FACULDADE DE MEDICINA DE BOTUCATU
UNIVERSIDADE ESTADUAL JULIO DE MESQUITA FILHO

ALINE MARQUES DA SILVA BRAGA

Anélise quantitativa das descargas epileptiformes generalizadas e
da neuroimagem de pacientes com epilepsia generalizada
idiopatica

Tese de doutorado

Botucatu

2016



Aline Marques da Silva Braga

Anélise quantitativa das descargas epileptiformes generalizadas e da
neuroimagem de pacientes com epilepsia generalizada idiopatica

Tese apresentada ao Programa de Pés-graduacao em Fisiopatologia em
Clinica Médica para obtengao do titulo de doutor

Orientador: Prof. Dr. Luiz Eduardo Gomes Garcia Betting

Botucatu

2016



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGCAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Braga, Aline Marques da Silva.

Andlise quantitativa das descargas epileptiformes
generalizadas e da neuroimagem de pacientes com epilepsia
generalizada idiopadtica / Aline Marques da Silva Braga. -
Botucatu, 2016

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina de
Botucatu

Orientador: Luiz Eduardo Gomes Garcia Betting

Capes: 20702019

1. Epilepsia. 2. Neuroimagem. 3. Eletroencefalografia.
4. Morfometria. 5. Pesquisa quantitativa.

Palavras—-chave: Analise de tormato; Eletroencefalograma
quantitativo; Epilepsia generalizada idiopéatica;
Morfometria baseada em voxel; Neuroimagem.




Aos meus queridos filhos Lucas e Amelie
Ao meu esposo Gabriel, pelo seu inestimavel apoio
Aos meus pais Ilsa e Edson

Aos meus irmaos Carolina e Fabio



Agradecimentos

Ao meu orientador, Prof. Dr. Luiz Eduardo Gomes Garcia Betting pelos conhecimentos
a mim transmitidos, pela paciéncia, dedicacao e atengdo com que me orientou.

A todos os pacientes que gentilmente aceitaram participar deste estudo.

A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo, pelo apoio. (Processo
FAPESP n°: 2011/16452-2)




Resumo

Fundamento: Evidéncias experimentais de modelos animais de crises de auséncia
sugerem focalidades no inicio das descargas generalizadas. Estudos clinicos indicam
que pacientes com o diagnostico de epilepsia generalizada idiopatica (EGI) exibem
anormalidades focais que envolvem o circuito tdlamo-cortical no eletroencefalograma
(EEQ) e na neuroimagem.

Objetivos: Investigar a presenca de caracteristicas focais nas descargas generalizadas
interictais usando analise quantitativa do EEG (EEGq) e avaliar o cortex do giro do
cingulo usando multiplas abordagens quantitativas de neuroimagem.

M¢étodos: 75 EEGs de 64 pacientes foram analisados. A primeira espicula generalizada
inequivoca foi marcada para cada descarga. Trés métodos de analise de fonte geradora
da atividade observada foram aplicados: transformac¢do do dipolo em imagem (dipole
source imaging-DSI), abordagem LORETA aplicada iterativamente (CLARA), e
analise de dipolo equivalente de componentes independentes com analise de
agrupamentos. Ap6s processamento do EEG, 32 pacientes (18 mulheres, 32 + 11)
fizeram ressonancia magnética. Foram utilizados trés métodos para comparar o giro do
cingulo de pacientes e controles: morfometria baseada em voxel (VBM), analise cortical
e analise de formato.

Resultados: 753 descargas generalizadas foram analisadas. Usando as trés técnicas, o
lobo frontal foi a principal fonte das descargas (70%), seguido pelos lobos parietal e
occipital (14%) e, por fim, os ntcleos da base (12%). As principais fontes anatomicas
das descargas generalizadas foram o cortex da porcao anterior do giro do cingulo (36%)
e giro frontal medial (23%). A VBM mostrou atrofia de substincia cinzenta na por¢ao
anterior do giro do cingulo (972 mm®) e no istmo (168 mm®). Analises individuais do
cortex do giro do cingulo mostraram resultados semelhantes. Comparagdes de superficie
mostraram anormalidades principalmente na por¢do posterior do giro do cingulo
(718.12 mm?). A analise de formato demonstrou uma predominédncia de anormalidades
nas porg¢oes anterior e posterior do giro do cingulo.

Discussao: A andlise de fonte ndo mostrou uma fonte Ginica comum a todas as descargas
generalizadas mas indicou predominancia do giro do cingulo e lobo frontal. Além disso,
o estudo sugere a existéncia de anormalidades estruturais sutis no giro do cingulo,
principalmente nas por¢des anterior e posterior.

Palavras chave: Epilepsia Generalizada Idiopatica, paroxismos epileptiformes
generalizados, eletroencefalograma quantitativo, giro do cingulo, neuroimagem, anélise
de formato, morfometria baseada em voxel




Abstract

Background: Experimental evidence from animal models of absence seizures suggests a
focal source for the initiation of generalized spike-and-wave (GSW) discharges. Clinical
studies indicate that patients diagnosed with idiopathic generalized epilepsy (IGE)
exhibit focal electroencephalographic and subtle structural abnormalities, which involve
the thalamo-cortical circuitry.

Aims: The objectives of the current investigation were to investigate whether interictal
generalized discharges exhibit focal characteristics using qEEG analysis and to perform
a comprehensive analysis of the cingulate cortex using multiple quantitative structural
neuroimaging techniques.

Methods: 75 EEG recordings from 64 patients were analyzed. The first unequivocally
confirmed generalized spike was marked for each discharge. Three methods of source
imaging analysis were applied: dipole source imaging (DSI), classical LORETA
analysis recursively applied (CLARA), and equivalent dipole of independent
components with cluster analysis. After EEG analysis, 32 patients (18 women, 30+ 10
years) and 36 controls (18 women, 32 +11 years) were imaged by 3 Tesla magnetic
resonance (MRI). We used three models to compare cingulate gyrus of patients and the
control group: voxel-based morphometry (VBM), cortical analyses and shape analyses.

Results: A total of 753 GSW discharges were spatiotemporally analyzed. Source
analysis using all three techniques revealed that the frontal lobe was the principal source
of GSW discharges (70%), followed by the parietal and occipital lobes (14%), and the
basal ganglia (12%). The main anatomical sources of the generalized discharges were
the anterior cingulate cortex (36%) and the medial frontal gyrus (23%). VBM analyses
of cingulate gyrus showed areas of gray matter atrophy, mainly in the anterior cingulate
gyrus (972 mm3) and the isthmus (168 mm3). Individual analyses of the cingulate
cortex were similar between patients with IGE and controls. Surface- based
comparisons revealed abnormalities located mainly in the posterior cingulate cortex
(718.12 mm?2). Shape analyses demonstrated a predominance of abnormalities in the
anterior and posterior portions of cingulate gyrus abnormalities.

Discussion: Source analysis did not reveal a common focal source of generalized
discharges. However, there was a predominance of GSW discharges originating from
the cingulate gyrus and the frontal lobe. Furthermore, this study suggests that patients
with IGE have structural abnormalities in the cingulate gyrus mainly localized at the
anterior and posterior portions. This finding is subtle and variable among patients.

KEY WORDS: Idiopathic generalized epilepsy, generalized discharges, quantitative
electroencephalography, cingulate cortex, neuroimaging, shape analysis, voxel-based
morphometry
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1. Introducao

A epilepsia ¢ uma doenca muito prevalente que produz impacto

significativo na qualidade de vida do paciente. (1,2)

As principais manifestacdes clinicas da epilepsia sdo as crises epilépticas. A
depender de suas caracteristicas semiologicas e eletroencefalograficas, elas sdo
classificadas em focais ou generalizadas, o que permite a categorizacdo do tipo de
epilepsia (sindrome epiléptica) que o paciente apresenta. As epilepsias sao classificadas
de acordo com sua etiologia em generalizadas idiopaticas ou genéticas, estruturais ou

metabolicas (focais) e de causa desconhecida (criptogénicas). (3)

As epilepsias generalizadas sdo assim chamadas, pois considerava-se que
suas crises seriam causadas por uma hiperexcitabilidade de todo o cortex cerebral, ndo
havendo uma area cortical unica, ou foco, responsavel pela origem das crises. Em
contrapartida, as epilepsias focais apresentam um foco identificavel de geracdo das
crises no parénquima cerebral, perceptivel pelas caracteristicas semiologicas de suas

crises, eletroencefalograma e neuroimagem.(4,5)

Dentre as epilepsias generalizadas, existem as epilepsias generalizadas
idiopaticas (EGI), também chamadas de epilepsias generalizadas genéticas (EGG),
sendo este ultimo termo preferido na revisdo mais recente de classificacao das epilepsias

da Liga Internacional contra Epilepsia (/nternational League Against Epilepsy —

ILAE).(3)

Estudos de epidemiologia apontam para uma variacdo da distribuicdo do
tipo de epilepsia (generalizada ou focal) de acordo com os critérios usados para
defini¢do das crises, das sindromes epilépticas e da localizacdo geografica onde o
estudo foi realizado. Assim sendo, na Europa, foi encontrada uma prevaléncia de 17-
60% de epilepsias generalizadas entre os pacientes com epilepsia, ¢ na Asia, 4-42%.
Estes pacientes apresentam crises semiologicamente classificadas como generalizadas,
ou seja, crises tonico-clonicas generalizadas (CTCG), crises mioclonicas e/ou de

auséncia. Ao eletroencefalograma (EEG), a caracteristica tipica sdo as descargas
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epileptiformes generalizadas e a neuroimagem convencional ndo revela alteracoes

estruturais. (6-8)

Os principais subtipos de EGG sdo as seguintes sindromes epilépticas:
epilepsia mioclonica juvenil (EMJ), epilepsia de auséncia da infancia (EAI), epilepsia
de auséncia juvenil (EAJ) e epilepsia com crises tOnico-clonicas generalizadas

(ECTCG). (1,5)

A EMJ ¢ também conhecida como sindrome de Janz e foi descrita em 1957
por Janz e Christian. E a forma mais comum de EGG correspondendo a até 15% de
todas as epilepsias do adulto. Sua incidéncia foi estimada em 1 para 100.000, enquanto
sua prevaléncia € de 10 a 20 para 100.000 pessoas. A EMJ costuma afetar igualmente os

sexos feminino e masculino. (9,10)

A EMIJ se caracteriza por inicio na adolescéncia ou idade adulta jovem e
crises mioclonicas que envolvem principalmente a musculatura da cintura escapular
axial e proximal dos membros superiores. As crises ocorrem preferencialmente no
periodo matutino e a consciéncia ndo ¢ afetada. Podem ocorrer salvas de crises
mioclonicas seguidas de CTCG. Alguns fatores desencadeantes dos sintomas sdo:
privacao de sono, uso de bebidas alcodlicas, ansiedade e fotoestimulagdo. (11,12)
Alguns dos pacientes apresentam crises induzidas por praxias ou tarefas que exigem

manejo da linguagem. (13)

Embora boa parte dos pacientes apresente crises mioclonicas frequentes, as
mioclonias de membros superiores ou tronco superior nem sempre sao identificadas
como anormais pelos pacientes e seus familiares, o que contribui para o subdiagnostico
da entidade. Muitos procuram atengdo médica tardiamente devido ao aparecimento de
CTCG, que ocorrem principalmente ao despertar, ou por crises mioclonicas que

envolvem o corpo inteiro durante a manha, ocasionando quedas. (9)

As crises mioclonicas podem ser assimétricas e unilaterais, fazendo com que
possam ser confundidas com crises focais motoras, outro fator que concorre para o
subdiagnostico, além de favorecer a introducdo de farmacos antiepilépticos (FAE)

inadequados. (14,15)

Apenas 3-5% dos pacientes apresentam crises mioclonicas isoladamente.

Cerca de 80 a 97% dos pacientes também apresentam CTCG. Elas usualmente se
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iniciam meses ou anos apos as crises mioclonicas e sdo, freqiientemente, precedidas por
crises ou salvas mioclonicas. Podem acontecer também crises de auséncia que se estima
ocorrerem em 10 a 18%. Nao hé alteragdes cognitivas facilmente reconheciveis e o

curso da doenca tende a ser ndo progressivo. (16,17)

Na maior parte dos casos, o controle das crises ¢ atingido com o manejo
correto de fatores precipitantes e monoterapia de FAE, como valproato, lamotrigina ou
topiramato. (16) Valproato ¢ a medicacdo de escolha, e, para casos refratirios ou
pacientes com contraindicacdes, lamotrigina ¢ usada com sucesso em muitos casos. Para
nao respondedores ou em situagdo de efeitos adversos importantes com o uso de acido
valproico, lamotrigina ou sua associa¢do, pode ser feito uso de levetiracetam ou
topiramato. Clobazam e clonazepam sao wusados como adjuvantes, quando

necessario.(16-19) E importante lembrar que carbamazepina, gabapentina e fenitoina

nao devem ser usados, pois podem piorar a frequéncia de crises miocldonicas. (20)

Apesar de a maioria dos pacientes alcancar controle adequado com
monoterapia, a recorréncia de crises apds a suspensdo da medicacao ocorre em cerca de
80%. Assim, estes pacientes fazem uso de FAE por longos periodos, ficando expostos a
eventuais efeitos colaterais que influenciam sua qualidade de vida. As principais causas
da manutencao de crises quando prescrita medicagdo correta sao ma adesao € exposi¢ao

a fatores precipitantes. (21)

Crises de auséncia no momento do diagnostico, epilepsia de longa duracao,
necessidade de politerapia e presenga de crises induzidas por praxias sdo fatores

associados a menor taxa de remissdo a longo prazo. (21,22)

Em relagdo aos aspectos genéticos da doenca, foram identificados 9 locus
associados a EMJ. Genes com padrao mendeliano de hereditariedade foram descritos
para 5 deles: EFHCI (cromossomo 6pl2-pl1) que codifica a mioclonina 1 e tem
interacdo com o canal de calcio voltagem dependente CAv 2.3 tipo R; GABRAI
(cromossomo 5q34-q35) que codifica a subunidade alfa 1 do receptor GABA A;
CACNB4 (cromossomo 2q22-q23), que codifica a subunidade beta 4 do canal de calcio
voltagem dependente; GABRD, gene do receptor da subunidade delta do receptor
GABA A, e CASR (receptor sensivel ao calcio). O gene CLCN2 (cromossomo 3q26) e
o gene CPA6 que codifica uma metalocarboxipeptidase (cromossomo 8), também foram

relacionados a doenga. (23) Trés alelos de suscetibilidade foram associados com o
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aumento do risco para EMJ: genes BRDZ2, Cx-36 (conexina 36), e ME2 (enzima de acido
malico 2). (24)

As pesquisas relacionadas a alteracdes genéticas na EMJ tém demonstrado
que ha um padrao genético de hereditariedade complexo que envolve a interagdo entre

varios fatores de risco genéticos e fatores ambientais. (23)

A EAI se inicia entre 5 € 12 anos, mais frequentemente entre 6 € 8 anos, € se
caracteriza por crises de auséncia tipica que envolvem a perda de consciéncia por, no
maximo, 20-30 segundos sem estado pos-ictal e podem ocorrer varias vezes ao dia. As
medicacgdes antiepilépticas mais usadas em seu tratamento sdo valproato e etossuximida.
As criancas tratadas primeiramente com etossuximida tiveram maiores taxas de
remissdo completa que as tratadas com valproato. (25) Quando nao tratada
corretamente, pode afetar negativamente o aprendizado das criancas acometidas. A
remissdao de crises acontece aproximadamente 4 anos apoOs o inicio das crises € ocorre

em cerca de 65% dos casos, possibilitando suspensdo das FAE. (26)

Os pacientes com EAI que mantiveram crises ap6s 10 anos do inicio dos
sintomas, apresentaram crises mioclonicas, estado de mal epiléptico de auséncia,
histéria familiar de crises generalizadas em parente de primeiro grau e CTCG foram

mais propensos a ndo remissao total do quadro. (21)

Os genes implicados na epileptogenicidade das crises de auséncia incluem
os genes codificadores dos receptores gama aminobutiricos A € B (GABRG2, GABRA,
GABRB3, GABA(BI), GABA(B2), dos canais de calcio (CACNAI A, CACNAI H,
CACNAI G, CACNAII e CACNG?3), canais de sodio (SCNIB, SCNI1A), e canais de
cloro (CLCN2). O gene CACNAI H parece aumentar a suscetibilidade em chineses. Em
alguns casos de epilepsia de auséncia (EA) de inicio precoce, foram descritas mutacoes
do gene SLC2A41, mostrando que defeitos na GLUT1 (transportador de glicose) podem
ser causa de EGI. (26)

A EAJ em geral se inicia entre os 10 e 17 anos e sua manifestacao principal
sdo as crises de auséncia, que costumam ter frequéncia menor que na EAI. Tem uma
distribuicao igual entre os sexos. Pode haver CTCG ao despertar e em 15% dos casos ha
crises mioclonicas. Seu tratamento ¢ feito preferencialmente com etossuximida,

valproato ou lamotrigina. (27) Em comparacio com a EAI, hd mais casos de
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farmacorresisténcia. Sua prevaléncia ¢ bem menor que a da EMJ e por este motivo, sua
incidéncia e histéria natural sdo menos conhecidas (28). Evoluem para EMJ mais
frequentemente que pacientes com EAI. Um terco desses pacientes alcanga controle

total e pode suspender os FAE. (29)

Na ECTCQG, os pacientes podem ter inicio das crises em idade mais tardia
que nos outros subtipos de EGI, entre 11 e 23 anos, e sua prevaléncia ¢ menor. O inico
tipo de crise presente € a crise tonico-clonica generalizada, podendo ser precipitada por
ingestdo de alcool ou privacdo de sono. Seu tratamento ¢ feito com valproato ou
fenobarbital. Metade desses pacientes apresenta ndo mais que 11 crises no total.

(5,27,30)

Uma das ferramentas auxiliares na classificacdo das epilepsias ¢ o EEG. Na
EMJ, o tracado eletroencefalografico tipicamente mostra salvas de poliespiculas
irregulares de frequéncia 4 a 6 Hz, bilaterais e sincronas ou complexos espicula-onda
generalizados na mesma faixa de frequéncia. Na EAI, o achado tipico sdo as descargas
espicula-onda generalizadas e regulares na frequéncia de 3 Hz. Na EAJ, sdo encontrados
complexos espicula-onda generalizados 3,5 a 4,5 Hz e na ECTCG, complexos espicula-

onda generalizados com frequéncia maior que 3 Hz e atividade de base normal. (30)

Embora de grande auxilio diagnostico, a sensibilidade do EEG ndo ¢ muito
alta. Tracado normal ¢ encontrado no EEG inicial de 41% dos pacientes com EMJ.
EEGs seriados aumentam a sensibilidade do método, sendo que apoés a realizacao de trés
exames, a sensibilidade aumenta para 84%. Quando sdo feitos de 4 a 8 EEGs, a
deteccao de descargas epileptiformes aumenta para 94%. Em parte dos casos, ha
achados eletroencefalograficos focais e o paciente ¢ erroneamente diagnosticado como

tendo epilepsia focal. (31)

O fato de haver anormalidades focais no EEG desses pacientes e a maior
amplitude dos paroxismos epileptiformes nas regioes fronto-centrais foram alguns dos
fatores que levaram a comunidade cientifica a questionar a teoria de que as epilepsias
generalizadas ndo apresentariam um foco cortical de geragdao de crises e que estas

seriam originadas a partir da hiperexcitabilidade de todo o cortex cerebral. (32)

A primeira teoria sobre a fisiopatologia das descargas epileptiformes

generalizadas foi a teoria centrencefalica, por Penfield e Jasper. (33) Ela foi postulada a
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partir da observagdo do inicio e término abruptos da atividade epileptiforme com grande
sincronizagdo inter-hemisférica. Como nao havia evidéncia de inicio focal, foi proposta
a origem das crises em um marcapasso subcortical profundo na linha média do tdlamo
com projecdes corticais difusas. (34) Um achado que reforcou esta hipotese foi a
descoberta de que a estimulacdo a 3 Hz do tdlamo intralaminar podia ocasionalmente
produzir padrdo -eletroencefalografico espicula-onda sincrono bilateral em gatos

levemente anestesiados. (35)

Mais adiante, Bennet demonstrou que em pacientes com EA, a injecao do
farmaco convulsivante pentilenotetrazol em artéria cardtida unilateral, produzia
atividade epileptiforme generalizada. Em contraste, a inje¢do da mesma substancia na
artéria vertebral, que supre o diencéfalo, ndo provocou a mesma resposta. (36) Outra
investigacdo mostrou que a inje¢ao intravertebral de pentilenotetrazol atenuou descargas
generalizadas de pacientes com epilepsia. Gloor, entdo, propos o conceito de epilepsias
corticoreticulares. Para este autor, o inicio das descargas generalizadas estaria ligado
aos mecanismos talamocorticais que geram fusos. Oscilagdes ritmicas formadas no
talamo seriam transformadas em descargas espicula-onda generalizadas quando todo o

cortex cerebral se tornasse hiperexcitavel. (37)

Tracados com eletrodos profundos mostraram que descargas generalizadas
poderiam iniciar de forma focal no cértex, na vizinhanca de uma lesdo, particularmente
de lobo frontal.(38) A partir dessa observagdo, postulou-se a teoria cortical, em que se
sugeriu a existéncia de uma rapida propagagao corticocortical da atividade epileptiforme
generalizada a partir de um foco na regido frontal. A interacdo com o tdlamo seria
secundaria, tendo seu papel na propagacao da atividade epileptiforme para o restante do

cortex, contribuindo para a manutencao da crise epiléptica.

