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RESUMO

Nas epilepsias generalizadas idiopaticas (EGI) o controle das crises € conseguido com
farmacos anticrise (FACs). Os efeitos das medicacdes na conectividade cerebral de
pacientes com EGI ainda estdo sob investigacdo. Nossa hipétese € de que a
concentracéo sérica dos FACs pode influenciar na conectividade cerebral. 25 pacientes
com EGI e 25 controles foram selecionados. Todos os sujeitos foram submetidos a RM
de 3T. Sequéncias volumétricas em T1 foram usadas para analise anatébmica, e
sequéncias BOLD foram adquiridas para a andlise da conectividade funcional. A taxa
de FAC foi calculada baseada no numero de medicacdes e nos niveis séricos. O
processamento das imagens foi feito por meio da ferramenta Conn e 0os mapas de
correlagcdo foram calculados. Analises estatisticas da conectividade baseada em
sementes de toda a substancia cinzenta e do talamo foram realizadas usando modelo
linear geral (GLM). Uma analise complementar foi conduzida explorando as correlacdes
entre 0s mapas funcionais e as taxas de FACs. A andlise de correlacdo entre a taxa de
FACs e a conectividade dos pacientes mostrou para a analise da substancia cinzenta
apenas correlacdo positiva com a conectividade envolvendo o giro frontal superior
porcdo medial. Para o tdlamo direito foram observadas areas de correlacdo positiva ha
regido parietal esquerda e giro temporal médio esquerdo. A analise do talamo esquerdo
mostrou areas de correlagdo positiva no giro angular esquerdo e no polo temporal
esquerdo. 55 conexdes entre 11 ROIs foram avaliadas sendo 4 da rede de modo
padrdo e 7 da rede saliéncia. A andalise de correlacdo mostrou 2 agrupamentos
principais intra-rede de correla¢des positivas entre a conectividade funcional e a taxa
dos FACs relacionados a rede de modo padrao (F=66,4 e p < 0,001) e a rede saliéncia
(F = 88,9 e p <0,001). Um agrupamento de anticorrelagédo foi observado conectando
estas duas redes (F = 18,6 e p < 0,001). Esses achados podem indicar um padrao de
resposta as medicacdes. No futuro, esse padrdao pode ser usado para auxiliar a

titulacdo das FACs, e o alcance da dose 6tima.



ABSTRACT

In idiopathic generalized epilepsies (IGE) seizure control is usually achieved with
antiepileptic medications (AEDs). Effects of medications in the brain connectivity of
patients with IGE is still under investigation. We hypothesized that AEDs concentration
may directly influence brain connectivity. 25 patients (10 women, 3310 years) with IGE
and 25 controls were enrolled. All subjects underwent 3T MRI. T1 volumetric sequences
were used for anatomical analysis. BOLD fMRI time-series during rest were acquired for
functional connectivity. Blood samples were collected, and dosage of medications were
performed. AEDs ratios were calculated based on the number of medications and the
blood levels. Image processing was conducted using Conn toolbox. Functional time-
series were realigned, co-registered with the anatomical images, smoothed and
submitted to denoising. Correlations maps were calculated for each subject. Statistical
analysis of seed-based connectivity of the whole gray matter and the thalamus was
performed using general linear model (GLM). Differences between patients and controls
were investigated. A complementary analysis was conducted exploring the correlations
between functional maps and AEDs ratio. The correlation analysis between AEDs rate
and patient connectivity showed for the gray matter analysis only positive correlation
with connectivity involving the superior frontal gyrus medial portion. For the right
thalamus, areas of positive correlation were observed in the left parietal region and left
middle temporal gyrus. Analysis of the left thalamus showed areas of positive correlation
in the left angular gyrus and left temporal pole. 55 connections between 11 ROIs were
evaluated, 4 from the default mode network and 7 from the salience network. Correlation
analysis showed 2 main intra-network clusters of positive correlations between
functional connectivity and AEDs rates related to the default mode network (F=66.4 ep <
0.001) and the salience network (F = 88.9 ep < 0.001). An anticorrelation cluster was
observed connecting these two networks (F = 18.6 and p < 0.001). These findings may
indicate a pattern of response to medications. In the future, this standard can be used to

help titrate FACs and reach the optimal dose.
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INTRODUCAO

