes neuropsicologicos).

Também em estudo que avaliou pacientes antes e apds o transplante
hepatico foi verificado que aqueles com historico prévio de EH tinham menor volume
cerebral e pior desempenho neuropsicolégico mesmo apés o transplante (Garcia-
Martinez et al., 2011).

A avaliagdo funcional por RM também evidenciou alteragbes na
conectividade cerebral de pacientes com EH minima. Zhan et al., 2019 mostrou
reducdo significativa da conectividade positiva dentro da rede de modo padréo,
envolvendo predominantemente giro cingulado posterior bilateral, cortex pré-frontal
medial bilateral, hipocampo bilateral e giro parahipocampal, giro angular bilateral e

cortex temporal lateral esquerdo. Além disso, foi notada reducdo significativa de
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conectividade negativa entre regibes da rede de modo padrédo (como o0 giro
cingulado posterior bilateral, medial, cortex pré-frontal e giro angular) e regides
envolvidas nas redes somatossensorial (giros pré-centrais e pés-centrais bilaterais)
e de linguagem (opérculo Rolandico bilateral). Tal estudo pode corroborar a relagcéo
da EH com o funcionamento comprometido de redes cerebrais intrinsecas. Zhang et
al., 2017 relacionou alteragbes na conectividade cerebral inclusive a progressao da
EH.

EH clinicamente expressa previamente também poderia influenciar nos
padrdes de conectividade cerebral, conforme observado por Chen et al., 2013.

No presente estudo, avaliacdo do RTF de 21 pacientes com CH sem EH
na ocasido do exame mostrou alteracées em 6 casos (28%), observadas sobretudo
nos parametros R2 do exame. 3 destes pacientes ja haviam apresentado EH
clinicamente expressa previamente e um deles teve o diagndstico clinico 3 meses
apos a realizacdo da avaliacdo. Infere-se, a partir dai, precisdo razoavel do exame.
Interroga-se ainda a possibilidade de influéncia também dos quadros prévios de EH
sobre o resultado do RTF, além do fato de que alteracbes no exame possam ser
preditoras de evolucao para EH.

Os pacientes cujos exames foram considerados alterados possuiam as
seguintes etiologias para cirrose: alcool, virus B e cirrose biliar secundaria. Foi
pontuado se o &lcool poderia influenciar nos resultados, porém a exclusdo de
pacientes com hepatopatia secundaria ao etilismo poderia dificultar a aplicacdo
pratica do exame apds, tendo em vista tratar-se de etiologia frequentemente
responsavel por casos de cirrose hepatica.

Foi evidenciada atrofia cerebral na avaliagdo quantitativa por imagem,
mais especificamente 151907mm3 na substéncia cinzenta, em regides como giro
orbital posterior e cerebelo, e 32330mm3 na substancia branca, no giro frontal
superior por exemplo.

Demonstrado também comprometimento da conectividade cerebral na
avaliacao funcional por imagem, com redes neurais de repouso (modo padréo e
saliéncia) apresentando atividade reduzida.

Iversen et al.,, 2009 avaliou a taxa de metabolismo do oxigénio e fluxo
sanguineo cerebral usando tomografia por emissao de pdsitrons em pacientes com

cirrose hepatica, evidenciando reducédo significativa de ambos os parametros nos



casos com EH clinicamente expressa. Também foi vista correlacdo negativa de tais
alteracbes com a concentragcdo de amonia. Tais alteragbes possuem semelhancas
as encontradas na RM funcional dos pacientes com CH, considerando que esta
tltima € baseada em sinais provenientes da mudanca de fluxo sanguineo de regides
mais ou menos ativas do cérebro (efeito BOLD). Ocorre que na RM essas alteracdes
séo encontradas mesmo nos casos sem sintomas clinicos evidentes.

Correlagbes negativas foram observadas entre volumes cerebrais e
pardmetros do RTF, no caso R2c com estimulos a direita, R2c com estimulos a
esquerda e R2i com estimulos a esquerda.