Em 1991, a teoria do reldgio taldmico foi proposta apds observagdes de que

o talamo seria imprescindivel para a existéncia das crises. (39)

Ja& em 2002, estudo experimental com ratos realizado por Meeren e
colaboradores mostrou foco consistente na regido perioral do cortex somatossensitivo
na EA. Deste foco, a atividade epileptiforme se generaliza rapidamente pelo cortex. Este

resultado levou a criagdo da teoria do foco cortical. (32)
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Na ultima década, estudos investigando diversos aspectos das EGI

mostraram evidéncias que reforgam as teorias corticais. (40—43)

Em termos de semiologia das crises apresentadas, estes estudos apontaram a
existéncia de fenomenos descritos como auras em pacientes com EGI numa prevaléncia
de 31 a 70%. Aura ¢ um termo utilizado para descrever uma crise focal sem alteracao de
consciéncia que ocorre antes de uma crise focal com alteragdo de consciéncia ou de uma
crise generalizada e ocorre tipicamente no contexto de epilepsias focais. Nas EGI, ainda
ndo se sabe ao certo seu significado. Elas podem indicar focalidade ou representar

simplesmente sintomas prodromicos diferentes do habitualmente descrito na literatura.

(44.,45)

Aguglia e colaboradores investigaram 16 pacientes que apresentavam crises
versivas e/ou crises giratorias. Estas crises rotineiramente ocorrem em epilepsias focais
porém estes pacientes apresentavam caracteristicas generalizadas ao EEG. Além disso,
alguns deles também apresentavam outros tipos de crises generalizadas, como crises de

auséncia ou mioclonias. (46)

Trabalhos com video-EEG relataram assimetria nos movimentos tonico-

clonicos e miocldnicos das crises generalizadas de parte dos pacientes com EGI. (47—
51)

Ja entre os estudos que incluiram os tracados eletroencefalograficos, foi
verificada uma prevaléncia que variou de 18 a 56% de presenga de paroxismos
epileptiformes focais, sem evidéncias de crises de inicio focal ao EEG e video-EEG. Os
achados eletroencefalograficos focais mais frequentes foram ondas agudas focais,

complexos onda aguda-onda lenta focais e atividade lenta focal paroxistica. (52—56)

Varios trabalhos com a neuroimagem de pacientes com EGI foram
realizados e mostraram resultados diversos. Quando analisada a volumetria, foram
encontrados volume talamico reduzido em criangas com EMJ e em pacientes com
ECTCG. (57,58) Porém, houve um trabalho que ndo mostrou diferencas entre o volume

talamico de pacientes com EGI e controles. (59)

O volume do tdlamo anterior estava aumentado em rela¢ao aos controles em
pacientes com EA e EMJ com crises de auséncia, porém sem diferencas em relagdo a

grupo controle em pacientes com EMJ sem crises de auséncia. (60) Foi também
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encontrado aumento do volume de lobo frontal esquerdo em 19 pacientes com EMJ (61)
bem como reducao do volume do giro frontal orbital esquerdo e dos lobos temporais em

pacientes com EAL (62)

\

No que diz respeito a técnica de andlise quantitativa da ressonédncia
magnética (RM) morfometria baseada em voxel (VBM, do inglés voxel-based
morphometry), a maior parte dos achados revelaram reducdo da concentragao de
substancia cinzenta no talamo e aumento nas regides frontais, especialmente regioes
mesiofrontais e frontobasais. A maior parte destes estudos investigou EMJ e EA. (63—

69)

Os pesquisadores que investigaram pacientes com EGI por espectroscopia
encontraram em sua maioria redu¢cdo do n-acetil-aspartato no tdlamo e lobos frontais.

(70-78)

A ressonancia magnética funcional (RMf) mostrou ativacdo talamica
durante as descargas espicula-onda lenta generalizadas. Alguns demonstraram ativagao
frontal, parietal, temporal e insular. Dois trabalhos mostraram que ocorreu ativagdo

cortical antes do inicio da crise. (79—88)

Ao contrario do que se pensava anteriormente, pesquisas indicaram que a
cogni¢cdo ¢ o comportamento dos pacientes com EGI também diferem da populagdo
geral (21) no que se refere a algumas caracteristicas especificas, reforcando a ideia de
que existem alteragdes cerebrais focais que determinam nao apenas a existéncia de

crises epilépticas, mas também problemas funcionais.

Em termos neuropsicologicos, a sindrome mais estudada foi a EMJ,
provavelmente por se tratar do subtipo mais frequente de EGI. Resultados de pesquisas
mostraram déficits funcionais envolvendo lobos frontais, incluindo memoria de trabalho
visual, memoria prospectiva e fungdes executivas. Quando a sindrome investigada foi
a EA, dois trabalhos mostraram resultados conflitantes. Em um deles, ndo houve
diferenca de fun¢do executiva ou memoria de linguagem. Em outro, a cogni¢do geral se
mostrou pior em pacientes quando comparado com controles. Este tltimo analisou a
competéncia social e fungdes neurocognitivas de criancas com epilepsia € mostrou que
elas tem mais dificuldade de interpretar as pistas de interacdo social e mais alteragcdes

comportamentais mesmo com epilepsia de inicio recente (fator que aponta para
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alteracdo funcional anterior ao inicio das crises). Embora a avaliagdo da cognigdo
estivesse dentro da faixa de normalidade nos testes considerados, seus resultados foram
significativamente piores que os controles € pontuaram proximo ao limite inferior. A
aten¢do, memoria, funcdes executivas ¢ habilidades motoras finas foram os mais

alterados. (21,89-92)

Investigadores observaram que mesmo jovens com crises bem controladas
tiveram desfechos piores em relacdo a escolaridade e atividades laborais se comparados
a populacao saudavel ou at¢ mesmo com outros grupos de doencgas, como, por exemplo,

pacientes com artrite reumatoide juvenil. (21)

Considerando as anormalidades focais evidenciadas nestes estudos, a ILAE,
em sua ultima revisdo sobre terminologia da classificagdo das epilepsias, define a
epilepsia generalizada como iniciando em algum ponto entre estruturas corticais e/ou

subcorticais rapidamente envolvendo todo o cértex de ambos os hemisférios. (3)

Pode-se depreender do explanado até aqui que as alteragdes focais e sinais
clinicos de envolvimento focal resultantes dos estudos realizados sao diferentes entre si,
envolvendo diferentes regides do cérebro. Apesar disso, a maior parte deles, aponta para
o envolvimento dos lobos frontais e temporais. Cabe a comunidade cientifica a
realizagdo de mais estudos a fim de detalhar as alteragdes focais encontradas e
desvendar os mecanismos fisiopatologicos deste grupo de doencas, langcando mao das
novas tecnologias. Neste contexto, as técnicas de andlise quantitativa aplicaveis ao EEG

e as imagens de RM podem ser de grande valor.

1.1 Neurofisiologia

Ha mais de 60 anos, o EEG ¢ o exame realizado de maneira rotineira para o
diagnostico e seguimento dos pacientes com epilepsia. E também usado em menor
escala na investigagdo de encefalopatias agudas ou cronicas e sindromes demenciais,

entre outras patologias. (93,94)

As vantagens desta ferramenta diagndstica sdo sua relativa simplicidade
técnica e baixo custo aliados a alta especificidade quando comparada a outros métodos

complementares de diagndstico.
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O estudo interictal ¢ realizado por meio da colocagdo de eletrodos no
escalpo de acordo com o sistema 10-20, registrando em média 20 minutos da atividade
cerebral. O EEG tem grande importancia na confirma¢dao do diagnostico clinico de

epilepsia e na diferenciacdo entre as epilepsias focais e generalizadas. (95)

O EEG ¢ a representagao grafica das correntes elétricas geradas pela
atividade cerebral cortical que sdo captadas no escalpo e se apresenta como um grafico

de amplitude (voltagem, aferido em microvolts) x tempo (em milissegundos). (95)

A atividade elétrica captada ¢ o produto da atividade elétrica extracelular de
um grupo de neurdnios corticais (potenciais de campo) secundarios aos potenciais de
membrana dos neuronios. Potenciais de inibicdo pds sindpticos e potenciais excitatdrios
pOs sinapticos produzem potenciais de campo na zona dendritica e potenciais de
polarizacdo oposta na zona dos corpos celulares, produzindo um dipolo (sistema
constituido de duas cargas de polaridade diferente, ou seja, sinais contrarios separadas
por determinada distancia). Aqui, também serdo chamadas de dipolos as areas corticais

que os geram.

Os principais geradores elétricos (ou fontes elétricas) da atividade cerebral
sdo os neurdnios piramidais, posicionados em forma de palicada predominantemente
nas camadas III e V do cortex cerebral, de forma paralela a superficie do escalpo. O
campo elétrico produzido por estes neurdnios funciona como um dipolo orientado em
angulo reto em relacdo a superficie cortical, chamado dipolo radial, o tipo mais
frequente de dipolo registrado ao EEG. Existem ainda o dipolo horizontal (ou

tangencial), que esta disposto de maneira paralela a superficie e o dipolo diagonal. (96)

Dessa forma, o registro do campo elétrico no escalpo mostra as ondas de
atividade cerebral. Nesse contexto, existe uma atividade registrada de forma continua no
EEG, que ¢ a chamada atividade de base do EEG. Em geral, a atividade de base do
adulto sadio em repouso varia em amplitude entre 10 e 100 uV e em diferentes faixas de
frequéncia, como o ritmo alfa de 8-12 Hz nas regides posteriores, € ritmo beta acima de

13 Hz nas regides anteriores. (97)

As principais anormalidades encontradas ao EEG de pacientes com
epilepsia sdo decorrentes das mudangas da atividade de base do cérebro devidas a

despolarizagdes hipersincronicas de um grupo de neurdnios anormais envolvido no
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circuito elétrico hiperexcitdvel que caracteriza a doenca. Graficamente, elas sdo
representadas pelos transientes epileptiformes, formados por ondas cerebrais que se
destacam por sua morfologia diferente da atividade elétrica cerebral de base, com
aspecto mais pontiagudo, amplitude mais elevada e composicao variavel em relacdo a
linha de base do EEG, com componentes negativos (deflexdo acima da linha de base) e
positivos (deflexdo abaixo da linha de base). Sdo formados por espiculas (ou pontas) ou
ondas agudas. As espiculas tem duracao tipica de 20 a 70 ms e as ondas agudas de 70 a

200 ms. (98)

Os transientes podem ocorrer de forma isolada, em sequencia ou em
combinacdo com ondas lentas, sendo chamadas, nestas ultimas situagdes, de

poliespiculas e complexos espicula-onda lenta ou complexos onda aguda-onda lenta.
(99)

Experimentalmente, as espiculas registradas ao EEG podem surgir em
neurdnios proximos a focos gerados pela penicilina pela producdo de potencial de
despolarizacdo paroxistica (PDP). Este ¢ seguido por periodo de hiperpolarizagdo, ou
seja, de inibicao de atividade, registrado no EEG de escalpo como as ondas lentas. O
EEG de superficie pode captar como espiculas os PDP originados em areas corticais
mais ou menos extensas. Os neuronios dessas areas sofrem intensa modificacdo com
mudanga de potenciais de membrana de -85mV a +30mV. Pode-se verificar que existem
mecanismos ligados a dois periodos da constitui¢ao do evento epiléptico: um de inicio e
um de propagagdo. No inicio, hd potenciais de agdo repetitivos, de despolarizacdo e
hipersincronizagcdo. Essa atividade gerada na despolarizacdo sustentada e ativacdo
excessivamente sincronica ¢ detectada como espiculas. Como o polo negativo do dipolo
geralmente aponta para a superficie do cortex, a deteccdo € uma espicula negativa. Caso
esse ciclo se repita, trens de espiculas ocorrem até o ponto em que haja inibi¢do
neuronal e supressdo. A hiperpolarizacio ¢ um mecanismo inibidor, caso ela seja
vencida, pode haver recrutamento de neurdnios circunvizinhos com propagacdo da

alteragdo epileptiforme/crise. (100)

Os paroxismos epileptiformes sdo os elementos que permitem confirmar o
diagnodstico de epilepsia se dentro de um contexto clinico e classificar a doenga a

depender da projecdo da atividade epileptiforme. (99)
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Nas epilepsias generalizadas, os paroxismos epileptiformes interictais e
ictais tém proje¢do difusa, envolvendo de forma mais ou menos simétrica e sincrénica
todos os eletrodos do escalpo. Todavia, como ja assinalado anteriormente, sabe-se que
esta sincronia nao € perfeita, assim como € comum se observar maior amplitude dos
paroxismos em determinadas areas. Este predominio ¢ mais comumente visto na regiao

frontal ou fronto-central. (98)

Os tipos de atividade epileptiforme encontrados em cada subsindrome de
EGI ja foram descritos anteriormente. E importante salientar que a detecgio de
transientes epileptiformes estd em relacdo direta com a extensao da area epileptogénica,
o tempo de recorréncia das crises, o uso de FAE e o tipo de sindrome epiléptica, e

indireta com a profundidade do foco.

Avancos tecnoldgicos ocorridos nas ultimas décadas permitiram grande
aprimoramento na eletroencefalografia, com a introdu¢ao dos sistemas digitais (101), os
registros sincronizados com video, os sistemas de multicanais, chegando-se atualmente
aos equipamentos de monitoragdo sem fio. Estes avangos propiciaram melhora no
processamento de sinais e permitiram melhorar a taxa de amostragem das ondas
eletroencefalograficas, fazendo possivel a aplicacdo de diversos tipos de analises

quantitativas. (102)

1.2 Andlise quantitativa do EEG

A avaliagdo quantitativa de um método diagnostico propde a quantificagao
de parametros encontrados ao exame por meio de ferramenta computacional, muitas

vezes aumentando a sensibilidade do método para detecgdo de alteragdes.

Para tanto, processamento matematico das ondas obtidas no EEG digital ¢
feito de forma a caracterizar detalhadamente determinados componentes especificos da
onda, transformar os sinais captados em um formato que permita esclarecer informagoes
relevantes, e associar resultados numéricos com os seus dados para subsequente revisao

ou comparagao. (102)

Técnicas de avaliacao quantitativa do EEG estdo disponiveis para variadas
finalidades. Pode-se dividi-las em andlises de sinal, apresentagdes topograficas e

analises estatisticas. (103)
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A anélise de sinal transforma o sinal convencional registrado digitalmente
em parametros numeéricos diferentes do tradicional amplitude x tempo. Dessa forma,
pode-se fazer deteccdo automatica de eventos, monitorizacdo e tendéncias no EEG,

analise de frequéncia e de geradores de atividade eletroencefalografica.

Na detec¢do automatica de eventos, o computador faz uso de algoritmos
matematicos para detectar eventos ou anormalidades para trazer a atengdo do
especialista. E usada em registros de longa duracdo para detectar espiculas e/ou crises

epilépticas.

Monitorizagdo e tendéncias no EEG sdo usadas na unidade de terapia

intensiva (UTI) e em centro cirtrgico.

A andlise de frequéncias pode ser usada para procurar e quantificar sinais de
excesso de atividade lenta, por exemplo. Seus resultados podem ser apresentados como

tabelas de nimeros, graficos multidimensionais ou mapas topograficos.

Na andlise dos geradores procura-se especificar a localizacdo, orientagao,
intensidade e numero de possiveis geradores da espicula ou de outra caracteristica

observada.

Ja as apresentagdes topograficas do EEG fazem a representacao visual de

dados do EEG.

Na anélise estatistica, realiza-se a comparagdo de varidveis derivadas entre
grupos ou entre um paciente € um grupo controle. Pode-se fazer a comparagdo com
valores normativos e a andlise diagndstica discriminativa, que agrupa parametros

selecionados para diferentes subgrupos. (103)

O parametro estudado geralmente ¢ apresentado em uma figura estilizada do
cérebro. Pode ser também mapeado em uma reconstrugdo volumétrica tridimensional a

partir de uma imagem de RM. (102,104,105)

Entre outros usos, o EEG quantitativo (EEGq) tem sido usado para
avaliacdo ndo invasiva de candidatos a cirurgia de epilepsia e na diferenciagdao entre
epilepsia rolandica “tipica” e “atipica”, por determinar a complexidade do campo e o

modelo de estabilidade do dipolo. (106)
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Assim, ¢ possivel analisar matematicamente aspectos diversos do EEG.
Algumas técnicas de andlise quantitativa ja foram utilizadas para avaliar pacientes com

EGI. (107-109)

Dentre as caracteristicas que podem ser estudadas, uma das mais
interessantes ¢ a andlise de geradores, que estima a &area cerebral responsavel pela

atividade elétrica observada.

A estimacdo da origem da atividade cerebral observada consiste na
resolucdo dos problema inverso e direto. A solugdo do problema inverso pode ser
realizada por meio de varias técnicas. A andlise visual ¢ a forma mais basica. No caso
das EGI, a descarga epileptiforme generalizada ocorre em todos os canais do EEG,

podendo ter maior amplitude em alguns eletrodos. (110,111)

A resolugdo do problema direto inicia em uma determinada configuragao de
fonte elétrica representando neurdnios ativos. Os potenciais nos eletrodos sdo
calculados para esta configuracao. O problema inverso tenta encontrar o gerador elétrico
que gerou a atividade aferida. Resolvendo o problema inverso, solugdes do problema
direto para diferentes configuragcdes de fonte sdo necessarias. (110) Para isso, existem
diversos modelos de calculo de fonte e também modelos de cabeca para demonstrar a
solucdo encontrada. (111) Uma questdo metodologica importante na localiza¢do da
fonte ¢ a sele¢do apropriada do algoritmo de andlise de fonte geradora da atividade

observada e dos modelos de cabeca.

O modelo de andlise de fonte mais simples ¢ o de dipolo inico ou fonte
unica, em que se assume que o campo elétrico € criado por um ponto tnico de dipolo
equivalente, ou seja, em que apenas uma pequena por¢cdo de cortex foi ativada para
produzir determinada onda eletroencefalografica. Neste caso, a acuracia da localizacdo
estimada ¢ da ordem de 3 mm, aproximadamente. Existem também os modelos de
fontes multiplas, em que se parte da prerrogativa que h4 dois ou mais dipolos e o
cérebro ¢ dividido em vérias sub-regides, sendo cada sub-regido representada por um
dipolo. Existem ainda modelos de fontes com localizagdes fixas e o com fontes
limitadas a uma pequena area conhecida. (112) A escolha do modelo depende do tipo de

sinal que se pretende avaliar.
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O modelo de cabeca mais simples e mais usado € uma esfera concéntrica
multicamadas. O cranio, escalpo, cortex cerebral, e outros tecidos sao modelados como
diferentes camadas com diferentes condutividades elétricas. Um modelo mais realistico
seria nao homogéneo, anisotrépico e nao esférico. Este tipo de modelo acurado usa

informacdes anatdmicas obtidas por tomografia computadorizada (TC) ou RM.(113)

Outra forma de andlise quantitativa do EEG sdo os métodos indeterminados
(distribuidos). Os modelos indeterminados sdo baseados na reconstru¢cdo da atividade
elétrica cerebral em cada ponto de uma grade tridimensional de pontos de solucdo, o
numero de pontos ¢ bem maior que o nimero de pontos medidos na superficie
(eletrodos). Cada ponto de solugdo ¢ considerado como possivel localizacdo de uma
fonte geradora de corrente, ndo havendo hipotese prévia sobre o nimero de dipolos no

cérebro. (114)

Um dos métodos distribuidos mais utilizado ¢ a tomografia eletromagnética
de baixa resolugao (LORETA — do inglés Low Resolution Eletromagnetic Tomography)
aplicada iterativamente seguindo a andlise classica de tomografia eletromagnética de

baixa resolugdo. (115)

1.3 Andlise quantitativa da RM

A andlise visual da neuroimagem de pacientes com EGI ndo mostra
alteragdes caracteristicas. Assim, a analise quantitativa, que aumenta a sensibilidade
para deteccao de anormalidades, ¢ uma ferramenta 1til no estudo deste subgrupo de

epilepsias.

Como com o EEGq, existem varias modalidades para a analise quantitativa
da RM. A utilizagdo do método adequado depende do tipo de diferenca que se espera

encontrar entre as imagens.