Dentre as doencas neurologicas graves, a epilepsia € a mais comum, ocorrendo
em todas as idades e apresentando grande variedade de manifestacdes, bem como de
etiologias. Sua principal manifestacao clinica sdo as crises epilépticas, definidas como a
ocorréncia transitoria de sinais e sintomas decorrentes de atividade neuronal sincrona
ou excessiva no cérebro. Operacionalmente epilepsia € definida como: 1) ocorréncia de
pelo menos duas crises ndo provocadas (ou reflexas) num intervalo superior a 24 horas;
2) uma crise ndo provocada e probabilidade de crises subsequentes semelhante ao
risco geral de recorréncia (pelo menos de 60%) apos duas crises ndo provocadas,
ocorrendo nos préximos 10 anos; 3) diagndstico de uma sindrome epiléptica (Epilepsia

Atual, ILAE, 2018).

Estima-se que a probabilidade de se ter 1 crise epiléptica durante a vida seja de
10%, porém a maioria das pessoas que apresenta ao menos 1 crise, ndo desenvolvera
epilepsia. A incidéncia de epilepsia varia de 50,4 a 81,7 por 100.000 habitantes, por
ano, sendo mais prevalente nos paises em desenvolvimento (Falco-Walter, 2020),
podendo-se atribuir esta maior prevaléncia a fatores como inadequada assisténcia ao

parto, traumas mais frequentes, violéncia urbana ou infeccdes.

Quadro clinico

A principal manifestacdo clinica das epilepsias sdo as crises epilépticas. A

interpretacdo da semiologia das crises epilépticas junto com o exame de
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eletroencefalograma (EEG) permite a classificacdo das epilepsias em diversas
sindromes epilépticas (ILAE, 2017). Sob esta 6tica, as epilepsias podem ser divididas
em epilepsias focais e epilepsias generalizadas, entre as quais: epilepsia mioclénica
juvenil (EMJ), a epilepsia auséncia juvenil e a epilepsia com crises tonico-clonicas

generalizadas.

Neurofisiologia

O estudo neurofisiolégico das epilepsias pode ser realizado durante o periodo
interictal e durante o periodo ictal. O estudo interictal € realizado por meio do EEG de
rotina registrando em média 20 minutos da atividade cerebral. Este exame tem grande
importancia especialmente na confirmacdo do diagndstico clinico de epilepsia e na

diferenciacao sindrémica entre epilepsias focais e generalizadas.

Os achados tipicos do EEG nas epilepsias generalizadas idiopaticas (EGIs) séo
caracterizados por complexos espicula-onda lenta generalizados e sincronos ou
complexos poliespicula-onda lenta generalizados. A atividade de fundo por definicdo é
normal. Alguns padrdes especificos de descargas estao relacionados com as diferentes

sindromes clinicas.
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Figura 1. Tracado tipico mostrando atividade de base normal, seguida de complexos espicula e
poliespicula onda lenta generalizados, na frequéncia delta
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Tracado interictal normal é encontrado em aproximadamente 40% dos pacientes
com EGI. EEGs seriados parecem ser fundamentais para confirmar o diagnéstico, pois
3 EEGs identificam 84% dos casos, e quando sao feitos de 4 a 8 EEGs, a deteccao
aumenta para 94%. (Sousa et al., 2005). Ainda, realizar algumas provas de ativacéao,
como privagao de sono e fotoestimulag&o intermitente, pode aumentar a sensibilidade

do exame (Betting et al., 2006).

Em alguns casos, ha achados eletroencefalograficos atipicos e o paciente pode
ser erroneamente diagnosticado com epilepsia focal. Anormalidades focais no EEG de
pacientes com EMJ, por exemplo, foram evidenciadas em 19,7 a 29,3% dos casos

(Atlaki et al.,1998; Betting et al., 2006).
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Fisiopatologia das descargas epileptiformes generalizadas

A etiologia das epilepsias, de modo geral, est4d relacionada com
hiperexcitabilidade neuronal que inclui falha de mecanismos inibitérios e aumento dos
mecanismos excitatérios. A fisiopatologia das descargas epileptiformes generalizadas
observadas em pacientes com EGI permanece em investigacdo. As principais teorias

para a sua origem envolvem duas estruturas fundamentais: o cortex e o talamo.