Também foram observadas correlagcfes inversas do R1 com estimulos a
esquerda em relacdo a rede de saliéncia e do R2c com estimulos a direita na
avaliacado entre regides de interesse, sugerindo que quanto maiores as laténcias
desses parametros do RTF, mais reduzida a conectividade cerebral.

Houve portanto relacdo dos prolongamentos de laténcias das respostas
do RTF com menor volume de tecido encefalico e alteracdes na conectividade
cerebral dos pacientes com CH, mesmo sem quadro clinico evidente sugestivo de
EH, com EEG e RM de rotina sem maiores alteracoes.

Supbe-se que tais alteracbes sejam decorrentes de disfuncdo cortico-
subcortical nesses pacientes, tendo por isso influéncia por exemplo sobre as
respostas do RTF que sao polissinapticas e trafegam pelo tronco encefélico até o
lado contralateral ao estimulo (R2c). Ainda que considerados parametros de
laténcias para comparacdo com dados dos demais exames, foram observadas
também reducbes de amplitudes das respostas de alguns pacientes (vide exemplo
figura 8B), o que ja foi descrito em outros comprometimentos de sistema nervoso
central. Mesmo a reducdo do estado de alerta que ocorre no sono pode ser
evidenciada com hipoexcitabilidade de R2 (Kimura, 2013).

Ainda que saliéncia seja uma rede neural de repouso, foi pontuada sua
funcdo na programacao de respostas a estimulos externos (Chand et al., 2017),
podendo talvez justificar sua correlagdo com as respostas R1, parte aferente do
RTF.

A variagdo intra-examinador do RTF mantendo-se abaixo de 5% para
todos os parametros, inclusive sendo nula quanto ao R2i com estimulos a direita, é

dado favoravel também a reprodutibilidade do método.
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Uma limitacdo deste estudo foi o tamanho da amostra. Ainda assim,
estudos prévios com numeros semelhantes de participantes evidenciaram resultados
também relevantes e similares quanto aos exames de imagem em hepatopatas -
Chen et al., 2017, por exemplo, comparou RM funcional de 20 pacientes com 24
controles, e Zhan et al., 2019, de 19 pacientes com 19 controles. Novas pesquisas
podem agora ser conduzidas para continuar a avaliar a aplicabilidade do RTF neste
grupo de pacientes em maior escala.

Considerando a maior acessibilidade do método, correlagcdo com demais
exames e reprodutibilidade, o RTF poderia ser usado na prética clinica para auxilio
na avaliacdo de pacientes com CH.

Tendo em vista a relevancia e dificuldade do diagndéstico da EH minima
(Gbmez & Restrepo, 2016), o RTF poderia contribuir portanto para melhor

seguimento desses pacientes.



VIll- Conclusao

Pacientes com CH sem sinais clinicos ou EEG de EH mostraram atrofia
cerebral nos estudos quantitativos de RM e altera¢des na conectividade cerebral na
RM funcional.

Os valores obtidos pelo RTF foram alterados em 28% dos casos e
inversamente correlacionados ao volume e funcionalidade cerebral (Qquanto maiores
as laténcias, menor a quantidade de tecido cerebral e funcionalidade de suas vias).

O RTF pode, portanto, ser método complementar no estudo de pacientes

com CH, mesmo sem manifestacdes clinicas evidentes de EH.
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Anexo 1 - RTF de cada paciente
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com os pacientes e acompanhantes. Em seguida os pacientes serdo submetidos a EEG,
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eletroneuromiografia / RTF e RM (conectividade funcional). Baseado em estudos anteriores serao incluidos
20 individuos controles saudaveis sem histérico de doengas neurolégicas ou patologias sistémicas e 20
pacientes. Os controles serdo submetidos apenas ao exame de RM. Os critérios de inclusdo serdo:
pacientes com idades de 20 a 59 anos, de ambos os sexos, com diagnéstico de CH com ou sem EH. Os
critérios de exclusdo serdo: pacientes com diagnésticos e/ou suspeita clinica de encefalopatias por outras
causas, estruturais ou metabdlicas, uso de medicagdes sedativas, insuficiéncia renal, hipovitaminose B12,
traumatismos cranio-encefalicos prévios, doengas neurolégicas prévias, como acidentes vasculares
encefalicos e outras doengas neuromusculares, evidéncias clinicas de lesdo de nervo trigémeo, facial, do
tronco encefalico ou cirurgia craniofacial prévia. Também serdo excluidos pacientes com doengas do
sistema nervoso periférico no exame eletroneuromiografico.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Geral:

Investigar fisiopatologia da cirrose hepatica com ou sem encefalopatia, por meio de avaliagao multimodal
neurofisiolégica, reflexo trigémino-facial (RTF) e EEG, correlacionados a estudos de imagem.

Objetivos Especificos:

- Estudar respostas do RTF;

- Descrever alteragdes do EEG;

- Realizar estudos de imagem por RM, incluindo quantificagdes do volume cerebral e avaliagdo das redes
neurais em repouso;

- Procurar correlagéo dos aspectos clinicos com achados da avaliagdo multimodal.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Eletroencefalograma - possivel incobmodo com a presenca de resquicios de pasta no couro cabeludo
apos o término do exame; Eletroneuromiografia - possivel sensacao de desconforto durante a aplicagéo dos
estimulos elétricos; Ressonancia magnética - possivel sensacao de ansiedade por ter que se manter imével
na primeira etapa do exame e seguir determinados
comandos na segunda etapa. Os exames ndo serdo realizados naqueles individuos com contra-indicagdes
aos mesmos.

Beneficios:

Endereco: Chacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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Possivel avaliagdo mais aprofundada e diagndstico mais precoce do acometimento do sistema nervoso

central em pacientes com hepatopatias.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa apresenta titulo adequado, objetivos claros, metodologia bem descrita e critérios de inclusédo e
de exclusado. A pesquisa é relevante, pois a avaliagdo mais aprofundada podera permitir o diagnéstico mais
precoce do acometimento do sistema nervoso central nos pacientes com cirrose hepatica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Termos de apresentagdo obrigatéria:

- Folha de rosto: preenchida corretamente;

- Documento de Anuéncia Institucional da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB): anexado;

- Informacgdes basicas do projeto e projeto completo: adequados e completos;

- TCLEs (grupo paciente e grupo controle) : elaborados na forma de convite, linguagem clara, explicam os
objetivos da pesquisa e os procedimentos que serdo realizados, garantem o sigilo, descrevem os beneficios,
apresentam endereco, telefones e horarios de funcionamento do Comité de Etica em Pesquisa da FMB -
UNESP. Conforme sugerido, foram acrescentados enderecos, telefones e emails do pesquisador e do
orientador nos TCLEs (grupo paciente e grupo controle). Os TCLEs explicam os procedimentos que serdo
realizados, e como sugerido os possiveis riscos relacionados aos exames foram melhor descritos. No TCLE
(grupo controle), conforme sugerido, foram retirados os exames de eletroencefalograma e
eletroneuromiografia, pois os voluntarios do grupo controle serdo submetidos apenas ao exame de
ressonancia magnética.

- Cronograma de execugédo: programado para iniciar em 02/07/2018.

Recomendagaées:
- Apds a realizacao do projeto de pesquisa, enviar o Relatério Final de Atividades via Plataforma Brasil.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
O projeto de pesquisa encontra-se APROVADO.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberagéo do Colegiado em reunido ordinaria do Comité de Etica em Pesquisa da FMB/UNESP,
realizada em 07 de maio de 2018, o projeto encontra-se APROVADO, sem necessidade de envio a CONEP.
No entanto, informamos que ao final da execugédo da pesquisa, seja enviado o “Relatério Final de
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Atividades”, na forma de "Notificagao", via sistema Plataforma Brasil.