Uma das técnicas quantitativas mais utilizadas para avaliagdo de pacientes
com EGI ¢ a VBM. Este método permite a investigacdo de diferencas focais na
anatomia cerebral. As imagens de RM obtidas na sequencia volumétrica sdo divididas
em voxels, que sdo as unidades de informagao grafica que definem os pontos no espago
tridimensional que inclui as coordenadas x,y e z. No espago tridimensional, cada uma
das coordenadas ¢ definida em termos de posicdo, cor e densidade. Assim, as imagens

de TC ou RM podem ser subdivididas em diversos voxels. (116) O nimero de voxels
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resultante dependera do tamanho do voxel escolhido quando da aquisicao da imagem.
De maneira simplificada, quanto menor o voxel, maior defini¢gdo possuird a imagem
pois tera maior contraste e nitidez. Assim, na VBM, faz-se a comparagdo entre as
unidades correspondentes de diferentes exames. E utilizada principalmente para

avaliag¢do da substancia cinzenta. (117)

Grande parte do processo de andlise da VBM ¢ realizada de forma
automatica. Esta ¢ uma das grandes vantagens do método ja que esta menos sujeita a
impressoes subjetivas do investigador. Outra vantagem ¢ a realizacdo de comparagdes
voxel a voxel. Esta abordagem permite a comparacdo entre grupos de imagens
fornecendo como resultado final um mapa estatistico paramétrico mostrando as regioes
onde a concentracdo de substancia cinzenta difere de forma significativa entre os
grupos. E realizada correcio para multiplas comparagdes seguindo a teoria de campos

aleatorios gaussianos. (118)

A comparagdo entre grupos ¢ possivel, pois o primeiro passo da
morfometria envolve a normalizacdo das imagens de alta resolucao de todos os sujeitos
do estudo no mesmo espaco estereotdxico, fazendo com que sejam minimizadas as
diferencas de forma e tamanho. O segundo passo envolve a segmentacdo automatica,
que estima a probabilidade de cada voxel corresponder a substancia cinzenta. A seguir,
¢ feita a suavizagdo com objetivo de diminuir a varia¢ao interindividual da anatomia dos
giros cerebrais. Pode ser feita VBM em toda a substancia cinzenta ou trabalhar com
regioes de interesse, em que se seleciona a regido a ser analisada. A concentracdo ou
volume local da substancia cinzenta ¢ calculado e os resultados se apresentam como

aumento ou redu¢do do sinal em determinados voxels, refletindo atrofia ou aumento.

(117)

Em uma avaliagdo de 83 pacientes com EGI utilizando a VBM, foi
demonstrado aumento de substincia cinzenta na regido frontal basal de 44 pacientes
com EMJ e na regido frontal mesial superior de 24 pacientes com EA. (63) Além disso,
evidéncias também apontaram para alteracdes estruturais localizadas no talamo de
pacientes com EGI. (119) Deste modo, achados de investigacdo quantitativa estrutural
indicam a participacdo do circuito talamo-cortical no mecanismo fisiopatologico da

doenga.
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Apesar dos varios estudos demonstrando anormalidades focais na analise
quantitativa da RM de pacientes com EGI, poucos foram os que procuraram investigar
focalidades com o EEGq. Além disso, ndo foram encontrados estudos que relacionam
os dois métodos. Os mecanismos fisiopatoldgicos das EGI e das crises generalizadas

ainda permanecem em investigacao.
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2. Hipotese

Pacientes com EGI apresentam alteragdes focais estruturais relacionadas a

génese das descargas epileptiformes generalizadas.
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3. Objetivos

Os objetivos gerais deste estudo foram:
1- Investigar a fisiopatologia das EGI utilizando métodos quantitativos de

analise do EEG e da RM.

Objetivos especificos:

1- Identificar a presenca de focalidades no inicio das descargas

epileptiformes generalizadas por meio de métodos de quantificacdo do EEG;

2- Identificar a presenca de alteragdes estruturais sutis no local mais
apontado como envolvido no inicio das descargas epileptiformes generalizadas por

meio de métodos quantitativos de analise da RM de pacientes com EGI.

3- Fazer o estudo quantitativo da RM na mesma area definida para todo o

grupo de EGI para o subgrupo de pacientes com EMJ.
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4. Material e métodos

O projeto deste estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu e foi devidamente aprovado (Protocolo C.E.P.:
4147-2012). Todos os individuos que aceitaram participar do estudo assinaram termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Este ¢ um estudo transversal que avaliou as caracteristicas das descargas
epileptiformes e da neuroimagem de pacientes com EGI por meio de métodos
quantitativos de andlise. Houve duas fases de investigagdo. Na primeira, investigamos o
EEG de pacientes com EGI. Na segunda fase, estudamos diferengas de neuroimagem de

pacientes com EGI em relacdo a um grupo controle.

4.1 Selegdo dos sujeitos

Na primeira fase do estudo, selecionamos de forma retrospectiva EEGs com
descargas epileptiformes generalizadas compativeis com EGI realizados no laboratério
de neurofisiologia da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB-UNESP) entre os anos
de 2008 e 2012. Os prontuarios foram revisados para obtencao de informagdes quanto a
histéria clinica e exame neuroldgico. Estes tragados foram posteriormente submetidos a
analise quantitativa.

Na segunda fase, foram incluidos pacientes consecutivos com o diagnostico
de EGI que estavam em acompanhamento no Ambulatorio de Epilepsia da FMB-
UNESP e que ndo tinham contraindicacdo para a realizagdo de RM. Foram também
selecionados individuos sem historia de doenca neurologica junto a comunidade local
para participar do grupo controle. Estes sujeitos foram submetidos a RM de encéfalo
para posterior analise quantitativa.

O referido ambulatorio de epilepsia acompanha pacientes adultos e portanto
os pacientes incluidos tinham idade maior que 15 anos no momento de inclusdao do

estudo.
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Criteérios de inclusdo:

a) Pacientes com historia clinica e exame neurologico compativeis com
EGI;

b) Presenca de descargas epileptiformes generalizadas ao
eletroencefalograma,;

c) Desejo de participar da pesquisa;

d) Auséncia de contraindicagdes para realizacdo do exame de RM.
Criterios de exclusdo:

a) Desejo de sair do estudo;
b) Individuos que durante a investigagdao apresentaram diagnostico de crises

ndo epilépticas.

4.2 EEG

O EEG de rotina foi registrado por 20 minutos, com montagem
internacional 10-20, em aparelho Meditron de 22 canais. Os seguintes eletrodos foram
utilizados para fazer o registro eletroencefalografico: Fpl, Fp2, F7, F3, Fz, F8, F4, T3,
C3, Cz, T4, C4, T5, P3, Pz, T6, P4, O2, Oz ¢ O1, com os eletrodos Al e A2 como
referéncia. Fotoestimulagdo e hiperventilagdo foram realizados durante todos os
exames. A taxa de amostragem foi de 256 Hz e impedancia foi mantida abaixo de 10
kQ.

A andlise visual do exame foi realizada pelos pesquisadores. As descargas
epileptiformes generalizadas foram selecionadas em toda a sua extensdo
independentemente de sua duracdo. Exames de um mesmo paciente foram incluidos em
casos em que mais de um ano se passou entre as aquisi¢oes, ja que varios fatores podem
influenciar a apari¢do e a caracteristica de descargas epileptiformes, como a idade,
sindrome epiléptica, estado de consciéncia, fatores desencadeantes, entre outros. (120)

Os tragados eletroencefalograficos foram convertidos para o formato EDF
(do inglés, European Data Format). Para a andlise quantitativa do EEG, foram
utilizados os programas BESA Research 6.0 (do inglés, Brain Eletric Source Analysis,

Grafelfing, Alemanha; http://www.besa.de/downloads/besa-research/besa-research-6-
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1/), e o EEGLAB versao 12 (http://www.sccn.ucsd.edu/eeglab) rodando sob a
plataforma Matlab R2012b (MathWorks; Natick, EUA;
http://www.mathworks.com/products/new_products/release2012b.html?requestedDoma
in=www.mathworks.com). (121)

Foram realizados trés tipos de andlise das descargas epileptiformes

generalizadas:

4.2.1 Andlise de localizag¢do do dipolo equivalente com transformacgdo
em imagem (do inglés, Dipole Source Imaging-DSI)

Os dados eletroencefalograficos em formato EDF foram importados para o
programa BESA. As descargas epileptiformes generalizadas foram selecionadas
visualmente e a primeira espicula inequivoca foi marcada para cada descarga. Trechos
de 400 ms iniciando-se 250 ms anteriormente a primeira espicula e 150 ms apds foram
submetidos a decomposi¢dao usando analise de componente principal. Um intervalo de
20 ms na porcao ascendente da espicula foi usado para analise de fonte geradora. Os
dados eletroencefalograficos de cada época individual foram filtrados entre 5 e 35 Hz.

Uma aproximagdo de um modelo anatomico para pacientes adultos foi
utilizada para localizacdo da fonte do dipolo. Um local para o inicio do dipolo
equivalente foi calculado para cada descarga, e as coordenadas de Talairach resultantes

foram extraidas para a analise. (117,122)

4.2.2 CLARA (do inglés, Classical LORETA recursively applied- andlise
LORETA classica aplicada repetidamente)

Foram utilizados os mesmos 20 ms descritos para o método anterior. Os
resultados obtidos com este método sdo mais focais devido a uma redugao implicita do
espago em cada iteracdo. Eles representam a densidade média de corrente, expressa em
nAm/cm’. As coordenadas de Talairach foram extraidas do sitio anatémico contendo a
densidade de corrente méaxima. A solu¢do também foi exportada como imagens
tridimensionais com voxels de 1 mm no formato ANALYSE (Biomedic Imaging
Resource, Mayo Clinic, E.U.A.).

Imagens de sobreposi¢dao e das médias derivadas da localizacao de fontes
pelo método CLARA foram geradas para todos os tracados individuais com o programa
NPM (do inglés, Non-Parametric Mapping; http://www.cabiatl.com/mricro/npm/).
(123)



34

4.2.3 Dipolo equivalente de componentes independentes com andlise
de agrupamentos

Descargas com épocas de 1 segundo foram importadas para processamento
no EEGLAB. Coordenadas da posi¢do dos eletrodos foram verificadas e corrigidas para
as diferengas individuais conforme necessario. As descargas foram processadas para
decomposicdo em componentes espacialmente fixos e temporalmente independentes
pela analise de componentes independentes.

Todos os componentes gerados foram usados para analise subsequente. Para
localizagdao do dipolo, um modelo de cabega esférico de quatro camadas e ajuste ndo
linear foram usados. Um modelo de fonte tinica de dipolo equivalente foi calculado para
cada componente com a funcdo DIPFIT. (121) Esta funcdo também transpde os
resultados alcangados no modelo esférico para um modelo de imagem de RM no espaco
padrao tridimensional de Talairach. Para identificar padrdes comuns de descarga e
propagacdo, andlise de agrupamentos de dipolo equivalente obtido para cada
componente foi realizado por meio de um algoritmo de médias k.

Fontes de dipolos localizados de forma muito proxima foram classificados
nos mesmos agrupamentos. O numero padrio de agrupamentos foi inicialmente
selecionado. O numero foi ajustado quando necessdrio de acordo com as fontes
identificadas pelos outros métodos e a estabilidade do sinal. Coordenadas de Talairach
foram extraidas para analise de duas formas:

Do centroide do componente independente principal ¢ de todos os

componentes independentes de dipolo do agrupamento principal.

4.3 Ressondncia magnética

Pacientes e 36 sujeitos do grupo controle foram submetidos a RM, em
aparelho Siemens Healthcare (Alemanha), modelo MAGNETON® Verio 3T (Tesla),

com bobina matriz de 12 canais para a cabega.

O exame de RM seguiu um protocolo especifico para avaliagdo de epilepsia.
Foram incluidos:
* Imagens coronais: T1 “inversion recovery” e T2 multi-echo

perpendiculares ao eixo longo do hipocampo definido a partir da imagem sagital.
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* Imagens axiais: FLAIR (“fluid attenuation inversion recovery”) com
supressao de gordura, paralelas ao eixo longo do hipocampo.

* Imagens volumétricas ponderadas em T1: imagens tridimensionais com
voxels isotropicos de 1 mm.

* Imagens de difusdo (DTI): com pelo menos 32 diregdes.

As sequencias tridimensionais gradient-recalled echo T1 (192 fatias sagitais
de espessura de 1 mm; em resolucao plana de 0,5 x 0,5 mm; campo de visao (FOV) de
256 x 256 mm; tempo de repeticao (TR): 2,300 ms; tempo de eco (TE): 2,47 ms; tempo
de aquisi¢do: 5,21 minutos por volume, ¢ angulo de giro de 9 graus) foram usadas. As
imagens foram adquiridas no formato DICOM (do inglés, Digital Imaging and
Communications in Medicine).

A andlise visual qualitativa dos exames de RM foi realizada por
investigador com experiéncia em neuroimagem. Durante a avaliagdo qualitativa, este
investigador ndo tinha a informagdo em relagdo ao grupo ao qual determinado exame
pertencia.

A andlise quantitativa da RM foi feita para todo o grupo de pacientes com
EGI e para o subgrupo de pacientes com EMJ, por se tratar da subsindrome mais
prevalente.

A andlise quantitativa da RM foi realizada com trés métodos diferentes, e
teve como regido de interesse o giro do cingulo. Como veremos adiante, o giro do
cingulo foi um dos resultados mais frequentes da andlise do EEG, além da porgao
medial do giro frontal. Assim, optamos por analisar o giro do cingulo pois até o
momento da realizacdo das andlises ndo haviamos encontrado nenhum estudo com

enfoque nesta area.

4.3.1 Morfometria baseada em voxel (VBM)

Para a realizacdo da VBM, as imagens da sequéncia volumétrica em T1 no
formato DICOM foram transformadas para o formato NifTI (do inglés, Neuroimaging
Informatics  Technology  Initiative)  utilizando o  programa  MRIcron

(http://www.mccauslandcenter.sc.edu/mricro/mricron/). (117)

Esta conversdo permite o manuseio e conducgdo das analises. Para os passos
seguintes, o software SPM8 (www.fil.ion.ucl.ac.uk) e a caixa de ferramentas VBMS

(http://dbm.neur- 9o.uni-jena.de/vbm/) acoplado a plataforma Matlab R2012b
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(MathWorks, Natick, MA, EUA) foram os principais programas usados. As imagens
foram normalizadas e as substancias cinzenta e branca segmentadas com a abordagem
conhecida como segmentacao unificada utilizando o algoritmo DARTEL (do inglés,
Diffeomorphic Anatomical Registration Through Exponentiated Lie). Este algoritmo
cria. um modelo de todas as imagens e as registra computando um campo de

deformacdes das imagens.

As imagens também foram moduladas para a preservagdo das concentragdes de
substancia cinzenta e para a correcdo de vieses. A qualidade da segmentagdo final de

cada exame foi visualmente revisada.

Finalmente, cada imagem de substincia cinzenta foi suavizada com um
filtro gaussiano 10 mm FWHM (do inglés Full Width at Half Maximum).

A regido de interesse delimitada foi o giro do cingulo. As analises
estatisticas foram feitas usando uma analise fatorial limitada a regido de interesse com
as covaridveis: idade, sexo, ¢ volume intracraniano total. A regido de interesse foi
delineada automaticamente usando a ferramenta Wake Forest University PickAtlas
(WFUPickatlas; http://fmri.wfubmc.edu/download.php) derivada da biblioteca do
Automated Anatomical Labeling (AAL). Esta ferramenta utiliza um método de
parcelagdo automatica que ¢ capaz de obter o volume de determinadas estruturas
anatomicas de acordo com um atlas. (124)

As comparagdes foram realizadas entre os grupos (EGI versus controle). Os
resultados constituem mapas estatisticos das comparagdes entre grupos de imagens. O
nivel de significancia selecionado foi um valor de p nao corrigido < 0,05.

Por fim, o mapa de Talairach foi usado para localizar as coordenadas
correspondentes as areas de maior diferenca entre os grupos de imagens de pacientes e

controles encontradas nos mapas estatisticos.

4.3.2 Andlise cortical do giro do cingulo

O programa Freesurfer (versao 5.3; http://freesurfer.net/fswiki/) de analise
de imagens foi usado para gerar modelos de superficie de substancias branca e cinzenta,
bem como para realizar a segmentacdo do cortex do giro do cingulo de pacientes e
controles. Imagens foram importadas para o programa e foram automaticamente

submetidas a varios passos de processamento padrao, incluindo corre¢do de movimento,
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remog¢dao de tecido ndo cerebral, registro automdatico no espago de Talairach,
segmentacao de estruturas subcorticais € separacdo dos limites entre as substancias
branca e cinzenta. Apos a realizagdo desses passos, modelos corticais foram inflados e
registrados em um atlas esférico baseado em padrdes de dobramento cortical individual
para equiparar a geometria cortical entre individuos. Finalmente, o cortex cerebral foi
delimitado respeitando as estruturas de giros e sulcos.

O giro do cingulo foi subdividido nas seguintes areas: anterior rostral (AR),
anterior caudal (AC), posterior (P) e istmo (I).

Foram entdo obtidos os seguintes parametros para cada sub-regido do giro
do cingulo de cada individuo (AR, AC, P e I):

* Area

* Volume

* Espessura cortical com desvio padrao

* Dobramento

* Informagdes de curvatura (indice, média e gaussiana)

A érea de superficie que compreende o vértice ¢ determinada como a area
média da regido triangular associada indicando expansdo de area. O volume cortical € o
produto da espessura e da area de superficie. A espessura cortical ¢ calculada como a
distancia entre a substancia branca e a substancia cinzenta na superficie modelada.

O indice de dobramento ¢ a integral do produto da curvatura maxima
principal e a diferenca entre a curvatura maxima e a minima dividida por 4n. O indice
de curvatura representa a integral entre todas as regides de curvatura positiva intrinseca
dividida por 4n. A curvatura média ¢ a média da curvatura calculada da curvatura
principal em cada vértice. Curvatura gaussiana € a curvatura gaussiana média obtida
pelo produto da curvatura principal em cada vértice. Resultados dos parametros obtidos,
quando apropriado, foram normalizados de acordo com o volume intracraniano total

(VIT) usando método de covariancia:
VN = VO - Grad (CMi- CM média)

VN: volume normalizado
VO: volume original
Grad: linha de regressao entre o parametro e a VIT

CMi: valor da VIT para o individuo
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CM média: valor médio da VIT para todos os sujeitos controle

Os parametros obtidos para cada individuo foram padronizados de acordo

com o valor de controles normais usando uma transformada de Z score:

7 - (medida para o individuo—média de todos os sujeitos)

desvio padriao

Essa transformacao indica que se um paciente teve um Z score de -2, a
caracteristica estudada foi dois desvios padrao abaixo da média dos controles.

Andlise estatistica foi realizada comparando pacientes com controles. Testes
t de Student foram usados para avaliar diferengas em cada parametro. Um modelo linear
generalizado foi usado para analise de superficie com contrastes T procurando por
parametros aumentados ou diminuidos. Idade e volume intracraniano total foram
incluidos como fatores confundidores. As comparagdes ficaram restritas ao giro do
cingulo. Area, area pial, curvatura média suavizada, convexidade média representando
as medidas de cada ponto acima da superficie média, espessura e volume foram
comparados para cada hemisfério apds uma suavizagao com filtro de 10 mm FWHM.

Os resultados foram apresentados por meio de mapas demonstrando as
analises de cada parametro para pacientes e controles e também por meio de mapas
estatisticos demonstrando os resultados da analise com modelo linear generalizado, que
procurou demonstrar as areas com maiores diferencas entre todos os parametros
estudados.

O valor de p considerado foi o de <0,05.

4.3.3 Andlise de formato

Para a anélise de formato, dados da segmentagdo binaria das quatro porgdes
do giro do cingulo (AR, AC, P e 1) de cada paciente foram importados do Freesurfer.
Um processamento inicial foi feito em que as imagens foram minimamente suavizadas e
preenchidas. Os segmentos foram convertidos em malhas de superficie e uma
parametrizacdo esférica foi computada pela otimizacdo de uma area igual de

mapeamento da malha de voxels tridimensional em uma esfera, minimizando distorgdes
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angulares. A descri¢do dos harmonicos esféricos (SPHARM) foi adquirida da malha e
da parametrizacdo esférica. (125)

Usando o elipsoide de primeira ordem obtido dos coeficientes de
harmodnicos esféricos, toda a parametrizagdo esférica foi alinhada para criar a
correspondéncia entre todas as superficies.

Finalmente, a descricdo SPHARM foi amostrada em superficies triangulares
via subdivisdo icosaédrica (modelo de distribuicao pontual).

As superficies resultantes foram todas espacialmente alinhadas usando o
alinhamento rigido.

Para cada sub-regido do cingulo, uma estrutura média foi calculada pela
média das coordenadas tridimensionais dos pontos de superficie correspondentes entre
os individuos de cada grupo.