Desde a década de 40 o talamo é considerado uma das principais regifes
envolvidas no mecanismo das EGI. As primeiras hipoteses levavam em conta
especialmente o achado eletroencefalografico. Desta forma, acreditava-se que o talamo
seria responsavel pelo aumento da sincronia inter-hemisférica causando as crises
(Penfield & Jasper, 1954). Entretanto, especialmente apds o surgimento de modelos
animais, a interacdo entre talamo e cértex passou a ser vista como fundamental na
origem das descargas generalizadas (Gloor, 1968). Mais recentemente, estes estudos
experimentais geraram fortes evidéncias de que o cértex é fundamental na génese das
crises. O envolvimento talamico seria na realidade secundario, porém com importante
participacdo na manutencdo das crises (Meeren et al., 2002). A ativacdo deste circuito
ocorre de forma habitual durante o sono (Chang & Lowenstein, 2003). Entretanto, uma
falha neste mecanismo faz com que a ativacdo cortical que normalmente existe durante
0 sono ocorra durante a vigilia. Deste modo, as EGI sdo ocasionadas por uma falha no
mecanismo de manutencéo do ciclo sono-vigilia modulado pelo circuito tdlamo-cortical

(Chang & Lowenstein, 2003).

Mais recentemente estuda-se o papel dos hubs de rede cerebral na génese das

crises epilépticas. Chama-se de hubs, regides do cérebro com alta conectividade com
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outras areas enceféalicas, estando situados ao longo das vias de comunicacdo mais
eficientes do cérebro. Essas éareas s&do cada vez mais reconhecidas como
“contribuintes” para as crises epilépticas e os desequilibrios funcionais relacionados a
epilepsia. Ja foi estudado que essas areas sao vulneraveis a alteracdes estruturais
relacionadas a epilepsia, e ainda, alguns estudos mostram que eles podem
desempenhar um papel importante no progndstico especifico do paciente, bem como

nas terapias modificadoras da doenca (Royer et al., 2022).

Acredita-se que a sincronizacdo anormal da rede resultante de circuitos
excitatérios, pode contribuir para a geracdo e manutencao das crises epilépticas (Royer

et al., 2021)

Neuroimagem

A investigacdo por neuroimagem de escolha em pacientes com epilepsia é a
ressonancia magnética (RM) de alta resolucdo. Este exame é capaz de detectar
alteracdes sutis, entre elas displasias corticais e alteracdes na porcdo medial do lobo
temporal, que outros métodos de imagem falham em diagnosticar (Li et al., 1995). Além
disso, € um exame amplamente utilizado em pesquisa, pois existem varias técnicas de
aquisicao e processamento de imagens que podem aprimorar a deteccao de alteragbes

cerebrais.

Para avaliacdo adequada de pacientes com epilepsia o protocolo de aquisi¢ao
da RM deve ser cuidadosamente planejado dependendo da suspeita levantada pelo
quadro clinico e eletroencefalogréfico. Um protocolo adequado envolve a aquisicdo das

imagens em um aparelho de 1.5 Tesla ou preferencialmente de alto campo com 3
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Tesla. O protocolo basico inclui: imagens coronais T1 e T2 perpendiculares ao longo
eixo do hipocampo com cortes finos menores do que 3 mm; imagens axiais T1, T2 e
FLAIR; aquisicdo volumétrica 3D para reconstrucdo multiplanar e aquisicdo de imagens

de difusdo.

A analise de um método diagndstico pode ser realizada de forma qualitativa ou
guantitativa. A analise qualitativa € a forma de anélise convencional realizada por um
especialista com treinamento em epilepsia. A analise quantitativa € mais comumente
realizada para pesquisa. Esta modalidade de analise tem como principal objetivo
aumentar a sensibilidade de deteccdo de anormalidades sutis que ndo sdo detectadas
pela andlise visual rotineira. A escolha do método quantitativo para avaliacdo das
epilepsias € bastante importante e deve ser realizada de forma criteriosa. Esta selecéo

é feita de acordo com a hipétese principal e metodologia do estudo.

Neuroimagem estrutural e EGI

Os métodos usuais de aquisicdo de imagens, e a inspecédo visual simples dos
exames de RM ndo mostram anormalidades no cérebro de pacientes com EGI (ILAE,
1989). Estudos de neuroimagem avancada, incluindo volumetria e analise baseada em
voxel foram capazes de demonstrar alteracdes nesses pacientes, quando comparados

a controles.