Atenciosamente,
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 23/04/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1032569.pdf 17:33:19
Outros oficio_explicativo.docx 23/04/2018 |Natalia Fim Aceito
17:31:47

TCLE / Termos de | Termo_consentimento_controles.docx 23/04/2018 |Natalia Fim Aceito

Assentimento / 16:30:40

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | Termo_consentimento_pacientes.docx 23/04/2018 | Natalia Fim Aceito

Assentimento / 16:30:29

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |Estudos_neurofisiologicos_e_de_image | 19/02/2018 |Natalia Fim Aceito

Brochura m_na_cirrose_hepatica.pdf 15:23:54

Investigador

QOutros TermoDeAnuencialnstitucional.pdf 19/02/2018 | Natalia Fim Aceito
15:12:45

Folha de Rosto FolhaDeRostoAssinada.pdf 19/02/2018 | Natalia Fim Aceito
15:11:55

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

BOTUCATU, 10 de Maio de 2018

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA

(Coordenador)
Endereco: Chacara Butignolli, s/n
Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1609 E-mail: cep@fmb.unesp.br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUCAO 466/2012
GRUPO PACIENTES

Convido o (a) senhor (a) para participar do Projeto de Pesquisa intitulado
“Estudos Neurofisiologicos e de Imagem na Cirrose Hepatica”, que sera
desenvolvido por mim, Natélia de Castro Fim Nakao, médica neurologista,
sob orientacdo do Professor Luiz Eduardo Gomes Garcia Betting, da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

Temos o intuito de avaliar o funcionamento do sistema nervoso neste grupo de
pacientes, por meio de exames de eletroencefalograma, eletroneuromiografia e
ressonancia magnética. O eletroencefalograma é realizado por meio da
colocacdo de eletrodos na superficie da cabeca, com duracdo de 20 minutos. A
eletroneuromiografia sera adaptada, com estudos de condugdo, os quais
necessitam de estimulo do nervo periféerico com pequenos “choquinhos”,
obtendo entdo uma resposta do mesmo. Em seguida, prosseguiremos para
estudos de nervos com estimulo na face e captacdo com eletrodos colocados
superficialmente na mesma. Nao serdo utilizadas agulhas. Por fim, a ressonéancia
magnética sera realizada aos finais de semana, quando o (a) senhor (a)
permanecera deitado em maca para aquisicdo das imagens inicialmente em
repouso e, apds, desempenhando determinadas funcgdes.

Solicito também seu consentimento para consultar prontuario medico, a fim de
coletar outras informacdes la contidas, como referentes a consultas feitas
anteriormente pelo (a) senhor (a).

Além disso, o (a) senhor (a) respondera a um pequeno questionario sobre
determinados fatores clinicos.

Os resultados poderdo beneficiar o (a) senhor (a) e ainda outros pacientes,
conforme as informacdes obtidas puderem ajudar no diagndstico e consequente
tratamento precoce dos quadros neurologicos relacionados a doenca hepaética.

Quanto aos riscos, ndo ha, até o momento, documentacédo de efeitos adversos
significativos do eletroencefalograma, da eletroneuromiografia e da ressonancia
magnética no corpo humano de pessoas ja previamente selecionadas (serdo
excluidos aqueles com contra-indicacdes a qualquer um dos exames, conforme
resposta em questionario previamente referido). Ainda assim, & importante
pontuar alguns detalhes, como o fato de poder haver resquicios da pasta
utilizada no eletroencefalograma para fixar os eletrodos ao couro cabeludo,



podendo ser necessario lavar os cabelos ap6s. Ja quanto a eletroneuromiografia,
pode causar algum desconforto durante a aplicacdo dos “choquinhos”.

Fique ciente de que sua participacdo neste estudo é voluntaria e que mesmo apés
ter dado seu consentimento para participar da pesquisa, vocé podera retird-lo a
qualguer momento, sem qualquer prejuizo na continuidade do seu tratamento.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de
igual teor, sendo que 1 via serd entregue ao (a) senhor (a) devidamente
rubricada, e a outra via serd arquivada e mantida pelos pesquisadores por um
periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de
Etica em Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609, que
funciona de 22 a 62 feira das 8.00 as 11.30 e das 14.00 as 17 horas, na Chacara
Butignolli s/n°, em Rubi&o Junior — Botucatu - Sdo Paulo.