A superficie resultante foi usada como um modelo na andlise de formato.

Para a analise estatistica, as médias de formato tridimensionais dos
pacientes foram comparadas com o grupo controle usando o teste T2 de Hotelling.
Mapas estatisticos, mapas de distancia e mapas de campos de vetores foram gerados e
sobrepostos na estrutura média tridimensional. Baseado no modelo, o mapa da distancia

foi gerado calculando a distancia da superficie.

O valor de p considerado foi < 0,05.
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5. Resultados

5.1 Sujeitos

Foram selecionados 75 tragados eletroencefalograficos com descargas
epileptiformes generalizadas compativeis com EGI de 64 pacientes para a andlise
quantitativa do EEG. Trinta e cinco destes eram do sexo feminino e a idade média foi de
31+ 14. Quatro exames foram excluidos por excesso de artefatos ou qualidade ruim da

linha de base.

Destes, 32 pacientes realizaram RM que foi submetida as analises
quantitativas de neuroimagem. Dezoito eram mulheres e a idade média foi de 30 £ 10
anos (17-58). Trinta e seis sujeitos sem historia de doenga neurologica prévia foram

selecionados para o grupo controle, com idade média de 32 &+ 11 anos (21-57).

5.2 Caracteristicas clinicas

Dos 64 pacientes incluidos para a andlise eletroencefalografica, 21
apresentavam o diagnostico de EGI sem especificacdo de subsindrome, 16 EMJ, 16
ECTCQG, e quatro pacientes apresentavam EA. Foram incluidos ainda dois pacientes que
apresentavam o diagnostico de epilepsia focal antes da realizagdo do EEG porém que
apresentaram EEG compativel com EGI e 5 pacientes que ndo tinham diagnostico
prévio de epilepsia e apenas apresentaram crises generalizadas em um contexto de
anormalidades metabdlicas, mas que tinham EEG interictal com descargas

caracteristicas de EGI.

Em relacdo ao uso de medicagdes, informagdes acerca do quadro clinico
estavam presentes para o subgrupo de 32 pacientes que realizaram a RM, pois estes
ainda se encontravam em acompanhamento no ambulatorio de epilepsia da FMB e

responderam a questionario na ocasido da realizacao do exame de RM.

Todos eles estavam em uso de FAE. 23 pacientes estavam em monoterapia,
6 estavam usando 2 medicagdes, € 3 pacientes estavam em uso de 3 FAE. 11 estavam
em uso de valproato (7 em monoterapia), 7 estavam usando lamotrigina (4 em
monoterapia). As outras FAE em uso foram: carbamazepina (11 pacientes), topiramato

(5), fenitoina (3), oxcarbazepina (2), clobazam (2), fenobarbital ( 1) e etosuximida (1).
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Vinte pacientes tinham o diagndstico de EMJ, 6 de EA, 6 ECTCG.
Dezenove pacientes tinham crises mioclonicas e crises tonico-clonicas, 5 tinham crises
de auséncia e crises tonico-clonicas e 3 pacientes tinham todos estes 3 tipos de crises. A
idade média da primeira crise foi 15,1 £ 5,2 anos (8-29). O tempo médio livre de crises

foi de 1,3 + 1,8 anos (0-7).

5.3 Achados eletroencefalogrdficos

Em relacdo aos tipos de descarga generalizadas encontradas, 46 tracados
apresentavam descargas generalizadas espicula-onda irregulares, 17 tracados com
descargas generalizadas espicula-onda regulares, 9 tracados com padrio misto de
descargas regulares e irregulares, e 3 tracados com espiculas irregulares ou
poliespiculas. A duracdo média das descargas foi de 4 £3s (1-22s). 4 descargas duraram

menos que 1 segundo.

Cinco pacientes tiveram seus tracados incluidos por 2 vezes e 3 pacientes
tiveram tracados incluidos 3 vezes. O intervalo médio entre os exames foi de 1,6 1,2

anos (1-4 anos).

5.4 Avaliagdo qualitativa da RM

A analise visual, ndo foram encontradas altera¢des nas RM de encéfalo
estudadas.
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ARTIGO 1 - Analise quantitativa do eletroencefalograma

5.5 Andlise quantitativa do EEG

No total, 753 descargas epileptiformes foram avaliadas, com uma média de
12+15 descargas epileptiformes por exame. Analises utilizando as 3 técnicas resultaram
em um predominio da localizagcdo de focos na por¢ao anterior do giro do cingulo (36%)
e por (23%). A porcao medial do lobo frontal estava envolvido em 165 vezes (70%). Os

lobos parietal e occipital em 35 fontes (14%) e ganglios da base em 29 fontes (12%).

5.5.1 Andlise de localizag¢do do dipolo equivalente com transformacgdo
em imagem (Dipole Source Imaging-DSI)

A andlise de dipolo identificou 72 fontes. Elas corresponderam
predominantemente a por¢ao medial do lobo frontal (27%) e porcao anterior do giro do
cingulo (21%). O lobo frontal correspondeu ao local de geracao das descargas em 68%

das vezes.

Figura 1: Representacdo anatomica derivada dos resultados da analise de localizagdo do dipolo
equivalente com transformagdo em imagem (DSI). 72 descargas estdo sobrepostas em um
modelo anatdomico do cérebro inflado, mostrado nas orientagdes sagital (esquerda), coronal

(anterior), e axial.
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5.5.2 CLARA

Utilizando método CLARA, foram obtidas 77 fontes de geracdo de
descargas epileptiformes. Em 2 dos tragados avaliados, houve 2 4reas com densidade de
corrente maximas. O cortex da por¢ao anterior do giro do cingulo e a por¢ao medial do
lobo frontal foram as duas principais fontes geradoras encontradas. O lobo frontal

estava envolvido em 74% das vezes.

Figura 2: Resultado das analises utilizando CLARA: fonte geradora de descargas para todos os
75 tragados de EEG em uma imagem de sobreposi¢dao (A) e em uma imagem da média (B). Os
resultados foram sobrepostos em um modelo de RM e estdo representados em termos de nimero

de dipolos por area de acordo com a barra de cores em (A) e densidade de corrente em nAm/cm’

de acordo com a barra de cores em (B)
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5.5.3 Dipolo equivalente de componentes independentes com andlise

de agrupamentos

A andlise de subgrupos identificou 88 fontes de geracdo de descargas

epileptiformes. Uma das descargas apresentou trés focos e 13 descargas, dois focos.

Estes resultados também mostraram um predominio no giro do cingulo em sua por¢ao

anterior ¢ no lobo frontal medial. Em 63% das vezes, localizagao foi o lobo frontal.

Figura 3: Analise de componentes independentes de 753 descargas. A caixa mostra o0s

resultados desenhados em um modelo tridimensional de superficie inflada de substancia

cinzenta. Os resultados foram mostrados em termos de nimero de componentes independentes

de acordo com a barra de cores abaixo
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ARTIGO 2 - Anilise quantitativa da ressonancia magnética

5.6 Andlise quantitativa da RM

5.6.1 Morfometria baseada em voxel (VBM)

A andlise de VBM do giro do cingulo mostrou areas de atrofia de substancia
cinzenta principalmente na por¢do anterior do giro do cingulo e no istmo (tabela 1;
figura 4). O volume total de atrofia, incluindo agrupamentos com menos de 20 voxels
contiguos, foi de 972 mm® (10 agrupamentos) para a por¢do anterior do giro do cingulo
e 168 mm® para a porgdo posterior do giro do cingulo e istmo. Usando os mesmos
parametros de andlise, areas de aumento de volume de substancia cinzenta nao foram

encontradas.

Tabela 1. Resultados da VBM do giro do cingulo

Tamanho do Valor T Valor Z Valorp Coordenadas Localizacao
agrupamento

(mm’)

370 3,2 3,1 0,001 15,29,31 AC

156 3,2 3,1 0,001 -8,-69,15 I

256 3,2 3,1 0,001 12,36,-11 AR

76 2,7 2,1 0,004 14,47,-5 AR

205 2,7 2,6 0,004 -14,38,15 AC

Coordenadas no espago do Instituto Neurologico de Montreal (Montreal Neurological Institute)

— X,y € z em milimetros

5.6.2 Andlise cortical com Freesurfer

A andlise de superficie cortical mostrou que 29 dos pacientes (91%) e 33
controles (92%) apresentaram pelo menos um pardmetro anormal. 28 pacientes
apresentaram anormalidades de curvatura (incluindo indice, média e gaussiana). 18
pacientes apresentaram anormalidades de volume, 16 anormalidades de espessura, 12 de
dobramento ¢ 8 de area. Em relacdo a localizagdo, para o hemisfério esquerdo, 5

pacientes apresentaram anormalidades na por¢ao AR, 17 em AC, 14 na porcao P, e 19
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em I. Para o hemisfério direito, 12 pacientes mostraram anormalidades na por¢ao AR,
17em AC, 19 em P e 9 em I (figura 5). Andlise estatistica ndo mostrou diferengas entre
pacientes e controles exceto pelo volume da porgdo anterior rostral a direita e caudal
anterior (p < 0,001 e p = 0,028, respectivamente) e espessura do istmo direito (p =

0,004).

A éarea total de anormalidades focais, incluindo subgrupos com menos de 20
vértices contiguos foi de 221,95 mm? (17 agrupamentos) para a por¢io anterior do giro
do cingulo e 718,12 mm? (32 agrupamentos) para a por¢io posterior do giro do cingulo

e o istmo (tabela 2 e figura 4B).

Figura 4. Analise estatistica comparando o giro do cingulo de pacientes e controles usando (A)
morfometria baseada em voxel e (B) analise cortical. Valores de p estdo codificados por cor
com as barras abaixo das figuras. Os resultados foram sobrepostos em um modelo de superficie
cerebral. (A) Areas estatisticamente significantes indicam atrofia de substancia cinzenta. Quadro
mostra a visdo correspondente de um modelo de RM. (B) Diferengas com significancia
estatistica em volume, espessura, convexidade média, curvatura média suavizada, area pial,

area. As cores quentes representam areas em que os parametros estdo reduzidos no grupo de

pacientes em relagdo aos controles, enquanto as cores frias representam aumento.

A

0.01 0.001
Controls > Patients I
p - value

B‘ ‘
0.05 0.01

Controls > Patients | EEEG—_—
Controls < Patients I
p - value
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Figura 5: Anaélise de superficie cortical do giro do cingulo. Os pardmetros foram padronizados
de acordo com os controles utilizando transformacdo de Z-score. Todos os valores dos oito
principais pardmetros obtidos para cada paciente (pontos pretos) e controle ( pontos cinza) estdo
representados. As figuras estdo ordenadas de acordo com a correspondéncia anatdmica como
mostrado na figura de area ( por¢do anterior rostral- RA; por¢do anterior caudal- CA; porcao
posterior— P; istmo— I). Para EMJ e para todos com EGI, mapas do nimero de pacientes que
tiveram 2 ou mais desvios padrdo acima ou abaixo dos controles para cada pardmetro e
subregido do giro do cingulo estdo mostrados em (A) (cores quentes, linhas superiores). Para
EMJ e todos os pacientes com EGI, mapas com as médias dos pardmetros também foram
mostrados para cada parametro ¢ sub-regido do giro do cingulo em (B) (cores frias, linhas
inferiores). Os mapas foram sobrepostos em modelo tridimensional de substancia branca
mostrado na orientagdo sagital medial. Mapas estdo codificados por cor segundo a escala

mostrada.

Area Volume Thickness Thickness (SD)
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Bd]oo;oa ?ngo Lo SO
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Tabela 2. Resultados da analise estatistica da superficie cortical do giro do cingulo

mostrando a area, numero de vértices com significincia estatistica e valor de p de acordo

com a localizacao

Area Vértice (n) Valor maximo Localizacao
(mmz) de p
Area 41 104 0,02 -11,6,38 AC
102 278 0,005 -8,-31,40 P
26 63 0,023 7,-35,35P
31 88 0,03 14,-32,37 P
31 99 0,021 -11,-45,2 1
43 102 0,031 -6,-51,22 1
22 55 0,024 7,-36,351
Area pial 29 81 0,021 -10,-31,40 P
22 52 0,02 7,-35,38 P
Curvatura 30 67 0,022 -3,19,-4 AR
20 51 0,021 -5,-33,40 P
16 50 0,016 12,-13,39 P
18 43 0,018 5,-34,39 P
25 61 0,010 -19,-52,3 1
11 27 0,028 11,-52,8 1
Profundidade do sulco 23 41 0,029 6,33,19 AC
25 61 0,028 6,-33,38 P
Espessura 32 71 0,029 -7,33,-8 AR
45 81 0,013 6,35,-5 AR
45 123 0,017 10,-12,39 P
39 85 0,023 6,-36,42 P
29 73 0,005 -20,-55,71
Volume 17 42 0,034 -10,13,34 AC
33 92 0,02 -9,-31,40 P
23 77 0,008 15,-16,40 P
59 197 0,015 -9,-45,22 1
20 46 0,017 -16,-45,-4 1

Localizacdo do espago de Talairach (x, y € z em milimetros)
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5.6.3 Andlise de formato

Alguns modelos de superficie foram excluidos em razao de resultados ruins
nos passos de pré-processamento. Exclusdes de sujeitos com processamento ruim no
giro do cingulo do hemisfério esquerdo incluiram o seguinte: trés controles e quatro
pacientes para a porcao anterior rostral, dois controles e quatro pacientes para anterior
caudal, quatro controles e um paciente para posterior, e seis controles e cinco pacientes
para istmo. Para o giro do cingulo no hemisfério direito, cinco controles e quatro
pacientes, um controle e um paciente anterior caudal, um controle (posterior), e trés

controles e dois pacientes foram excluidos.

A andlise de formato mostrou uma prevaléncia de diferencas

estatisticamente significativas na porc¢ao anterior do giro do cingulo.

A érea total foi de 130,5 mm” para a porgio anterior do giro do cingulo e
63,1 mm” para o istmo e por¢do posterior. O hemisfério direito (area total 161,6 mm?)

também mostrou mais diferencas que o esquerdo (32 mm?).

Todas as estruturas foram compostas de 1.002 pontos. A deformagao
observada no giro do cingulo foi predominantemente para fora (59,5%, 4769 pontos).
Das oito superficies, apenas o istmo esquerdo (54%, 540 pontos) e a por¢do anterior
caudal direita do giro do cingulo apresentaram predominancia de deformidades para

dentro (53,5%, 536 pontos).

Para a por¢do anterior do giro do cingulo, 63,6% (2549) dos pontos
estavam deslocados para dentro comparado com 55,4% (2220) para a por¢do posterior e

istmo (figura 6; tabela 3).
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Tabela 3: Resultados da analise estatistica de formato do giro do cingulo demonstrando a

area obtida de células trianguladas, nimero maximo de pontos adjacentes com

significincia estatistica, nimero total de pontos com significAncia estatistica e valor

maximo de p de acordo com a localizaciao

Esquerda

Direita

Area

19

61
57
17
27

Tamanho
maximo do
agrupamento
(pontos)

7

10

18

2

55

36

13

15

Total

13
18
22

95
80
29
33

Valor

maximo de

p

0,016
0,012
<0,001
0,022
<0,001
0,004
0,004
<0,001

Localizagao

AR
AC

AR
AC
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Figura 6: Analise de formato do giro do cingulo. As figuras sdo modelos tridimensionais das
sub-regides do giro do cingulo nos aspectos medial e lateral. Sdo a representagdo da média dos
modelos de pacientes e controles. O mapa estatistico demonstra areas com significancia
estatistica usando o teste T2 de Hotelling com 500 permutagdes. Os mapas de deslocamento
mostram a subtracdo entre as superficies de controles ¢ pacientes. Os valores positivos (azuis)
indicam que as superficies foram aumentadas para corresponder aos controles, e valores
negativos (vermelho) indicam o oposto. Mapas de campo de vetor mostram os vetores obtidos
pela subtragdo de formatos médios. O tamanho dos vetores esta proporcional e codificado por
cores de acordo com o comprimento escalar obtido. Todos os mapas estdo codificados por cor

de acordo com a escala mostrada.
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5.7 Andlise do subgrupo de pacientes com EM]

A andlise com o subgrupo de pacientes com EMJ mostrou achados
semelhantes aos da investigacao do grupo de IGE. A VBM mostrou areas de atrofia de
substancia cinzenta principalmente na por¢do anterior do giro do cingulo (figura 7;
tabela 4). O volume total de atrofia de substancia cinzenta, incluindo agrupamentos com
menos de 20 voxels contiguos, foi de 477 mm’ (oito agrupamentos) para a por¢io
anterior do giro do cingulo ¢ 111 mm’ (dois agrupamentos) para o istmo e por¢io

posterior. Areas de aumento de substancia cinzenta ndo foram encontradas.

A éarea total de anormalidades corticais, incluindo agrupamentos com menos
de 20 voxels contiguos, foi de 224,62 mm” (nove agrupamentos) para a por¢io anterior
do giro do cingulo ¢ 1261,31 mm” (32 agrupamentos) para a por¢io posterior e istmo.

(figura 7; tabela 4)

Figura 7: Analise estatistica comparando o giro do cingulo de pacientes com EMJ e

controles usando (A) VBM e (B) analise cortical

A

0.01 0.001
Controls > Patients I
p - value

0.05 0.01
Controls > Patients | IEEG—
Controls < Patients I
p - value



Tabela 4: Resultados da VBM comparando pacientes com EMJ e controles
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Tamanho do

agrupamento Valor de T Valor de Z Valor de p (SO L OTECET Localizacao
3 (X, Y, 2)
(mm”)
174 33 3,1 0,001 15,41, 16 anterior caudal
85 3,2 3 0,001 -8,-69, 15 istmo
71 2,9 2,8 0,003 17, 29, 31 anterior caudal
142 2,7 2,6 0,004 -11,41, 10 anterior rostral
32 2,6 2,5 0,007 11, 36, -11 anterior rostral

Coordenadas no espago do Instituto Neurolégico de Montreal (X, y, z em milimetros)

A andlise de superficie cortical mostrou que 18 pacientes (90%)

apresentaram pelo menos um parametro anormal. (figura 7)

A andlise estatistica destes parametros ndo mostrou diferencas entre

pacientes e controles exceto para o volume da porcao anterior rostral direita e anterior

caudal (p =0,008 e p = 0,028, respectivamente), para o dobramento da por¢do anterior

caudal esquerda (p = 0,036) e espessura do istmo direito (p = 0,009).
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Tabela 5: Resultados da analise de superficie cortical do giro do cingulo mostrando area,
numero de vértices com significAncia estatistica, valores maximos de p de acordo com a
localizagdo comparando pacientes com EMJ e controles

Area (mm?) Vértice (n) Valor('iznla;lximo Localizacao
133 363 0,006 -8, -31, 40 posterior
Area 180 496 0,005 14, -29, 36 posterior
12 33 0,018 8,-36, 34 istmo
Area Pial 165 442 0,002 6, -35, 39 posterior
13 38 0,025 -5,-32, 39 posterior
34 80 0,009 5,-20, 39 posterior
15 36 0,019 5,-34, 40 posterior
6 20 0,034 16, -24, 38 posterior
Curvatura
130 427 0,004 -8,-44,25 istmo
12 28 0,025 -18,-51,3 istmo
12 25 0,027 -5,-41,32 istmo
26 62 0,021 21,-53,7 istmo
84 159 0,009 9, 33, -8 anterior rostral
65 153 0,011 6, -34, 39 posterior
Sulcos
35 95 0,028 -9,-54,8 Istmo
57 138 0,019 17,-52,7 Istmo
65 139 0,009 -6, 30, -9 anterior rostral
46 84 0,015 6, 35, -5 anterior rostral
Espessura 38 84 0,023 7,-37,42 posterior
47 114 0,001 -19,-55,7 istmo
16 63 0,039 -9, -45,24 Istmo
16 35 0,032 -11,44,3 anterior rostral
Volume 159 448 0,001 15,-17,40 posterior
55 183 0,009 -8,-43,22 istmo

Localizag¢do no espago de Talairach (x, y, z em milimetros)
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A anilise de formato mostrou 107,87 mm?® para a por¢do anterior, e 63,2

para posterior; direita 42,5 e esquerda 128,6.

Deformagdes foram também predominantemente para fora (58,3%, 4676
pontos). O istmo esquerdo (609 pontos) e por¢ao anterior caudal do giro do cingulo

mostraram deformidades para dentro (610 pontos).

A por¢ao anterior do giro do cingulo apresentou 63,6% (2551 pontos) e a

porgcao posterior 53% (2125 pontos) deslocados para dentro. (figura 8; tabela 6).