A volumetria foi aplicada em RM de pacientes com EMJ, e demonstrou-se um
aumento do volume em algumas areas de substancia cinzenta desses pacientes,
guando comparados a controles sadios (Woermann et al., 1998). Com o objetivo de

tentar localizar as areas potencialmente alteradas nesses pacientes, foram realizados
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estudos utilizando imagens baseadas em voxel, conseguindo demonstrar por exemplo,
aumento de volume de substancia cinzenta nas regides mesiais dos lobos frontais
desses pacientes (Woermann et al. 1999). Achados esses corroborados por um estudo
com nuamero maior de pacientes, em que 44 pacientes com EMJ apresentaram aumento
de volume de substancia cinzenta nas regides frontobasais (Betting et al., 2006). Esses
mesmos pacientes com EMJ que também apresentavam auséncias, apresentaram

também aumento de volume na regido anterior do talamo.

Neuroimagem funcional em repouso (conectividade funcional) e EGI

A RM funcional é capaz de quantificar alteracbes hemodinamicas locais de forma
nao invasiva, constituindo-se uma técnica importante na localizacdo de regifes
cerebrais durante uma condicdo experimental. Estas alteracdes hemodinamicas estao
relacionadas ao chamado sinal BOLD (“Blood Oxygen Level Dependent”). O sinal
BOLD, na realidade, € um sinal complexo controlado por diversos parametros
dependentes néo s6 da oxigenacdo sanguinea, mas também de todo fluxo sanguineo e
volume cerebral (Ogawa et al., 1998). Este sinal reflete um aumento no fluxo sanguineo
cerebral que ocorre para suprir a demanda cerebral de oxigénio durante uma

determinada tarefa (Fox et al.,1988).

Durante a RM funcional adquirida em repouso, existem flutuacdes de baixa
frequéncia do sinal BOLD. As regides que apresentam estas flutuacdes sdo definidas
como redes do estado de repouso e provavelmente refletem alguma forma de

conectividade entre sistemas neuroanatdmicos distintos (Fox & Raichle, 2007). Deste
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modo, a RM funcional em repouso auxilia na avaliacdo da integracdo entre multiplos

sistemas cerebrais.

O cérebro humano é uma complexa rede neural e seu funcionamento adequado
depende de mudltiplas regides interconectadas. Por sua vez, a epilepsia € uma doenca
gue envolve as redes neurais cerebrais em que um circuito hiperexcitado predomina e
origina crises epilépticas recorrentes. Uma ferramenta amplamente utilizada para
analise das redes neurais em epilepsia € a RM funcional em repouso (Vandel Heuvel et.

Al, 2013)

Um dos primeiros estudos feito com EGI avaliou 31 pacientes com EMJ, 17 com
epilepsia com crises tdnico-clénicas generalizadas e 1 com epilepsia auséncia juvenil.
Os autores observaram que estes pacientes apresentavam reducdo da conectividade
funcional entre o tdlamo medial anterior com o cértex pré-frontal e a regido do giro do
cingulo posterior. Além disso, uma correlagédo positiva entre a duracao da epilepsia e as

anormalidades foi observada sugerindo consequéncia da doenga (Kim et al., 2014).

Tratamento das EGIs

Entre as principais medicacdes de escolha para o tratamento das EGIs estdo o

valproato, clobazam, lamotrigina, topiramato e levetiracetam (Perucca et al., 2021).

Valproato: Medicacado de escolha no tratamento das epilepsias generalizadas,
exceto para mulheres em idade reprodutiva, pelo efeito teratogénico. Apresenta
também boa eficacia no tratamento das epilepsias focais. Os principais efeitos adversos

sao tremor, queda de cabelo, irregularidades menstruais, ganho de peso e edema. O
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valproato nao leva a inducdo enzimatica e sua associacdo pode elevar o nivel de outros
farmacos anticrises (FACs). O mecanismo de acédo do valproato esta relacionado aos
canais de s6dio e a inibicdo neuronal mediada pelo acido gama-aminobutirico (GABA)*

(Brodie & Dichter, 1996).