Apos terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo,
CONCORDO EM PARTICIPAR de forma voluntaria, estando ciente que
todos os meus dados estardo resguardados através do sigilo com o qual os
pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados desse
estudo poderdo ser publicados em revistas cientificas, sem, no entanto, que
minha identidade seja revelada.

Botucatu, / /

Pesquisador

Pesquisador — Natélia de Castro Fim
Nakao

UNESP - Campus de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n - Botucatu, SP
(14) 3811-6000

nati_fim@hotmail.com

Participante da pesquisa

Orientador - Luiz Eduardo Gomes Garcia
Betting

UNESP - Campus de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n - Botucatu, SP
(14) 3811-6000

betting@fmb.unesp.br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUCAO 466/2012
GRUPO CONTROLE

Convido o (a) senhor (a) para participar do Projeto de Pesquisa intitulado
“Estudos Neurofisiologicos e de Imagem na Cirrose Hepatica”, que sera
desenvolvido por mim, Natélia de Castro Fim Nakao, médica neurologista,
sob orientacdo do Professor Luiz Eduardo Gomes Garcia Betting, da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

Sua participacdo nesta pesquisa se dard por ser uma pessoa saudavel, sem
nenhum tipo de doenca. Todos os dados que obtivermos com sua participacao
serdo usados meramente para compararmos com o0s dados de outros
participantes que possuem a doencga que estamos estudando.

Temos o intuito de avaliar o funcionamento do sistema nervoso em pacientes
com doenca hepatica, por meio de exames complementares, cujos resultados
serdo comparados aos obtidos em individuos saudaveis, como o (a) senhor (a).
O exame ao qual o senhor (a) sera submetido (a) € o de ressonancia magnética,
que sera realizada aos finais de semana, quando o (a) senhor (a) permanecera
deitado em maca para aquisi¢cdo das imagens inicialmente em repouso e, apos,
desempenhando determinadas funcdes.

Solicito também seu consentimento para consultar prontuario médico, a fim de
coletar outras informacdes relevantes la contidas.

Além disso, o (a) senhor (a) respondera a um pequeno questionario antes da
realizacdo dos exames.

Quanto aos riscos, ndo ha, até o momento, documentacédo de efeitos adversos
significativos da ressonancia magnética no corpo humano de pessoas ja
previamente selecionadas (serdo excluidos aqueles com contra-indicagoes,
conforme resposta em questionario previamente referido).

O (A) senhor (a) ndo tera nenhum beneficio especifico em participar desta
pesquisa, porém podera ajudar outras pessoas, conforme os resultados obtidos.

Fique ciente de que sua participacao neste estudo € voluntaria e qgue mesmo ap0os
ter dado seu consentimento para participar da pesquisa, vocé podera retird-lo a
qualguer momento, sem qualquer penalidade.



Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de
igual teor, sendo que 1 via sera entregue ao (a) senhor (a) devidamente
rubricada, e a outra via serd arquivada e mantida pelos pesquisadores por um
periodo de 5 anos apos o término da pesquisa.

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de
Etica em Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609, que
funciona de 22 a 62 feira das 8.00 as 11.30 e das 14.00 as 17 horas, na Chéacara
Butignolli s/n°, em Rubi&o Junior — Botucatu - S&o Paulo.

Apos terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo,
CONCORDO EM PARTICIPAR de forma voluntaria, estando ciente que
todos os meus dados estardo resguardados através do sigilo com o qual os
pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados desse
estudo poderéo ser publicados em revistas cientificas, sem, no entanto, que
minha identidade seja revelada.

Botucatu, / /

Pesquisador Participante da pesquisa

Pesquisador — Natélia de Castro Fim
Nakao

UNESP - Campus de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n - Botucatu, SP
(14) 3811-6000

nati_fim@hotmail.com

Orientador - Luiz Eduardo Gomes Garcia
Betting

UNESP - Campus de Botucatu

Distrito Rubido Junior, s/n - Botucatu, SP
(14) 3811-6000

betting@fmb.unesp.br
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