Figura 8: Resultados da analise de formato do giro do cingulo comparando

pacientes com EMJ e controles
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Tabela 6: Resultados da analise de formato do giro do cingulo de pacientes com EMJ e

controles, mostrando a area obtida das células triangulares, nimero maximo de pontos

adjacentes com significancia estatistica, nimero total de pontos com significancia estatistica e o

valor de p méaximo de acordo com a localizagdo

Tamanho
Area (mmz) LS G0 Total Vit (RSN Localizacao
agrupamento de p
(pontos)
2 .
4 5 0,012 anterior rostral
19 19 41 0,012 anterior caudal
Esquerda
22 14 34 <0,001 posterior
0 2 2 0,022 istmo
61 55 95 <0,001 anterior rostral
26 12 41 0,004 anterior caudal
Direita
17 13 29 0,004 posterior
24 16 29 <0,001 istmo




57

6. Discussao

Em relagdo aos dados demograficos do estudo, foi possivel observar que os
nossos pacientes apresentaram caracteristicas clinicas semelhantes as populagdes de
estudos epidemioldgicos sobre o tema. Foi verificado um predominio ligeiramente
maior no sexo feminino. A idade média de inicio das crises foi de 15 anos de idade,
dado concordante com a literatura considerando o menor nimero de pacientes com EA,

para os quais as crises se iniciam mais precocemente.

Dos nossos pacientes, 71% estavam fazendo uso de monoterapia,
destacando a boa resposta ao tratamento medicamentoso. Apesar disso, notamos 28%
em politerapia, sendo que 9% do total de pacientes fazia uso de 3 FAE, sem controle
adequado. No tocante as drogas utilizadas, constatamos o uso de valproato, a droga
mais frequentemente indicada e mais eficaz para o tratamento de EGI, em apenas 34%
dos casos. Este fato pode ser resultado, em parte, do maior numero de pacientes do sexo
feminino em idade fértil incluido no estudo, j4 que ¢ a FAE mais teratogénica. Em
contrapartida, 34% dos pacientes estavam fazendo uso de carbamazepina, droga que
pode piorar a frequéncia das crises de auséncia e crises mioclonicas. Isto talvez tenha
influenciado o tempo livre de crises, que variou de alguns dias a 7 anos, com média de
1,3 + 1,8 anos. O uso desta medicagdo pode ser atribuido a dificuldade de reconhecer as
EGI, bem como ao atendimento ndo especializado. Muitos destes pacientes foram
encaminhados recentemente ao servigco e, portanto, ainda estavam utilizando a

medicacao prescrita no atendimento primario.

A média de tempo livre de crise, de 1,3 anos, foi baixa uma vez que todos os
pacientes estavam em uso de FAE e a maioria deles apresentava EMJ, subsindrome cuja
taxa de remissao total de crises em monoterapia com droga adequada em baixas doses ¢
alta. Isto pode ser explicado pelo tratamento inapropriado e pela maior complexidade
dos casos atendidos no ambulatorio de epilepsia da FMB, j& que pertence ao nivel
terciario de atencao a saude e, em geral, pacientes com doencga de facil controle deixam
de ser referenciados ao servigo. Outrossim, todos os pacientes com EA incluidos no
estudo apresentavam CTCG e um apresentava crises miocldnicas, fatores relacionados a

farmacorresisténcia na EA.
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Quanto ao tipo de crise, todos os pacientes com EMJ apresentaram crises
mioclonicas e CTCG e um (5%) deles também manifestou crises de auséncia. A

incidéncia de CTCG em pacientes com EMJ ¢ de 90-95% e de crises de auséncia ¢ de

10-18%.

Os resultados da andlise quantitativa do EEG mostraram localizacao das
descargas nos lobos frontais e giro do cingulo enquanto que as andlises da RM
evidenciaram alteragdes sutis, especialmente, nas por¢des anterior e posterior do giro do

cingulo.

Os avancos no desenvolvimento de técnicas de localizagdo permitiram
estimar a distribui¢do das descargas generalizadas de maneira mais acurada e relaciona-

las a fontes elétricas em regides especificas do cortex cerebral. (126,127)

Alguns estudos neurofisiologicos prévios com um numero menor de
pacientes demonstraram envolvimento frontal no inicio das descargas generalizadas em
pacientes com EGI. Um deles incluiu cinco pacientes com EMJ. Os dipolos foram
localizados nos lobos frontal, parietal e temporal, sendo os dipolos frontais agrupados
na porcao medial do lobo frontal, como no nosso estudo, e na regido orbito-frontal.
(128) Em outra ocasido, investigadores avaliaram caracteristicas ictais de 12 pacientes

com crises de auséncia e detectaram inicio da descarga no cortex frontal lateral. (41)

No nosso estudo, incluimos um grupo de 64 pacientes com diversos
subtipos de EGI e houve um predominio de fontes geradoras localizadas nos lobos
frontais em 68% dos focos encontrados quando aplicada analise de dipolo equivalente
com transformagdao em imagem (DSI), em 74% quando usado o método CLARA e em
63% quando realizada a técnica de dipolo equivalente de componentes independentes
com analise de agrupamentos. Em termos de giros cerebrais, os que mais foram
indicados como fontes de dipolos foram a por¢cao medial do lobo frontal e o giro do

cingulo.

A porgao anterior do giro do cingulo ¢ uma estrutura chave envolvida na
motivacdo e comportamentos objetivo dirigidos.(129,130) Anormalidades do giro do
cingulo anterior se correlacionaram com a impulsividade em estudos sobre transtorno

bipolar. (131)
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E sabido que os pacientes com EGI podem exibir alteragdes de
conectividade estruturais e funcionais com o tdlamo e porcao anterior do giro do
cingulo. (132) Dessa maneira, as alteracdes observadas podem estar, até certo ponto,

implicadas na impulsividade aumentada dos pacientes com EGI.(133)

Os ganglios da base foram apontados como geradores de descargas
epileptiformes em 12% dos resultados, sendo o niicleo caudado o mais frequentemente
envolvido. Esta estrutura ¢ funcionalmente relacionada a varias funcdes corticais
superiores e participa diretamente da alga tdlamo-cortical. (134) A morfologia das
descargas e as caracteristicas clinicas dos casos que foram localizados nos ganglios da

base foram heterogéneas, similarmente a outras fontes geradoras encontradas.

Existem exames eletroencefalograficos com um maior numero de eletrodos
e canais. Seu uso possibilita uma melhor acuracia de localizagdo das descargas
epileptiformes. (113,135) Um estudo que incluiu 14 pacientes com epilepsia, a distancia
entre a fonte apontada como geradora da descarga e a lesdo foram de 0 a 76 mm quando
31 eletrodos foram usados € 2 a 46 mm quando 123 eletrodos foram utilizados. (136)
Porém acreditamos que a importincia do trabalho reside também no fato de
conseguirmos apresentar resultados consistentes com um exame eletroencefalografico

que ¢ o habitualmente usado na pratica clinica diaria.

Foram utilizados trés métodos diferentes de localizagdo € um numero
grande de descargas epileptiformes para minimizar possiveis erros relacionados ao
numero limitado de eletrodos, e os resultados apresentados sdo concordantes entre si e
com os de estudos em que o numero de eletrodos no EEG foi maior. Um estudo usando
EEG de alta densidade em 10 pacientes com EMJ também mostrou origens das
descargas generalizadas no cortex das regides mesiofrontal e orbitofrontal além de
propagacao para a regiao temporal. (40) Investigando descargas ictais em pacientes com
EA, o mesmo grupo de autores encontrou alteracoes indicativas de inicio focal das
descargas generalizadas espicula-onda 3 Hz na regido mesial do lobo frontal e no cortex

orbitofrontal. (137)

Os resultados da analise quantitativa do EEG demonstram que as técnicas
utilizadas podem detectar anormalidades focais nas descargas epileptiformes de
pacientes com EGI. Nao houve uma fonte geradora comum das descargas

epileptiformes generalizadas, porém verificou-se uma clara predomindncia em regioes
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frontais e giro do cingulo. Esta variabilidade também foi descrita em outros trabalhos
que abordaram o tema, com a utilizacdo de investigagdes quantitativas diferentes. Ela
pode se dever a mecanismos fisiopatologicos ligeiramente diferentes a depender da
subsindrome de EGI e/ou do defeito genético subjacente, ja que se sabe que diferentes

alteragdes genéticas foram associadas a cada um dos subtipos de EGI. (138)

Em razdo dos achados de localizacao eletroencefalografica, foram realizadas
analises para investigacdo da presenca de alteracdes no giro do cingulo na RM dos

pacientes com EGI.

No campo de neuroimagem, os métodos de andlise quantitativa aliados a
imagens com resolucdes cada vez melhores também tém proporcionado condigdes para

deteccao de anormalidades anteriormente ndo percebidas. (139)

Investigacdes estruturais em pacientes com EGI usaram VBM em sua
maioria. Aumento e redu¢ao de volume de substancia cinzenta foram descritos de

maneira consistente, especialmente nos lobos frontais. (42,140)

Alguns estudos com RM quantitativa relataram alteragdes no giro do
cingulo. Ronan e colaboradores utilizaram o Freesurfer para examinar a morfologia
cortical de pacientes com EMJ. Altera¢des na morfologia cortical foram encontradas em

areas corticais insulares, giro do cingulo esquerdo e giro temporal inferior direito. (141)

Treze pacientes com EA foram avaliados e se revelou volumes de

substancia branca reduzidos nas por¢des anterior e posterior do giro do cingulo. (66)

Neste estudo, anormalidades estruturais sutis foram detectadas no giro do
cingulo de pacientes com EGI. Baseado na abordagem do modelo neurobiologico, o
giro do cingulo € dividido em cortex da por¢ao anterior, cortex da por¢dao média, cortex

da porc¢ao posterior e cortex retroesplenial (istmo) do giro do cingulo. (142)

De acordo com este modelo, os achados do nosso estudo sao mais aparentes
nas regides do cortex de porgdo anterior e posterior. Estas areas sdo funcionalmente

relacionadas com cogni¢do, emogao e orientacao visuoespacial. (142)

Crises que envolvem a por¢do anterior podem causar alteracdo de
consciéncia, que ¢ provavelmente explicada pela relacdo de proximidade com as

estruturas do lobo temporal medial. (130) Assim, a por¢do anterior pode estar envolvida
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nas similaridades entre as crises focais com alteragdo de consciéncia ¢ as crises de

auséncia.

Para todo o grupo com EGI, a VBM mostrou areas de reducdo de substancia
cinzenta, especialmente na regido anterior, € a maior, mais significativa e com o
agrupamento de voxels com maior significancia estatistica se localizou na regido

anterior caudal.

A andlise de superficie cortical também demonstrou um namero de
anormalidades na por¢do anterior rostral, posterior e istmo. Apenas trés parametros

diferiram na porg¢ao anterior caudal.

A andlise de formato mostrou areas com maior significancia estatistica nas

por¢des anterior rostral, posterior e istmo.

Apesar da distribuicdo aparentemente difusa, a observacdo e os mapas

estatisticos revelam maior envolvimento da regido anterior e da regido posterior.

Considerando apenas pacientes com EMJ, este padrao foi sustentado e ficou

mais claro.

Como citado anteriormente, o envolvimento do giro do cingulo foi descrito
em algumas pesquisas, mas um estudo especificamente para esta localizacdo ndo havia

sido encontrado durante a revisao de literatura.

Um estudo de conectividade anatomica e funcional inter-hemisférico em
pacientes com EGI mostrou aumento da conectividade funcional entre o cuneo bilateral
e porcao anterior do giro do cingulo. Também mostrou uma extensao menor das faixas
de fibras comissurais conectando o cértex anterior do giro do cingulo. Este achado
fundamenta a hipdtese de que o cortex da por¢do anterior do giro do cingulo esteja

envolvido na fisiopatologia das CTCG.(143)

A porg¢ao posterior do giro do cingulo pode estar envolvida no mecanismo
da geracdo das descargas generalizadas. Um estudo usando EEG e RMf em 15 pacientes
com crises de auséncia e 262 descargas mostrou alteracdes no sinal BOLD
primariamente no pre-cineo e por¢do posterior do giro do cingulo, iniciando-se 10

segundos antes das descargas, aproximadamente. No inicio das descargas, aumentos do
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sinal BOLD foram localizados no tdlamo, cerebelo e por¢ao anterior do giro do cingulo.

(144)

Outros trabalhos utilizando diferentes metodologias com analises de padrdes
estruturais, metabodlicos e funcionais também encontraram diferengas consistentes entre
controles e pacientes no giro do cingulo. (140) Estes achados indicam que a EGI ¢ um
grupo de doencas com anormalidades focais e enfatizam a importancia do giro do

cingulo.

Usando SPECT para investigar o fluxo sanguineo interictal em pacientes
com EGI sem tratamento, demonstrou-se reducdes de fluxo em varias regides incluindo

as porg¢des anterior e posterior do cortex do giro do cingulo. (145)

Espectroscopia multivoxel investigando 18 individuos com ECTCG
mostrou anormalidades envolvendo o cingulo. Os pacientes apresentaram uma reducao
dos niveis totais de N-acetil-aspartato, colina e mio-inositol, ¢ um aumento das

concentragdes de glutamina e glutamato. (71)

Outra evidéncia que também aponta para as caracteristicas focais da EGI
sdo as alteracOes cognitivas que se pensava que eram minimas ou inexistente nestas
entidades. Como dito anteriormente, estudos recentes mostraram déficits em dominios
de funcdes de lobo frontal, como raciocinio ndo verbal, atencao e memoria de trabalho.

(146) A porgao anterior do giro do cingulo também tem um papel nestas fungdes. (142)

Tanto pacientes quanto controles se apresentaram com pelo menos um
parametro anormal na analise cortical do giro do cingulo (91% para pacientes e 92%
para controles). A média do nimero de pardmetros corticais anormais por individuo foi
ligeiramente superior para o grupo de pacientes (3,5 para pacientes e 2,5 para controles).
Isto indica que o método utilizado pode ndo ser o mais adequado para a avaliacdo de
alteragdes no giro do cingulo no nosso grupo de pacientes, ja que os sujeitos do grupo
controle apresentaram resultados ndo uniformes e alterados (alta sensibilidade do

método).

A andlise estatistica no modelo de superficie tridimensional mostrou apenas
anormalidades sutis. Resultados negativos em imagem funcional e estrutural ja foram

descritos na EMJ. Em um estudo de 19 pacientes, nenhuma anormalidade foi
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encontrada na VBM e os pacientes ndo tiveram diferencas na memoria de trabalho em

relagdo aos controles quando investigados com a RMf. (147)

O estudo de imagem realizado também teve algumas limitagdes. A analise
estatistica de neuroimagem foi menos rigorosa, o que pode ter gerado resultados falso
positivos. Andlises em regido de interesse foram realizadas e provavelmente ajudaram a
minimizar possiveis erros. A amostra estudada também pode ter introduzido algum viés.
A maioria dos pacientes ainda estava apresentando crises. Além disso, alguns estavam
fazendo uso de drogas antiepiléticas inadequadas, como carbamazepina, oxcarbazepina
e fenitoina. Apesar de os grupos serem comparaveis para idade e sexo, o tamanho da

amostra ¢ um fator que pode ter limitado o poder estatistico.

Apesar de dados mostrarem anormalidades no cértex de pacientes com EGI,
¢ importante destacar que as manifestacdes clinicas habituais sdo diferentes da epilepsia
do giro do cingulo, em que as manifestacoes ictais sdo atividades motoras complexas.
(130) Entretanto, ha relatos de crises mioclonicas em pacientes com epilepsia focal de

giro do cingulo. (148,149)

Por fim, as porg¢des anterior e posterior do giro do cingulo podem ter fungao
no inicio ou na propagacdo das descargas generalizadas em pacientes com EGI e
poderia ser entdo um condutor primario da doenga mais do que uma consequéncia, mas

investigacao a respeito ainda ¢ necessaria para testar esta hipotese.

Os resultados deste trabalho e de outras investigagdes recentes apontam para
a mudanca de paradigma na classificacdo das epilepsias ja que as ditas epilepsias
generalizadas em realidade apresentam alteragdes estruturais focais que determinam nao
apenas crises epilépticas como também déficits cognitivos especificos sutis e diferencas

nos padrdes comportamentais em relagdao a populagdo geral.

A melhor caracterizagdo deste grupo de doengas por meio da descrigdao
detalhada de sua patogénese ¢ de grande importancia para o recrutamento de populagdes

mais homogéneas facilitando e melhorando o delineamento de pesquisas sobre o tema.

Futuramente, o entendimento pormenorizado dos aspectos clinicos,
neurofisiologicos e de neuroimagem das EGI pode levar ao desenvolvimento de novas e
mais apropriadas opgdes terapéuticas, reduzindo assim a morbidade e o impacto na

qualidade de vida associado.
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7. Conclusoes

I- Na andlise quantitativa do EEG, as areas identificadas de forma mais
frequente como possiveis geradoras da atividade epileptiforme generalizada foram a

porc¢ao anterior do giro do cingulo e por¢dao medial do lobo frontal.

2- Na analise quantitativa da RM, foram identificadas diferengas sutis entre
pacientes com epilepsia generalizada idiopatica e controles no volume de substancia

cinzenta, formato e espessura do giro do cingulo.
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KEYWORDS Summary Experimental evidence from animal models of the absence seizures suggests a focal
Electroencephalo- source for the initiation of generalized spike-and-wave (GSW) discharges. Furthermore, clini-
gram; cal studies indicate that patients diagnosed with idiopathic generalized epilepsy (IGE) exhibit
EEG; focal electroencephalographic abnormalities, which involve the thalamo-cortical circuitry. This

Quantitative EEG; circuitry is a key network that has been implicated in the initiation of generalized discharges,
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and may contribute to the pathophysiology of GSW discharges. Quantitative electroencephalo-
gram (qEEG) analysis may be able to detect abnormalities associated with the initiation of GSW
discharges. The objective of this study was to determine whether interictal GSW discharges
exhibit focal characteristics using qEEG analysis.

In this study, 75 EEG recordings from 64 patients were analyzed. All EEG recordings analyzed
contained at least one GSW discharge. EEG recordings were obtained by a 22-channel recorder
with electrodes positioned according to the international 10—20 system of electrode placement.
EEG activity was recorded for 20 min including photic stimulation and hyperventilation. The EEG
recordings were visually inspected, and the first unequivocally confirmed generalized spike was
marked for each discharge. Three methods of source imaging analysis were applied: dipole
source imaging (DSI), classical LORETA analysis recursively applied (CLARA), and equivalent
dipole of independent components with cluster analysis.

A total of 753 GSW discharges were identified and spatiotemporally analyzed. Source evalua-
tion analysis using all three techniques revealed that the frontal lobe was the principal source
of GSW discharges (70%), followed by the parietal and occipital lobes (14%), and the basal gan-
glia (12%). The main anatomical sources of GSW discharges were the anterior cingulate cortex
(36%) and the medial frontal gyrus (23%).
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Source analysis did not reveal a common focal source of GSW discharges. However, there was a
predominance of GSW discharges originating from the cingulate gyrus and the frontal lobe.
© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

Introduction

The worldwide prevalence of epilepsy is approximately
1%, with idiopathic generalized epilepsy (IGE) diagnoses
accounting for 20—40% of all cases (Panayiotopoulos, 2002).
IGE refers to a group of epileptic disorders that typically
develop between childhood and adolescence. IGE subtypes
are categorized according to the age of onset and the main
seizure type observed (ILAE, 1989). The main subtypes of
IGE are juvenile absence epilepsy (AE), juvenile myoclonic
epilepsy (JME), and epilepsy with generalized tonic-clonic
seizures only (GTCS). An interictal electroencephalogram
(EEG) with typical generalized spike-and-wave (GSW) dis-
charges in the context of a normal background is supportive
of an IGE diagnosis (ILAE, 1989; Panayiotopoulos, 2002). Rou-
tine neuroimaging of patients diagnosed with IGE is expected
to show no abnormalities and typically is not required (ILAE,
1989; Panayiotopoulos, 2002).

Studies examining EEG recordings from patients diag-
nosed with IGE suggest a focal onset of GSW discharges. For
example, recordings from JME patients typically show a 3-
to 6-Hz pattern of spike-and-wave discharges or polyspike-
wave activity, with fronto-central predominance. Previous
studies have reported lateralization of GSW discharges,
and focal EEG abnormalities have been observed in up to
45% of JME patients (Aliberti et al., 1994; Jayalakshmi
et al., 2010). EEG recordings of the absence seizures show
asymmetrical discharges with a frontal predominance. More-
over, focal spikes have been observed in the occipital
and centro-temporal regions of AE patients during sleep
(Panayiotopoulos et al., 1994; Pavone and Niedermeyer,
2000).

Based on the observations outlined above, studies were
designed to investigate the focal features of GSW dis-
charges in IGE patients. Studies using dense-array EEG have
demonstrated a localized onset and restricted cortical net-
work involvement during the initiation and propagation of
GSW discharges in JME (Holmes et al., 2010). Experimental
studies using rat models of AE, suggest that rapid gener-
alization of localized discharges spreading over the cortex
and subsequent interactions with the thalamus drive seizure
propagation and maintenance (Meeren et al., 2005).