Lamotrigina: FAC de amplo espectro de acdo. Pode ser utilizada para epilepsias
focais e generalizadas. Estudos sugerem um melhor perfil de tolerabilidade da
lamotrigina em comparacéo com outros FACs (Marson et al., 2007). Rash cutaneo pode
aparecer em 5% dos adultos e em menos que 1% dos casos pode ocorrer a sindrome
de Stevens-Johnson (Dichter & Brodie, 1996). A titulacao lenta diminui o risco de efeitos
adversos mais sérios. O mecanismo de acdo da lamotrigina esta relacionado com a

inibicdo das correntes de sédio (Cheung et al., 1992). Levetiracetam: Outro

farmaco de amplo espectro de acdo. Possui eficacia elevada, pouca interacdo com
outros farmacos e efeitos adversos raros e reversiveis, 0 que o torna uma medicacao
muito segura. Possui mecanismos de ac¢ao diversos, entre eles a diminuicdo do célcio
intracelular, inverséo parcial das reducdes nas correntes do GABA e glicina, reducao da
fusdo de vesiculas sinapticas a membrana. Seus principais efeitos adversos sao
sonoléncia, astenia, fadiga, além de sintomas psiquiatricos como depressao,

irritabilidade e ansiedade (Perucca et al., 2011)

Topiramato: Também constitui uma opcéo para o tratamento das epilepsias
generalizadas. Representa boa escolha para pacientes que apresentem obesidade ou
migranea como comorbidades. Sua titulacdo deve ser realizada de forma muito lenta
minimizando efeitos adversos que ocorrem, sobretudo na esfera cognitiva. Existe o

risco aumentado de litiase renal. Apresenta multiplos mecanismos de acéo entre eles o
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bloqueio dos canais de sédio, a inibicdo de receptores glutamatérgicos e o aumento da

acao inibitéria do GABA (Brodie & Dichter, 1996).

Clobazam: é um benzodiazepinico que atua aumentando a acdo do GABA por
meio da ligacdo nos receptores GABAA (Rudolph et al., 1999). A metabolizacdo é
hepatica por meio de desmetilacdo (Patsalos, 2005). O clobazam n&o tem propensao a
interagir com outros FACs. Entretanto, seu metabolismo € aumentado por medicacdes
indutoras hepaticas reduzindo suas concentracées séricas. E utilizado na maioria das

vezes como tratamento adjuvante junto com outro FAC.

AlteracBes cognitivas como efeito adverso dos FACs sdo bem conhecidas.
Entretanto seu mecanismo ainda € pouco compreendido. Os efeitos ocasionados pelo
uso do topiramato sdo os mais frequentemente descritos e investigados (Beltramini et
al., 2015). Alteracdes funcionais, sobretudo durante tarefas também foram descritas
com a carbamazepina, lamotrigina e com o valproato (Beltramini et al., 2015). Contudo,
estudos ainda sao bastante escassos e o impacto das medicacfes na RM funcional em

repouso ainda ndo esté estabelecido.

Farmaco-RM

7

A farmaco-RM é uma modalidade de imagem funcional que permite o
mapeamento ndo-invasivo da funcdo cerebral em resposta as alteracbes
hemodindmicas provocadas pelo uso de medicamentos. Esta técnica pode mapear o
curso de tempo e a resposta neurolégica a estimulos farmacolégicos especificos, e

fornece informacdes sobre as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas de
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medicacfes destinadas principalmente as doencas neurolégicas e psiquiatricas

(Wandschneider et al., 2016).

Nas EGIs, um estudo utilizando a RM funcional em repouso mostrou
conectividade mais restrita no talamo e difusa no cortex cerebral comparada com
controles. O grau de alteracdo apresentou relacdo com as medicacbes em uso.
Pacientes com mais anormalidades tiveram maior chance de recorréncia de crises
(Wang et al., 2019) A analise de pacientes com EGI controlada e refrataria evidenciou
também um perfil diferente de conectividade (Chen et. al., 2021) Ambos 0s grupos
apresentaram alteracdo de conectividade entre o nucleo centro-mediano do talamo e o
cortex cerebral. Entretanto, apenas pacientes refratarios mostraram aumento da
conectividade entre o nucleo ventral posterior lateral e regides corticais. Entretanto,
estes achados séo sutis e ndo estdo completamente estabelecidos na literatura. Alguns
estudos nao foram capazes de determinar diferencas de conectividade entre pacientes

com EGI controlada e refrataria (Pegg et.al., 2021)
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JUSTIFICATIVA

A EMJ é uma patologia frequente que corresponde a 5 a 11% das epilepsias
(Panayiotopoulos, 2002). O inicio das crises ocorre na adolescéncia e uma crise nesta
faixa etaria representa um importante impacto para o individuo. Portanto, o estudo da
fisiopatologia desta forma de epilepsia é fundamental pelo fato de que a sua melhor
caracterizacdo e compreensdo podem auxiliar no diagndstico mais precoce e na
escolha de melhor tratamento para esses casos, reduzindo assim sua morbidade e

mortalidade.