Quantitative magnetic resonance imaging (MRI) stud-
ies have reported widespread focal brain abnormalities in
patients with various IGE subtypes, suggesting that struc-
tural cortical changes may be associated with at least
certain types of IGE (Woermann et al., 1998). A systematic
review examined the contribution of advanced neuroimaging
techniques for understanding IGE. The authors analyzed 17
articles addressing the issue of focal abnormalities and con-
cluded that frontal lobe structural changes are associated
with JME (Anderson and Hamandi, 2011).

Despite advances in our understanding of the etiology of
IGE and clear evidence of the involvement of the thalamo-
cortical network in the initiation of GSW discharges,

the exact mechanisms of GSW pathophysiology are still
under debate. There is no consensus regarding a com-
mon cortical source for all GSW discharges. In the
present study, quantitative EEG (qEEG) was used to identify
the focal spatiotemporal characteristics of interictal GSW
discharges.

Methods

Subjects and EEG recording

In this study, 75 EEG recordings from 64 patients (35 women,
mean age 31 + 14 years) were selected for analysis. Approval
for the study was obtained from the institutional ethics
committee. Medical records were reviewed when available.
EEGs containing GSW discharges were retrieved from the
neurophysiology laboratory records of our institution, cov-
ering the period from 2008 to 2012. The EEG recordings of
four patients were excluded due to electrographic artifacts
and poor baseline quality.

EEG recordings were performed by a 22-channel recorder
(Meditron, Sao Paulo, Brazil), with electrodes positioned
according to the international 10—20 system of electrode
placement (Fp1, Fp2, F7, F3, Fz, F4, F8, T3, C3, Cz, C4, T4,
T5, P3, Pz, P4, T6, 01, Oz, and 02) with linked A1 and A2
electrodes as references. Photic stimulation and hyperven-
tilation were performed on all subjects. EEG activity was
recorded during a 20-min period. The sampling rate was
256 Hz. All electrode impedances were kept below 10 k<.

Visual analysis of the EEG recordings and identification
of the GSW discharges were performed by an experienced
neurologist. All GSW discharges that were consistent with an
IGE diagnosis were selected and stored for subsequent anal-
ysis. EEG recordings from the same patient were included
if more than 1 year had passed between acquisitions since
several factors may influence the appearance of discharges
including a complex interaction of age, epilepsy syndrome,
level of arousal, provoking factors, and other intrinsic fac-
tors (Sadleir et al., 2009).

Quantitative analysis

Source localization analysis was performed with Brain
Electric Source Analysis (BESA) Research 6.0 (Grafelfing,
Germany) and EEGLAB version 12 running under Matlab
R2012b (MathWorks; Natick, USA) (Delorme and Makeig,
2004).

All EEG recordings were processed in a series of prepro-
cessing steps before analysis. First, they were converted
to European Data Format (EDF), and the entire record was
imported into the BESA software. All GSW discharges were
visually localized. The first unequivocally identified gener-
alized spike was marked for each discharge. Epochs of 1s
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centered on the marked spikes were exported for dipole
cluster analysis.

Equivalent dipole source imaging (DSI)

Equivalent DSI was performed using BESA algorithms and
batch analysis. Briefly, discharges were averaged using the
first identifiable generalized spike in any one record. Dis-
charges with epochs of 400 ms (beginning 250 ms before and
lasting 150 ms after the first generalized spike peak) were
submitted for decomposition using principal component
analysis. A 20 ms fit interval placed in the ascending portion
of the averaged spike was used for source analysis. EEG data
from individual epochs were bandpass filtered between 5
and 35 Hz. A realistic approximation of an anatomical model
for adult patients was used in the BESA analysis for dipole
fitting. An onset-equivalent dipole location was generated
for each GSW discharge, and the resulting Talairach coordi-
nates were extracted for analysis (Talairach and Tournoux,
1988).

Classical LORETA analysis recursively applied
(CLARA)

The inverse solution approach in CLARA is an iterative
application of weighted low resolution electromagnetic
tomography (LORETA; Pascual-Marqui et al., 1994) algo-
rithm with a reduced source space in each iteration. CLARA
was performed for the same 20ms selected segment as
described for equivalent DSI. Distributed source images are
more focal due to an implicit reduction of the source space
in each iteration. The results represent the mean current
density, expressed in nAm/cm?. Talairach coordinates were
extracted from the anatomic site containing the maximum
current density. The solution was also exported as three-
dimensional (3D) 1 mm ANALYZE images. Overlap and mean
images derived from the CLARA source imaging results were
generated from all individual recordings with the NPM soft-
ware (Rorden and Brett, 2000).

Equivalent dipole of independent components with
cluster analysis

Discharges with epochs of 1s were imported for processing
into EEGLAB. Coordinates for the electrode positions were
verified and corrected for individual differences, as nec-
essary. Discharges were processed for decomposition into
temporally independent and spatially fixed components
by independent component analysis (Delorme and Makeig,
2004). All generated components were used for subsequent
analysis. For dipole fitting, a spherical four-shell head model
and nonlinear adjustment were used. A single equivalent
dipole source model was calculated for each component
with the DIPFIT function (Delorme and Makeig, 2004). This
function also transposes the results achieved in the spherical
model to an average MRI template in standard 3D Talairach
space.

To identify common patterns of discharge and propaga-
tion, cluster analysis of the equivalent dipole obtained for
each component was performed, and a k-means algorithm

was used to generate the clusters (Jung et al., 2009; Onton
et al., 2006). Closely located dipole sources were classi-
fied into the same subsets (clusters). The default number
of clusters was initially selected. The number was adjusted,
when necessary, according to the sources identified by other
methods and the stability of the signal.

Talairach coordinates were extracted for analysis in two
ways: (i) from the main independent component centroid;
and (ii) from all independent component dipoles of the main
cluster.

Results

Clinical features

Of the 64 patients included in this study, 21 patients were
diagnosed with unspecified IGE, 16 patients with JME, 16
patients with GTCS, 4 patients with AE, and 2 patients with
focal epilepsy. Five patients presented generalized acute
symptomatic seizures that were attributed to metabolic
abnormalities (two patients), alcohol consumption (two
patients), or encephalitis (one patient).

EEG findings

There were 46 records presenting irregular GSW discharges,
17 records with regular GSW discharges, 9 records with a
mixed pattern of regular and irregular discharges, and 3
records with only irregular spikes or polyspikes. The mean
duration of discharges was 4+ 3s (range 1—22s). Four dis-
charges had durations lasting less than 1s.

Five patients had two EEG recordings that were included
in the analysis and similar findings for both studies were
observed in one patient. Three patients had three recor-
dings that were included in the analysis and similar findings
were observed in two of the patients. Considering all three
source localization techniques results of serial recordings
differed in all patients. The mean interval between exams
was 1.6+ 1.2 years (range 1—4 years).

Quantitative analysis

A total of 753 discharges (mean 12+15 discharges per
exam, range 1—80) were evaluated. Analysis using all three
techniques produced 237 sources and showed that the ante-
rior cingulate (86/237, 36%) and the medial frontal gyrus
(55/237, 23%) were the two main sources of GSW discharges.
The frontal lobe was involved in 165 sources (70%). The pari-
etal and occipital lobes were involved in 35 sources (14%).
The basal ganglia was involved in 29 sources (12%). Fig. 1
shows these findings in greater detail.

Dipole analysis identified 72 focal sources of averaged
GSW discharges (results of three analyses did not corre-
spond to gray matter). GSW discharges were predominantly
generated in the medial frontal gyrus (27%) and the ante-
rior cingulate cortex (21%). The frontal lobe was the source
of GSW discharges in 68% of the dipole analysis performed
(Fig. 1). Results of the dipole source analysis are represented
in a 3D model in Fig. 2.
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Dipole CLARA Cluster Total
Right  Left Right Left Right Left Right Left
Anterior cingulate 8 7 21 12 20 18 49 37
Medial frontal gyrus 9 11 12 11 S 7 26 29
Cingulate gyrus 1 4 2 1 8 3 11 8
Caudate 1 3 3 1 5 4 9 8
Rectal gyrus 2 3 1 1 3 4
Pre-cuneus 1 2 3 1 4 3
Superior frontal gyrus 3 3 3 3
Posterior cingulate 2 1 1 2 3 3
Lentiform nucleus 2 1 2 5]
Parahippocampal gyrus 2 1 1 1 1 4
Middle frontal gyrus 2 1 1 2 2
Inferior frontal gyrus 1 2 2 1
Claustrum 3 3
Paracentral lobule 1 2 1 2
Insula 1 1 1 1
Thalamus 1 1 1 1
Brainstem 2 2
Orbital gyrus 1 1
Cuneus 1 1
Superior parietal lobule 1 1
Postcentral gyrus 1 1
Temporal lobe 1 1

Figure 1

Total

Total

86
55
19
17

M Right
B Left

L REL

18 36 54 72 90

]

Dipole

CLARA

Cluster

—_ e = RN W W W A w2

Results of qEEG analysis performed in 753 GSW discharges. Three imaging methods were used: dipole source imaging

(Dipole), classical LORETA analysis — recursively applied (CLARA), and equivalent dipole of independent components with cluster
analysis (Cluster). Inset box shows the results depicted in a 3D model of the white matter brain surface inflated and color coded

according to the scale bar in the inferior portion of the box.

The CLARA imaging method identified 77 focal sources of
GSW discharges (two exams had two maximum areas each).
The anterior cingulate cortex and medial frontal gyrus were
the two main sources of averaged GSW discharges (43% and
30%, respectively). The frontal lobe was identified as the
source of GSW discharges in 74% of the CLARA analysis per-
formed (Fig. 1). Anatomic rendering of the CLARA imaging
results highlights this predominance (Fig. 3).

Cluster analysis identified 88 focal sources of GSW dis-
charges. One discharge had three focal sources, and 13
discharges had two focal sources each. The focal sources of
two discharges did not correspond to gray matter. Accord-
ing to cluster analysis, GSW discharges originated primarily
in the anterior cingulate cortex and the medial frontal gyrus
(43% and 13%, respectively). The frontal lobe was the source
of initiation in 63% of the cluster analysis performed (Fig. 1).

A total of 1635 (mean 22421, range 2—119) indepen-
dent component dipoles were extracted for analysis. Of the
1635 dipole sources, 477 (30%) were located in the anterior
cingulate and 293 (18%) in the medial frontal gyrus. 1111
(68%) independent component dipoles were located in the

A

Figure 2

frontal lobe, 434 (26%) in the basal ganglia, and 66 (4%) in
the parietal and occipital lobes. Fig. 4 shows these findings
in greater detail.

Discussion

Our study demonstrates that qEEG analysis can be used
to detect the focal onset of GSW discharges in patients
with IGE. The analyses used in this study did not identify
a common focal source of GSW discharges. However, we
found clear evidence of focal predominance in the cingu-
late gyrus and frontal regions. The variability in focal onset
location is in accordance with other reports, which have
shown patient-specific patterns of cortical activation dur-
ing GSW discharges (Moeller et al., 2010). This variability
may be indicative of slightly distinct mechanisms involved
in the initiation of GSW discharges observed in the different
subtypes of IGE.

Previous neurophysiological studies demonstrated frontal
involvement in the generation of GSW discharges in patients

Anatomic representation derived from the results of dipole source imaging of generalized spike-and-wave (GSW) dis-

charges. Seventy-two sources (red) of GSW discharges are overlaid in a 3D inflated anatomic model of the brain, displayed in the
sagittal (left view), coronal (anterior view), and axial orientations (superior view, anterior on top).
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Figure 3

Result of classical LORETA analysis recursively applied (CLARA) displaying the source solution for all 75 EEG recordings

as an overlap (A) and mean image (B). Results are overlaid in an anatomical magnetic resonance imaging template and color coded
according to the bar on the bottom (n — total number, nAm/cm?). Figures are in the sagittal, coronal, and axial orientations.

with IGE. However, these studies had some limitations.
In one of these studies, only 5 patients with JME were
included (Santiago-Rodriguez et al., 2002). In another study,
researchers investigated ictal features of 12 children with
absence seizures (Tenney et al., 2013). Therefore, there
are critical differences from the methodology used in the
present work.

The pathophysiology underlying the initiation of GSW
discharges is believed to involve an extensive network
encompassing the thalamus and cortex circuitry. IGE refers
to a group of syndromes that exhibit a characteristic neu-
rophysiological signature, which includes the generation of
interictal GSW discharges with normal background activity.

For many decades, it was accepted that the onset of
epileptiform discharges was due to diffuse cortical hyper-
excitability.

Penfield and Jasper (1954) proposed the centro-
encephalic theory, which postulates that GSW discharges
originate in a deep-seated subcortical pacemaker region in
the midline thalamus with diffuse cortical projections. This
concept was further refined in 1991, with the emergence
of the ‘‘thalamic clock’’ theory. The latter theory states
that the reticular thalamic nucleus contains pacemaker cells
that function as a thalamic clock, imposing a rhythm on the
cortex (Buzsaki, 1991).

In 1968, the cortico-reticular theory was suggested.
According to this theory, GSW discharge initiation is linked to
thalamocortical mechanisms that generate spindles. Rhyth-
mic oscillations generated by the thalamus are transformed
into GSW discharges when the entire cortex becomes hyper-
excitable (Gloor, 1968).

In contrast, the cortical theory proposes that a cortical
focus generates the GSW discharges and interacts with the
thalamus, spreading the epileptic activity to the rest of cor-
tex and contributing to the propagation and maintenance of
seizures (Luhmann et al., 1995).

In the last decade, studies investigating the pathophy-
siology of GSW discharges and IGE have provided evidence
reinforcing the cortical theory, demonstrating a presumed
focal cortical origin of GSW discharges (Holmes et al., 2010;
Meeren et al., 2005). Advances in the development of source
localization techniques have enabled investigators to esti-
mate the distribution of diffuse spike-wave discharges more
accurately and to correlate them to electrical sources in
specific regions of the cerebral cortex (Holmes et al., 2010).

Advances in neuroimaging have played an important role
in determining the mechanisms of IGE.

A study of 120 patients with IGE using voxel-based mor-
phometry found increased gray matter concentrations in the
frontobasal region of 44 patients with JME and in the supe-
rior mesiofrontal region of 24 patients with AE. Region of
interest analysis revealed increased gray matter concen-
tration in the anterior portion of the thalamus in patients
with absence seizures (Betting et al., 2006). Another study
using MRI-based analysis coupled with surface reconstruc-
tion methods showed multiple areas of alterations in the
brains of patients with JME compared to controls. Changes
in cortical morphology were detected bilaterally in the insu-
lar cortices, left cingulate gyrus, and right inferior temporal
gyrus (Ronan et al., 2012).

The current study showed similar findings to the above
by using qEEG neuroimaging techniques.
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ICs
Right Left Total
Anterior cingulate 256 221 477
Medial frontal gyrus 140 153 293
Caudate 82 136 218

Total

Superior frontal gyrus 71 39 110

Cingulate gyrus 55 52 107

Inferior frontal gyrus 30 29 59
Middle frontal gyrus 27 24 51
Orbital gyrus 21 22 43

Lentiform nucleus 13 25 38
Subcallosal gyrus 14 18 32
Posterior cingulate 14 17 31
Rectal gyrus 15 14 29

Claustrum 25 3 28

Precuneus 9 15 24

Thalamus 9 10 19

Insula 13 4 17
Midbrain 4 4 8
Parahippocampal gyrus 3 4 7
Frontal lobe (sub-gyral) 5 2 7
Paracentral lobule 3 3 6
Cuneus 3 2 5
Hypothalamus 4 1 5
Precentral gyrus 2 2 4
Uncus 3 3
Superior temporal gyrus 1 2 3
Cerebellum 2 2
Postcentral gyrus 2 2
Basal ganglia (extra nuclear) 1 1 2
Inferior parietal lobule 1 1
Transverse temporal gyrus 1 1
Supramarginal gyrus 1 1
Superior parietal lobule 1 1
Lingual gyrus 1 1

0

100 200 300 400 500

Figure 4 A total of 1635 focal sources were obtained by dipole independent component analysis of 753 GSW discharges. ICs —
independent components. Inset box shows the results depicted in a 3D model of the white matter brain surface inflated and color

coded according to the scale bar in the inferior portion of the box.

The anterior cingulate gyrus was identified as the main
source for GSW discharges. The anterior cingulate is a key
structure involved in motivation and goal-directed behaviors
(Devinsky et al., 1995). IGE patients may exhibit functional
and structural connectivity disruptions or abnormal func-
tionality of key structures, such as the thalamus and anterior
cingulate gyrus (Zhang et al., 2011). The abnormalities
observed in the anterior cingulate may be related to the
increased impulsivity observed in JME patients (Moschetta
and Valente, 2013). Abnormalities in the anterior cingu-
late cortex correlating with increased impulsivity have been
demonstrated by neuroimaging studies of patients with bipo-
lar disorder (Matsuo et al., 2009).

The basal ganglia were involved in the generation of GSW
discharges in 12% of the analyses. The caudate nucleus was
the main structure linked to these discharges. The caudate
nucleus is functionally related to several higher cognitive
functions and directly participates of the thalamo-cortical
loop (Haber, 2003). The morphology of the discharges and

the clinical features displayed were heterogeneous, similar
to the other sources, in these cases. These findings provide
evidence for the involvement of the basal ganglia in the
generation of GSW discharges in some patients.

GSW activity is classically recognized as genetically
determined (Metrakos and Metrakos, 1961). Five Mendelian
genes influence the expression of clinical and EEG abnor-
malities in some families with JME (Delgado-Escueta et al.,
2013). Generalized discharges may be present in fewer than
2% of normal individuals as well (Doose et al., 1973). In
the group of patients included here, some patients did not
present with an IGE diagnosis. An inherited EEG trait asso-
ciated with environmental factors like alcohol abuse may
explain these presentations.

A drawback of the method used in this study was the
limited number of electrodes. Use of a high number of elec-
trodes increases the accuracy of source localization (Lantz
et al., 2003). In one study involving 14 patients with epilepsy,
the distance between the source and the lesion was between
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0 and 76 mm when 31 electrodes were used, and between
2 and 46 mm when 123 electrodes were used. The authors
reported increased accuracy when more electrodes were
used to determine the epileptic focus (Lantz et al., 2003). In
the current study, three different methods and a high num-
ber of discharges were used to minimize error. The results
are consistent with previous studies using a higher electrode
count. Some degree of disparity is expected considering the
differences in the methodologies applied in our study. One
study using dense-array EEG and quantitative analysis of 10
subjects reported that generalized discharges originate in
the orbitofrontal, mesiofrontal, and to a lesser extent, tem-
poral lobe regions of patients with JME (Holmes et al., 2010).
Another study investigating ictal discharges in AE showed
focal onset of GSW discharges in the mesial frontal lobe and
the orbitofrontal cortex (Holmes et al., 2004).

In conclusion, we did not identify a common focal source
of GSW discharges in IGE patients. However, we found that
focal onset of GSW was predominantly generated in the
cingulate gyrus and the frontal cortex. Routine scalp EEG
records were used to bridge the gap between research
and daily clinical practice. A higher number of electrodes
remains desirable for more accurate source localization.
Further investigations are needed to address the use of these
techniques in the clinical setting. In the future, these find-
ings may help in the clinical management of patients with
IGE.
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SUMMARY

Objective: Studies using quantitative neuroimaging have shown subtle abnormalities
in patients with idiopathic generalized epilepsy (IGE). These findings have several loca-
tions, but the midline parasagittal structures are most commonly implicated. The cin-
gulate cortex is related and may be involved. The objective of the current investigation
was to perform a comprehensive analysis of the cingulate cortex using multiple quanti-
tative structural neuroimaging techniques.

Methods: Thirty-two patients (18 women, 30 + 10 years) and 36 controls (18 women,
32 + |1 years) were imaged by 3 Tesla magnetic resonance imaging (MRI). A volu-
metric three-dimensional (3D) sequence was acquired and used for this investigation.
Regions-of-interest were selected and voxel-based morphometry (VBM) analyses
compared the cingulate cortex of the two groups using Statistical Parametric Mapping
(SPM8) and VBMS8 software. Cortical analyses of the cingulate gyrus was performed
using Freesurfer. Images were submitted to automatic processing using built-in routi-
nes and recommendations. Structural parameters were extracted for individual analy-
ses, and comparisons between groups were restricted to the cingulate gyrus. Finally,
shape analyses was performed on the anterior rostral, anterior caudal, posterior, and
isthmus cingulate using spherical harmonic description (SPHARM).

Results: VBM analyses of cingulate gyrus showed areas of gray matter atrophy, mainly
in the anterior cingulate gyrus (972 mm?) and the isthmus (168 mm?). Individual anal-
yses of the cingulate cortex were similar between patients with IGE and controls. Sur-
face-based comparisons revealed abnormalities located mainly in the posterior
cingulate cortex (718.12 mm?). Shape analyses demonstrated a predominance of
anterior and posterior cingulate abnormalities.

Significance: This study suggests that patients with IGE have structural abnormalities
in the cingulate gyrus mainly localized at the anterior and posterior portions. This find-
ing is subtle and variable among patients.

KEY WORDS: Idiopathic generalized epilepsy, Cingulate cortex, Neuroimaging,
Shape analysis, Voxel-based morphometry.

Several studies have demonstrated subtle abnormalities
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in quantitative studies of brain magnetic resonance imaging
(MRI) of patients with idiopathic generalized epilepsy
(IGE). Studies have found a number of different structures
involved, but frontal lobe and midline parasagittal struc-
tures, including the cingulate gyrus, are predominantly
implicated.' The cingulate gyrus is localized in the perical-
losal medial face of each frontal lobe. Its anterior portion
has three functional subdivisions, which are related to
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KEY PoINTS

e Midline parasagittal structures are most commonly
implicated in quantitative neuroimaging studies of
idiopathic generalized epilepsies (IGEs)

e The objective of the current investigation was to per-
form a comprehensive analysis of the cingulate cortex

e Three quantitative MRI techniques were used for
structural analysis of the cingulate gyrus

e IGEs probably have structural abnormalities in the

cingulate gyrus

This finding is subtle and variable among patients

affection, cognition, and pre motor activity. Studies of
functional organization have shown that the anterior portion
of cingulate gyrus is involved in monitoring behavior,
detecting errors, and adaptive decision making.” The poste-
rior portion has visuospatial and memory functions. It is
believed to be an important structure in the propagation of
epileptic discharges once it has diffuse connections.>*
Quantitative analysis of generalized spike and wave
(GSW) discharges showed that they originate in the frontal
lobe, especially in the anterior cingulate cortex and medial
frontal gyrus.” Resting-state functional MRI (fMRI) could
demonstrate increased connectivity between para-cingulate
cortex and anterior thalamus.® Despite evidence pointing to
the involvement of the cingulate gyrus, the exact impor-
tance and participation of this structure in the mechanisms
of IGE is still unclear. Therefore, this study evaluated the
cingulate cortex using quantitative structural neuroimaging.

METHODS

This study was approved by the local ethics committee.
Patients with IGE (n =32, 18 women, mean age
30 £ 10 years, range 17-58) were enrolled. Diagnosis was
performed following previous recommendations.” Control
subjects (n = 36, 18 women, mean age 32 £ 11 years,
range 21-57) without histories of neurologic disease were
recruited from the local community.

All subjects provided informed consent and underwent
MRI. Acquisitions were done in a 3 Tesla scanner (Siemens,
Verio, Erlangen, Germany) with a 12-channel head array
coil. Three-dimensional spoiled gradient-recalled echo T,
sequences (192 sagittal slices; slice thickness, 1 mm; in
plane resolution, 0.5 x 0.5 mm; field of view (FOV),
256 x 256 mm; repetition time (TR), 2,300 msec; echo
time (TE), 2.47 msec; acquisition time, 5.21 min per vol-
ume; flip angle, 9 degrees) were used for this study. Images
were acquired in Digital Imaging and Communications
in Medicine (DICOM) format and transformed into
Neuroimaging Informatics Technology Initiative (NIfTI)

Epilepsia, 56(11):1803-1811, 2015
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format using MRIcron software.® Three quantitative tech-
niques were used for structural analysis of the cingulate gyrus.

Region-of-interest voxel-based morphometry (VBM)

Volumetric images in the NIfTI format were imported
and processed with SPMS8 software (http://www.fil.
ion.ucl.ac.uk) and the VBMS toolbox (http://dbm.neuro.
uni-jena.de/vbm/) using the Matlab R2012b platform
(MathWorks, Natick, MA, U.S.A.). VBMS uses a unified
segmentation approach improving automatic segmentation
and normalization.” Normalization is performed by the Dif-
feomorphic Anatomical Registration Through Exponenti-
ated Lie algebra (DARTEL) algorithm, which creates a
template of all images and registers them by computing a
flow field that generates both forward and backward defor-
mations.'® Images were also modulated to preserve gray
matter concentrations and bias corrected, and the final seg-
mentation quality was visually inspected. Finally, every
gray matter image was smoothed with a 10 mm full-width
at half-maximum (FWHM) filter. Statistical analyses were
performed using a full factorial analysis limited to the
region of interest (ROI) with age, sex, and total intracranial
volume (TIV) as covariates. ROI was delineated automati-
cally using the Wake Forest University PickAtlas
(WFUPickatlas) toolbox derived from the Automated
Anatomical Labeling (AAL) library.'"'> The level of sig-
nificance selected was an uncorrected p-value < 0.01.
Comparisons between patients and controls were performed
using T-contrasts to identify areas of increased and
decreased gray matter volume.

Cortical analysis of the cingulate gyrus

Freesurfer (http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/, version
5.3, developed at the Martinos Center for Biomedical
Imaging by the Laboratory for Computational Neuroima-
ging, Charlestown, MA, U.S.A.) image analysis suite was
used to generate models of white and gray matter surface, as
well as segmentation of the cingulate cortex.'>"'* The stan-
dard processing pipeline was used. Images were imported
into the software and automatically underwent several pro-
cessing steps including motion correction, non—brain-tissue
removal, automatic registration into Talairach space, seg-
mentation of subcortical structures, and tessellation of
gray—white matter boundaries. After completion, cortical
models were inflated and registered to a spherical atlas
based on individual cortical folding patterns to match corti-
cal geometry across subjects.'*'” Finally, the cerebral cor-
tex was parcellated with respect to gyral and sulcal
structure.'®'” From the tessellated cortical surface submit-
ted to parcellation, we obtained area, volume, cortical thick-
ness with standard deviation, folding, and curvature
information (index, mean, and gaussian) from the rostral
anterior, caudal anterior, posterior, and isthmus cingulate
gyrus for each individual.'” Vertex-wise surface area is
determined as the mean area of the associated triangular
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region indicating the areal expansion. Cortical volume is the
product of thickness and surface area. Cortical thickness is
calculated as the distance between white and gray matter on
the tessellated surface.'® The folding index is the integral of
the product of the maximum principal curvature and the dif-
ference between maximum and minimum curvature divided
by 4n. The curvature index represents the integral across all
regions of positive intrinsic curvature divided by 4m.'?
Mean curvature is the average curvature calculated from the
principal curvature at each vertex. Gaussian curvature is the
average gaussian curvature obtained by the product of the
principal curvatures at each vertex.

Results of the obtained parameters when appropriate
were normalized according to the TIV (cerebral measure-
ment) using a covariance method:

NV = OV — Grad (CM; — CM mean)

where NV is normalized volume, OV is the original, Grad

is the regression line between the parameter and the TIV,
CM,; is the value of the TIV for the individual subject, and
CM mean is the mean value of TIV for all control subjects.*
The parameters obtained for each individual were standard-
ized according to the value of normal controls using a Z-
score transformation:

Z = (measure for that individual — mean of all subjects)/

standard deviation

this transformation indicates that if a patient had a Z-score
of —2, he had a volume that was two standard deviations
(SDs) below the mean of normal controls.

Statistical analysis was also performed comparing
patients with controls. Student’s ¢-tests were used to access
differences in each parameter. A general linear model
(GLM) was used for surface-based analysis with T-contrasts
searching for increased and decreased parameters. Age and
TIV were included as nuisance factors. The comparisons
were restricted to the cingulate gyrus. Area, area pial,
smoothed mean curvature, average convexity (sulcal depth)
representing the measures of each point above the average
surface, thickness, and volume were compared for each
hemisphere after a 10 mm FWHM smoothing.'*

Shape analysis of the cingulate gyrus

For shape analysis, the spherical harmonic description
(SPHARM) concept was used. This is a hierarchical, global,
multiscale boundary description that can only represent
objects with spherical topology.?' First, binary segmenta-
tion of the four portions of the cingulate gyrus described ear-
lier were imported from Freesurfer. An initial processing
was performed where images were minimally smoothed and
filled. Segments were converted to surface meshes, and a
spherical parameterization was computed by optimizing an

equal area mapping of the three-dimensional (3D) voxel
mesh onto a sphere and minimizing angular distortions. The
SPHARM description was acquired from the mesh and the
spherical parameterization. By using the first-order ellip-
soid obtained from the spherical harmonic coefficients, all
spherical parameterization was aligned to create a corre-
spondence across all surfaces. Finally, the SPHARM
description was sampled into triangular surfaces via icosa-
hedron subdivision (Point Distribution Model, SPHARM-
PDM). The resulting surfaces are all spatially aligned using
rigid Procrustes alignment.?’

For each cingulate subregion, an average structure was
calculated by averaging the 3D coordinates of correspond-
ing surface points across each group. This resulting surface
was used as a template in the shape analysis. For statistical
analysis, the tridimensional shape averages of the patients
were compared with controls using Hotelling’s T? test. Sta-
tistical maps, distance maps, and vector field maps were
generated and superimposed on the mean 3D structure.
Based on the template, the distance map was generated cal-
culating the Euclidean surface distance for every boundary
point for each object.”

RESuULTS

Clinical findings

All patients were using antiepileptic medications.
Twenty-three patients were on monotherapy, six patients
were using two medications, and three patients were using
three medications. Eleven were using valproate (seven on
monotherapy), and seven patients were using lamotrigine
(four on monotherapy). The other medications used were
carbamazepine (11 patients), topiramate (5 patients), pheny-
toin (3 patients), oxcarbazepine (2 patients), clobazam (2
patients), phenobarbital (one patient) and ethosuximide
(one patient).

Twenty patients had juvenile myoclonic epilepsy (JME),
six juvenile absence epilepsy, and six had generalized
tonic—clonic seizures only. Nineteen patients presented with
myoclonic and tonic—clonic seizures, five patients presented
with absence and tonic—clonic, five patients had isolated
tonic—clonic, and three patients had all three types. The
mean age of the first seizure was 15.1 £ 5.2 years (8-29).
The mean time since the last seizure was 1.3 4+ 1.8 years
(0-7). Twenty-two patients presented at least one EEG with
typical GSW discharge with normal background.

Table S1 depicts the main clinical and EEG findings for
each individual.

Region of interest VBM

VBM analysis of the cingulate gyrus showed areas of
gray matter atrophy mainly in the anterior cingulate gyrus
and in the isthmus (Table 1 and Fig. 1A). The total volume
of gray matter atrophy, including clusters with <20 contigu-
ous voxels, was 972 mm°> (10 clusters) for the anterior cin-
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Table I. Results of the voxel-based morphometry
analysis of the cingulate gyrus

Cluster

size

(mm®  T-value Z-value p-Value Coordinates Location
370 32 3.1 0.001 15,29,31 Caudal anterior
156 32 3.1 0.001 —8,—69,15 Isthmus

256 32 3.1 0.001 12,36, — 11 Rostral anterior
76 2.7 2.1 0.004 14,47, —5 Rostral anterior
205 2.7 2.6 0.004 —14,38,15 Caudal anterior

Coordinates in Montreal Neurological Institute space (X, y, and z in millime-
ters).

0.01
Controls > Patients I
p - value

| I I
0.05 0.01

Controls > Patients I
Controls < Patients I
p - value

Figure 1.
Statistical analysis comparing the cingulate gyrus of patients with
controls using (A) voxel-based morphometry and (B) cortical anal-
ysis. p-Values are color-coded according with the color bars
below. Results are overlaid on a 3D model of the white matter sur-
face. In A, significant areas indicate gray matter atrophy. Inset
shows the corresponding slice of the MRI template. (B) Shows sig-
nificant differences in area, area pial, smoothed mean curvature,
average convexity, thickness, and volume. Hot colors represent
areas where the parameters are decreased in the patient group,
whereas cold colors show increases.
Epilepsia © ILAE

gulate gyrus and 168 mm> (two clusters) for the posterior
and isthmus cingulate gyrus. Using the same threshold areas
of increased gray matter volumes were not disclosed.

Cortical analysis of the cingulate gyrus
Cortical surface analysis showed that 29 patients (91%,
mean of 3.5 £ 2.6 per patients, range 1-10) and 33 con-

Epilepsia, 56(11):1803-1811, 2015
doi: 10.1111/epi.13205

trols (92%, 2.5 + 2.3, range 1-10) presented at least one
abnormal parameter. Twenty-eight patients presented
abnormalities of curvature (including index, mean, and
gaussian), 18 patients of volume, 16 of thickness, 12 of fold-
ing, and 8 of area. Concerning localization, for the left
hemisphere, 5 patients presented abnormalities in the rostral
anterior cingulate, 17 in the caudal anterior, 14 in the
posterior, and 19 in the isthmus. For the right hemisphere,
12 patients presented abnormalities in the rostral anterior
cingulate, 17 in the caudal anterior, 19 in the posterior, and
9 in the isthmus (Fig. 2). Statistical analysis did not show
any differences between patients and controls except for the
volume of the right rostral and caudal anterior cingulate
(p <0.001, t = 3.46 and p = 0.028, t = 2.23, respectively)
and thickness of the right isthmus (p = 0.004, t = 2.96).
The total area of cortical abnormalities, including clusters
with <20 contiguous vertexes, was 221.95 mm?> (17 clus-
ters) for the anterior cingulate gyrus and 718.12 mm? (32
clusters) for the posterior and isthmus cingulate gyrus
(Table 2 and Fig. 1B).

Shape analysis of the cingulate gyrus

Some surface models were excluded because of poor
results in the processing steps. Exclusions for subjects with
poor processing in the cingulate gyrus of the left hemisphere
included the following: three controls and four patients for
the rostral anterior, two controls and four patients for the
caudal anterior, four controls and one patient for the poste-
rior, and six controls and five patients for the isthmus. For
the cingulate gyrus in the right hemisphere, five controls
and four patients (rostral anterior), one control and one
patient (caudal anterior), one control (posterior), and three
controls and two patients (isthmus) were excluded.

Shape analysis showed a prevalence of statistically sig-
nificant differences in the anterior portion of cingulate
gyrus. The total area was 130.5 mm? for the anterior cingu-
late gyrus and 63.1 mm? for the posterior and isthmus cin-
gulate gyrus. The right hemisphere (total area 161.6 mm?)
also showed more differences than the left (32 mm?).

All structures were composed of 1,002 points. The defor-
mation observed in cingulate gyrus was predominantly out-
ward (59.5%, 4,769 points). Of the eight surfaces, only the
left isthmus (54%, 540 points) and the right caudal anterior
cingulate (53.5%, 536 points) presented predominantly
inward deformations. For the anterior cingulate 63.6%
(2549), points were displaced inward compared to 55.4%
(2220) for the posterior and isthmus cingulate (Fig. 3 and
Table 3).

Analysis of juvenile myoclonic epilepsy

Analysis of patients with JME showed findings similar to
those obtained in the investigation of the whole IGE group.
VBM showed areas of gray matter atrophy mainly in the
anterior cingulate (Fig. SIA and Table S2). The total vol-
ume of gray matter atrophy, including clusters with <20
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Cortical surface analysis of cingulate gyrus. Parameters were standardized according to the controls using a Z-score transformation. All
values of eight main parameters obtained for each patient (black dots) and control (gray dots) are shown. Pictures are ordered according
with the anatomic correspondence as shown in the area figure (RA, rostral anterior cingulate; CA, caudal anterior cingulate; P, posterior
cingulate; I, isthmus cingulate). For juvenile myoclonic epilepsy (JME) and for all patients with idiopathic generalized epilepsy (All), maps of
the number of patients who had two or more standard deviations above or below controls for each parameter and cingulate gyrus sub-
field are shown in (A) (hot colors, superior rows). For JME and All patients, maps with the averages of the parameters are also shown for
each parameter and cingulate gyrus subfield in (B) (cold color, inferior rows). Maps are overlaid on a 3D model of the white matter sur-
face displayed in sagittal-medial view. Maps are color-coded according to the scale shown.
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contiguous voxels, was 477 mm’® (eight clusters) for the
anterior cingulate gyrus and 111 mm® (two clusters) for the
posterior and isthmus cingulate gyrus. Areas of increased
gray matter were not disclosed.

The total area of cortical abnormalities, including clusters
with <20 contiguous vertexes, was 224.62 mm? (nine clus-
ters) for the anterior cingulate gyrus and 1,261.31 mm?* (32
clusters) for the posterior and isthmus cingulate gyrus
(Fig. S1B and Table S3). Cortical surface analysis showed
that 18 patients (90%, mean of 3.7 £ 2.9 per patients, range
1-10) presented at least one abnormal parameter (Fig. 2).
Statistical analysis of these parameters did not show any dif-
ferences between patients and controls except for the vol-
ume of the right rostral and caudal anterior cingulate
(p =0.008,t = 2.74 and p = 0.028, t = 2.24, respectively),
folding of the left caudal anterior cingulate (p = 0.036,
t = 2.14) and thickness of the right isthmus (p = 0.009,
t=2.71).

Shape analysis showed 107.87 mm? for the anterior cin-
gulate and 63.2 for the posterior; right 42.5 and left 128.6.

Deformations were also predominantly outward (58.3%,
4,676 points). Left isthmus (609 points) and right caudal
anterior cingulate (610 points) remained with inward defor-
mations. Anterior cingulate presented 63.6% (2,551 points)
and posterior cingulate 53% (2,125 points) displaced inward
(Fig. S2 and Table S4).

Di1SCUSSION

Subtle structural abnormalities were detected in the cin-
gulate gyrus of patients with IGE. Based on a neurobiologic
model approach, the cingulate gyrus can be divided in ante-
rior cingulate cortex, mid-cingulate cortex, posterior cingu-
late cortex, and retrosplenial cingulate cortex.”> According
with the neurobiologic model, the findings of this study are
most apparent in the anterior and posterior cingulate cortex
regions. These areas are functionally related with cognition,
emotion, and visuospatial orientation.” Seizures involving
the anterior cingulate cortex may cause conscience impair-
ment that is probably explained by the close relationship

Epilepsia, 56(11):1803-1811, 2015
doi: 10.1111/epi.13205
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Table 2. Results of the cortical surface statistical analysis
of the cingulate gyrus showing the area, number of
statistically significant vertex, and maximum p-value
according to the locations

Area  Vertex Max
(mm?) (n) p-Value Location

Area 41 104 0.02 —11,6,38 Caudal
anterior
102 278 0.005 —8,—-31,40 Posterior
26 63 0.023 7,—35,35 Posterior
31 88 0.03 14, —-32,37 Posterior

31 99 0.021 —11,—45,2 Isthmus

43 102 0.031 —6,—51,22  Isthmus

22 55 0.024 7,—36,35 Isthmus
Area pial 29 8l 0.021 —10,—-31,40 Posterior
22 52 0.02 7,—35,38 Posterior

Curvature 30 67 0.022 —3,19,—4 Rostral
anterior
20 51 0.021 —5,-33,40 Posterior
16 50 0.016 12,—13,39 Posterior
18 43 0.018 5,—34,39 Posterior

25 6l 0.010 —19,-52,3 Isthmus

I 27 0.028 I1,-52,8 Isthmus

Sulcal depth 23 41 0.029 6,33,19 Caudal
anterior
25 6l 0.028 6, —33,38 Posterior

Thickness 32 71 0.029 —7,33,—8 Rostral
anterior

45 8l 0.013 6,35, -5 Rostral
anterior
45 123 0.017 10, —12,39  Posterior
39 85 0.023 6, —36,42 Posterior

29 73 0.005 —20, 55,7 Isthmus

Volume 17 42 0.034 —10,13,34 Caudal
anterior
33 92 0.02 —9,-31,40 Posterior
23 77 0.008 15,—16,40 Posterior

59 197 0.015 —9,—45,22  Isthmus

20 46 0.017 —16,—45,—4 Isthmus

Location in Talairach space (x, y, and z in millimeters).

with medial temporal lobe structures.® The anterior cingu-
late cortex may be involved in the similarities between
absence and focal seizures with conscience impairment.

For the whole group of IGE patients, VBM showed areas
of gray matter reduction, mainly in the anterior region, and
the major, most significant cluster was localized in the cau-
dal anterior cingulate. Cortical surface analysis also showed
a number of abnormalities in the rostral anterior, posterior,
and isthmus cingulate. Only three parameters differed in the
caudal anterior cingulate. Finally, shape analysis disclosed
the most significant areas in the rostral anterior, posterior,
and isthmus cingulate gyrus. Despite the apparently diffuse
distribution, this observation and the statistical maps sup-
port major involvement of the anterior and posterior cingu-
late cortex. Considering only JME patients, this pattern was
sustained and clearer.

Structural investigations of patients with IGE mainly
used VBM methodology, which can detect subtle abnormal-

Epilepsia, 56(11):1803-1811, 2015
doi: 10.1111/epi.13205
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Figure 3.

Shape analysis of the cingulate gyrus results. Figures are superim-
posed average 3D models of patients and control cingulate gyrus
subfields in the medial and lateral regions. Statistical mapping
demonstrates statistically significant areas using the Hotelling’s T2
test with 500 permutations. Displacement maps show the subtrac-
tion between patient and control surfaces. Positive values (blue)
indicate that patient surfaces were increased to match controls,
and negative values (red) indicate the opposite. Vector field maps
show vectors obtained by the subtraction of the mean shapes. The
size of the vectors is proportional and color-coded according to
the scalar length obtained. All maps are color-coded according to
the scale shown.
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ities."** Increased and reduced gray matter volumes were
described consistently, especially in the frontal lobe.'**
Involvement of the cingulate gyrus was reported, but a
direct comprehensive study was not performed previously.
One investigation evaluated 13 patients with childhood
absence epilepsy. In this investigation the authors found
reduced white matter volumes in the anterior and posterior
cingulate.”® Decreased gray matter volume in the posterior
cingulate was also reported in 28 patients with JME.?® The
anterior-posterior gradient observed in the present study has
not been established previously.
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Table 3. Results of the shape statistical analysis of the
cingulate gyrus demonstrating the obtained area of
triangulated cells, maximum number of statistically

significant adjacent points, total number of statistically

significant points, and the maximum p-value according to
the locations

Area Max cluster Max
(mm?)  size (points)  Total  p-Value Location
Left 6 7 13 0.016 Rostral anterior
7 10 18 0.012 Caudal anterior
19 18 22 <0.001 Posterior
0 2 2 0.022 Isthmus
Right 6l 55 95 <0.001 Rostral anterior
57 36 80 0.004 Caudal anterior
17 13 29 0.004 Posterior
27 15 33 <0.001 Isthmus

A study of interhemispheric functional and anatomic con-
nectivity in patients with IGE and generalized tonic—clonic
seizures showed increased interhemispheric functional con-
nectivity between the bilateral cuneus and anterior cingulate
cortex. It also reported a shorter length of the commissural
fiber bundles connecting the anterior cingulate cortex. This
investigation supports that the bilateral anterior cingulate
cortex may be involved in the pathophysiology of general-
ized tonic—clonic seizures in IGE.?” Using routine elec-
troencephalography (EEG), quantitative source analyses
also revealed the anterior cingulate gyrus as the main source
for GSW discharges.’

The posterior cingulate may also be involved in the mech-
anism of GSW discharges. A study using EEG and fMRI in
15 patients presenting absence seizures and 262 GSW dis-
charges showed blood oxygen level-dependent (BOLD)
changes primarily in the precuneus and posterior cingulate
region starting approximately 10 s before GSW discharges.
At the start of GSW discharges, BOLD enhancements were
located in thalamus, cerebellum, and anterior cingulate
gyrus.?® This investigation suggests the critical role of pari-
etal regions as generators of GSW. The observation of
abnormalities in the anterior and posterior cingulate gyrus
in the current study is in line with these hypotheses.

In this study, both patients and controls presented with
at least one abnormal parameter in the cortical analysis of
the cingulate gyrus (91% for patients and 92% controls).
The mean number of abnormal cortical parameters per
patient was slightly superior for the group of patients (3.5
for patients and 2.5 for controls). These findings confirm
that the structural abnormalities, when present, are subtle
and individually may not be detected because of insuffi-
cient statistical power determined by limited sample size.
Furthermore, some data obtained by the parcellation
method may not have sufficient sensitivity. Statistical
analysis in the 3D surface model revealed only subtle
changes. Negative results in functional and structural

imaging were reported in JME. In a study of 19 patients,
no abnormalities were found using VBM, and the patients
did not show working memory differences from controls
when investigated by fMRI.*’

Other investigations using different methodologies and
analyzing functional, metabolic, and structural patterns also
have found consistent differences between patients and con-
trol subjects in the cingulate gyrus.' These findings indicate
that IGE is a group of diseases with focal abnormalities and
emphasizes the importance of this structure. Using single
photon emission computed tomography (SPECT) to investi-
gate the interictal blood flow in patients with IGE without
treatment, one study demonstrated flow reductions in sev-
eral regions including the anterior and posterior cingulate
cortex.’® Another multivoxel spectroscopic study of 18
patients who had epilepsy with generalized tonic—clonic sei-
zures demonstrated abnormalities involving the cingulum.
Patients presented decrease of total N-acetyl aspartate, cho-
line, and myo-inositol levels, and an increase in glutamine
and glutamate concentrations.”'

Thalamocortical circuitry associated with neuronal
hyperexcitability is critical in the pathophysiology of
IGE."**3 Previous studies have shown that thalamus and
cingulate gyrus can have different structural connective pro-
files in patients with IGE and that abnormalities in anterior
cingulate cortex were related to impulsivity in bipolar
patients.>** This may also be related with some degree of
impulsivity demonstrated by these patients.*® The abnor-
malities presented here support cingulate involvement.

Other evidence also points to the focal features of IGE
such as the cognitive impairment once thought to be mini-
mal or inexistent in these entities. Recent evidence showed
deficits in domains of frontal lobe function, such as nonver-
bal reasoning, verbal generativity, attention, and working
memory in 36 patients and their relatives compared to a con-
trol group.”” The anterior cingulate cortex also plays an
important role in these functions.”

Although evidence shows abnormalities in the cingulate
cortex of patients with IGE, it is important to point out that
the usual clinical manifestations are different from cingulate
gyrus epilepsy, where the main features are ictal events with
complex motor activities.” However, there are reports of
unilateral myoclonic seizures and even generalized myoclo-
nic seizures occurring in patients with focal epilepsy.*®*°

There are some limitations to this study. The neuroimag-
ing statistical analysis performed was less stringent than it
could have been. This may have generated false positives in
the results. A restricted ROI analysis was performed and
probably minimized this error. The sample investigated
may also have introduced some bias. Patients were recently
referred to our tertiary center and most of them were still
having seizures. In addition, some patients were taking
inappropriate antiepileptic drugs. Although groups were
comparable for age and gender, the sample size was a factor
that might have limited the statistical power.

Epilepsia, 56(11):1803-1811, 2015
doi: 10.1111/epi.13205
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This study demonstrated differences between patients
and healthy controls that suggest the cingulate may be
involved in the pathologic mechanism of IGE. These data
are consistent with those from previous investigations that
identified alterations in the cingulate cortex among other
areas. However, none of the previous studies investigated
the cingulate cortex alone. The anterior and posterior cingu-
late cortex may play a role in the initiation or propagation of
GSW discharges in patients with IGE and could thus be a
primary driver of the disease rather than a consequence, but
further investigation is still needed to test his hypothesis.
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Additional Supporting Information may be found in the
online version of this article:

Figure S1. Statistical analysis comparing the cingulate
gyrus of patients with juvenile myoclonic epilepsy with
controls using (A) voxel-based morphometry and (B) corti-
cal analysis.

Figure S2. Shape analysis of the cingulate gyrus results
comparing patients with juvenile myoclonic epilepsy and
controls.

Table S1. Demographic and electroencephalographic
features of 32 patients with idiopathic generalized epilepsy.

Table S2. Results of the voxel-based morphometry analy-
sis of the cingulate gyrus comparing patients with juvenile
myoclonic epilepsy and controls.

Table S3. Results of the cortical surface statistical analy-
sis of the cingulate gyrus showing the area, number of statis-
tically significant vertex, maximum p-value according to
the locations comparing patients with juvenile myoclonic
epilepsy and controls.

Table S4. Results of the shape statistical analysis of the
cingulate gyrus demonstrating the obtained area of triangu-
lated cells, maximum number of statistically significant
adjacent points, total number of statistically significant
points, and the maximum p-value according to the locations
comparing patients with juvenile myoclonic epilepsy and
controls.
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Table 1: Demographic and electroencephalographic features of 32 patients with

idiopathic generalized epilepsy.

Patient Gender GS‘::]F? g the Diagnosis Age Fﬁfte S:iiz:llllie La:;es:i:)u re S;i;;:e
1 Male Yes IME 33 19 1 MT
2 Female No IME 25 15 2 MT
3 Male No GTCS 19 16 2 T
4 Male No IME 18 14 1 MT
5 Female No GTCS 31 29 1 T
6 Female Yes IME 20 16 3 MT
7 Male Yes IME 24 16 0 MT
8 Male Yes IME 29 NA 1 MT
9 Female No IME 58 10 6 MT

10 Female No IME 19 14 0 MT
11 Female Yes IME 25 12 0 MT
12 Female Yes IME 40 14 1 MT
13 Female Yes JAE 41 15 7 AT
14 Female Yes JAE 29 13 0 AT
15 Female Yes IME 42 21 0 AMT
16 Female Yes IME 32 NA NA MT
17 Male Yes IME 41 22 0 MT
18 Male Yes IME 26 20 4 MT
19 Male Yes IME 37 9 3 MT
20 Female No IME 19 12 2 MT
21 Male Yes JAE 17 15 0 AT
22 Female Yes IME 34 NA 0 AMT
23 Female Yes GTCS 34 14 1 T
24 Male Yes GTCS 39 15 0 T
25 Female No GTCS 22 9 2 MT
26 Female Yes GTCS 17 14 0 T
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27 Male No JAE 20 9 3 AMT
28 Male Yes JAE 46 NA 0 AT
29 Male Yes IME 24 8 0 MT
30 Female Yes IME 24 NA 0 MT
31 Male Yes JAE 38 27 0 AT
32 Female Yes IME 29 11 3 MT

GSW: generalized spike and wave discharges. JME: juvenile myoclonic epilepsy. JAE: juvenile absence
epilepsy. GTCS: epilepsia with generalized tonic-clonic seizures only. A: absence, M: myoclonic, T:
tonic-clonic seizures. NA: data not available.
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Table 2: Results of the voxel-based morphometry analysis of the cingulate gyrus
comparing patients with juvenile myoclonic epilepsy and controls.

Cluster3s1ze T value Z value p value Coordinates Location
(mm”) (x,,2)
174 33 3.1 0.001 15,41, 16 caudal anterior
85 32 3 0.001 -8,-69, 15 isthmus
71 29 2.8 0.003 17, 29, 31 caudal anterior
142 2.7 2.6 0.004 -11,41, 10 rostral anterior
32 2.6 2.5 0.007 11, 36, -11 rostral anterior

Coordinates in Montreal Neurological Institute space (X, y, z in millimeters).
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Table 3: Results of the cortical surface statistical analysis of the cingulate gyrus
showing the area, number of statistically significant vertex, maximum p value according
to the locations comparing patients with juvenile myoclonic epilepsy and controls.

Area (mm?) Vertex (n) Max p value Location
133 363 0.006 -8, -31, 40 posterior
Area 180 496 0.005 14, -29, 36 posterior
12 33 0.018 8,-36, 34 isthmus
Area Pial 165 442 0.002 6, -35, 39 posterior
13 38 0.025 -5,-32, 39 posterior
34 80 0.009 5,-20, 39 posterior
15 36 0.019 5,-34, 40 posterior
6 20 0.034 16, -24, 38 posterior
Curv
130 427 0.004 -8,-44,25 isthmus
12 28 0.025 -18,-51,3 isthmus
12 25 0.027 -5,-41,32 isthmus
26 62 0.021 21,-53,7 isthmus
84 159 0.009 9, 33, -8 rostral anterior
65 153 0.011 6, -34, 39 posterior
Sule
35 95 0.028 -9,-54,8 isthmus
57 138 0.019 17,-52,7 isthmus
65 139 0.009 -6, 30, -9 rostral anterior
46 84 0.015 6, 35,-5 rostral anterior
Thickness 38 84 0.023 7,-37,42 posterior
47 114 0.001 -19,-55,7 isthmus
16 63 0.039 -9, -45, 24 isthmus
16 35 0.032 -11,44,3 rostral anterior
Volume 159 448 0.001 15, -17, 40 posterior
55 183 0.009 -8,-43,22 isthmus

Location in Talairach space (x, y, z in millimeters).
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Table 4: Results of the shape statistical analysis of the cingulate gyrus demonstrating

the obtained area of triangulated cells, maximum number of statistically significant

adjacent points, total number of statistically significant points and the maximum p value

according to the locations comparing patients with juvenile myoclonic epilepsy and

controls.
Area (mmz) Max cll{ster Total Max p value Location
size (points)
2 4 5 0.012 rostral anterior
19 19 41 0.012 caudal anterior
Left
22 14 34 <0.001 posterior
0 2 2 0.022 isthmus
61 55 95 <0.001 rostral anterior
26 12 41 0.004 caudal anterior
Right
17 13 29 0.004 posterior
24 16 29 <0.001 isthmus
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Figure Legends

Figure 1. Statistical analysis comparing the cingulate gyrus of juvenile myoclonic
epilepsy patients with controls using (A) VBM and (B) cortical analysis. P values are
color-coded according with the color bars below. Results are overlaid on 3D model of
the white matter surface. In A, significant areas indicate gray matter atrophy. Inset
shows the corresponding slice of the MRI template. B shows significant differences in
area, area pial, smoothed mean curvature, average convexity, thickness, and volume.
Hot colors represent areas where the parameters are decreased in the patient group,

while cold colors show increases.

Figure 2: Shape analysis of the cingulate gyrus results comparing patients with juvenile
myoclonic epilepsy and controls. Figures are superimposed average 3D models of
patients and control cingulate gyrus subfields in the medial and lateral regions.
Statistical mapping demonstrates statistically significant areas using the Hotteling 7*
test with 500 permutations. Displacement maps show the subtraction between patient
and control surfaces. Positive values (blue) indicate that patient surfaces were increased
to match controls and negative values (red) indicate the opposite. Vector field maps
show vectors obtained by the subtraction of the mean shapes. The size of the vectors is
proportional and color-coded according to the scalar length obtained. All maps are

color-coded according with the scale shown.
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Botucatu, 02 de abril de 2012 Of. 122/2012

Tlustrissimo Senhor

Prof. Dr. Luiz Eduardo Gomes Garcia Betting
Departamento de Neurologia, Psicologia e Psiquiatria da
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezado Dr. Luiz Eduardo,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de
Pesquisa (Protocolo CEP 4147-2012) “Andlise quantitativa das descargas
generalizadas de pacientes com epilepsia miocldnica juvenil utilizando o
EEG e a neuroimagem”, a ser conduzido por Aline Souza Marques da Silva,
orientada por Vossa Senhoria, recebeu do relator parecer favordvel,
aprovado em reunido de 02/04/2012.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Os pesquisadores deverdo apresentar
ao CEP ao final da execugdo do Projeto o “Relatério Final de Atividades”.

Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do CEP
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Protocolo de Pesquisa: ANALISE QUANTITATIVA DAS DESCARGAS
GENERALIZADAS DE PACIENTES COM EPILEPSIA MIOCLONICA JUVENIL
UTILIZANDO O EEG E A NEUROIMAGEM

Convidamos o (a) senhor (a) a participar deste estudo sobre epilepsia que sera realizado
no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP e terd como duracdo
média de 24 meses. A epilepsia ¢ uma doenga cerebral que leva a crises epilépticas
(convulsivas) e tem diversas causas.

Solicitamos o seu consentimento para utilizarmos as informagdes contidas no seu
prontuario, onde serdo analisados os dados referentes aos sintomas de sua doenga (por exemplo,
como evoluiu ao longo do tempo, como foi o tratamento) e resultados de exames ja existentes
(eletroencefalograma, tomografia e ressonancia de cranio).

O senhor (a) sera submetido a um eletroencefalograma com duracdo de 20 minutos. O
eletroencefalograma ¢ um exame que faz parte da avaliagdo rotineira das epilepsias, dura de 20-
30 minutos, ndo provoca nenhuma dor e € realizado por meio de eletrodos colocados no couro
cabeludo fixados com uma pasta.

Apos o eletroencefalograma, sera agendada uma data para realizacdo de um exame de
ressonancia magnética de cranio. A ressonancia ¢ uma técnica radioldgica que permite a
visualizagdo de imagens do interior do nosso corpo de maneira ndo invasiva sem uso de
radiacdo. Este exame também nao provoca dor, e o (a) senhor(a) devera ficar deitado em uma
superficie plana situada abaixo de um aparelho que cobrirda sua cabega e seu pescogo, por
aproximadamente 30-45 minutos. Quanto aos riscos, ndo ha, at¢é o momento, documentagao de
efeitos adversos significativos da ressondncia magnética no corpo humano.

Garantimos que o senhor (a) terd acesso, a qualquer momento, as informagdes
relacionadas a pesquisa, tendo total liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento
e de deixar de participar deste estudo, sem que isso traga prejuizo a continuidade de seu
atendimento neste hospital.

Gostariamos também de salientar que o (a) senhor (a) tera garantido o sigilo e a
privacidade durante e apos o andamento desta pesquisa, isto €, ndo sera possivel identificar sua
pessoa (citacdo de seu nome, seu registro de prontuario, etc).

Faculdade de Medicina de Botucatu - Unesp - Distrito de Rubiao Jr. - Caixa Postal 530
18618-970 - Botucatu - SP - http://www.fmb.unesp.br
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Informamos que ndo havera qualquer tipo de pagamento ou remuneragdo por sua
participacdo nesta pesquisa.

Os possiveis beneficios incluem proporcionar maior grau de conhecimento sobre esta
doenca, podendo contribuir no tratamento de outros individuos em condigdes semelhantes
futuramente.

INFORMACOES DE NOMES, TELEFONES E E-MAIL DO RESPONSAVEL PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA

Prof. Dr. Luiz Eduardo Betting: (14) 3811 6260
e-mail: lebetting@hotmail.com

Discente de pos-graduagao (mestrado): Aline Marques da Silva Braga
Telefone: 3811 6260 e-mail: aline.sms@gmail.com

“Qualquer diavida adicional, vocé poderé entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa,
através do fone: (14) 3811-6143.”

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que
me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de 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 0s possiveis riscos e vantagens que poderao advir do

estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cépia desse
formulario de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador

Assinatura do pesquisador data

Faculdade de Medicina de Botucatu - Unesp - Distrito de Rubiao Jr. - Caixa Postal 530
18618-970 - Botucatu - SP - http://www.fmb.unesp.br
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Protocolo de Pesquisa: ANALISE QUANTITATIVA DAS DESCARGAS
GENERALIZADAS DE PACIENTES COM EPILEPSIA MIOCLONICA JUVENIL
UTILIZANDO O EEG E A NEUROIMAGEM

Convidamos o (a) senhor (a) a participar deste estudo sobre epilepsia que sera realizado
no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP e terd duragdao média
de 24 meses. A epilepsia ¢ uma doenga cerebral que leva a crises epilépticas (convulsivas) e tem
diversas causas. Participardo do estudo 2 grupos: pacientes com epilepsia tratados no
ambulatorio de epilepsia e pessoas que ndo tem doenga neurologica, como o senhor (a), para
que se possa estudar as diferengas entre os grupos.

O senhor (a) serd submetido a um exame de ressonancia magnética de cranio. A
ressonancia € uma técnica que permite a visualizagdo de imagens do interior do nosso corpo de
maneira ndo invasiva, sem uso de radiagdo. Este exame ndo provoca dor, ¢ o senhor devera ficar
deitado em uma superficie plana situada abaixo de um aparelho que cobrira sua cabeca e seu
pescocgo, por aproximadamente 30-45 minutos.

Garantimos que o senhor (a) terd acesso, a qualquer momento, as informagdes
relacionadas a pesquisa, tendo total liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento
e de deixar de participar deste estudo.

Gostariamos também de salientar que o (a) senhor (a) tera garantido o sigilo e a
privacidade durante e apos o andamento desta pesquisa, isto €, ndo sera possivel identificar sua
pessoa (citagdo de seu nome, seu registro de prontuario, etc).

Informamos que ndo havera qualquer tipo de pagamento ou remuneragdo por sua
participacdo nesta pesquisa.

Os possiveis beneficios incluem proporcionar maior grau de conhecimento sobre esta
doenca, podendo contribuir no tratamento de outros individuos em condi¢des semelhantes
futuramente.

Faculdade de Medicina de Botucatu - Unesp - Distrito de Rubiao Jr. - Caixa Postal 530
18618-970 - Botucatu - SP - http://www.fmb.unesp.br
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INFORMACOES DE NOMES, TELEFONES E E-MAIL DO RESPONSAVEL PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA

Prof. Dr. Luiz Eduardo Betting: (14) 3811 6260
e-mail: lebetting@hotmail.com

Discente de pos-graduagao (mestrado): Aline Marques da Silva Braga
Telefone: 3811 6260 e-mail: aline.sms@gmail.com

“Qualquer diavida adicional, vocé poderé entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa,
através do fone: (14) 3811-6143.”

Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que
me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de 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 € 0s possiveis riscos e vantagens que poderao advir do
estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cépia desse
formulario de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador

Assinatura do pesquisador data

Faculdade de Medicina de Botucatu - Unesp - Distrito de Rubiao Jr. - Caixa Postal 530
18618-970 - Botucatu - SP - http://www.fmb.unesp.br