A observacdo de um padréo de correlacdo entre o nivel sérico da medicacao e a
frequéncia de crises com as redes neurais em repouso de pacientes com EGI teria
implicacdo pratica imediata. Este achado pode representar um marcador de
neuroimagem para as EGI auxiliando no tratamento e monitorizacao terapéutica destes

pacientes.
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OBJETIVOS

Hipodtese principal

O uso da medicacdo anticrise, avaliada por meio da dosagem sérica, influencia
de maneira importante a conectividade funcional dos pacientes com epilepsia, traduzida

pela diminuicdo do numero de descargas.

Objetivos gerais

O presente estudo teve como objetivo geral investigar a fisiopatologia e a

conectividade funcional dos pacientes com epilepsia.

Objetivos especificos

O objetivo especifico do estudo foi correlacionar a conectividade funcional com a

dosagem sérica das medica¢des nos pacientes com EGI.
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MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido ao comité de ética em pesquisa da Faculdade
de Medicina de Botucatu, sob o parecer 2.931.898 (anexo 1), e ap6s aprovacao foi
iniciada a selecdo de sujeitos. Todos os individuos que aceitaram participar do estudo

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Selecéo dos sujeitos

O presente estudo avaliou de forma prospectiva 26 pacientes com EGI e 26
individuos controles voluntarios selecionados junto a comunidade local sem
antecedentes de patologias neuroldgicas. Os pacientes foram selecionados no
Ambulatério de Epilepsia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu (FMB-UNESP) por meio da histéria clinica e do exame neurolégico. Individuos
com suspeita de EGI foram submetidos ao EEG de rotina para confirmacao da hipétese
diagnéstica. Quando necessario, mais de um exame foi realizado. O EEG interictal foi
registrado por 20 minutos com montagem internacional 10-20 incluindo dois eletrodos
adicionais (T1 e T2 zigomaticos de Silverman) para melhor cobertura das regides
temporais, além do eletrodo de eletrocardiograma. A leitura do exame foi realizada
pelos pesquisadores deste estudo. Depois de confirmado o diagnéstico e observado a
presenca de descargas interictais o paciente foi submetido a dosagem sérica das

medicacfes em uso, bem como a RM funcional de encéfalo.
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Os dados clinicos como tipos, frequéncia e data das ultimas crises foram obtidos
por meio da revisdo dos prontuarios e da historia clinica obtida diretamente com o

paciente ou com o acompanhante que tenha presenciado pelo menos uma crise tipica.

Dosagem Sérica

Foi realizada com o paciente em jejum, no periodo da manha, antes de ingerida

a primeira dose de sua medicacdo (Patsalos et al., 2008).

Os niveis sanguineos das medica¢Bes anticrises foram obtidos por meio de
imunoensaio de inibicao turbidimétrico melhorado de particulas homogéneas — PETINIA
(acido valproico, carbamazepina, fenobarbital), cromatografia liquida de alta resolucao —
HPLC (lamotrigina, oxcarbazepina, clobazam, clonazepam), cromatografia liquida e
espectrometria de massa — LC-MS/MS (topiramato) e cromatografia de gases
(levetiracetam). Para cada medicacao, a taxa medicamentosa foi obtida com base nos
valores séricos padronizados de acordo com média de sua faixa de referéncia
previamente estabelecida por meio do Z escore. Para pacientes em uso de mais de

uma medicagdo a taxa medicamentosa foi a somatoria da taxa de todas as medicagodes.

Ressonancia magnética

Todos os sujeitos foram submetidos ao exame de RM, com aparelho de 3 Tesla,
seguindo um protocolo especifico para avaliacdo das epilepsias. Neste protocolo foram

incluidos:
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e Gradiente eco volumétrica ponderada em T1: MPRAGE (“Magnetization
Prepared Rapid Gradient Echo”) com voxels de 0,5 x 0,5 mm, adquiridos no
plano sagital com 1 mm de espessura; angulo de excitacdo 9°; tempo de
repeticdo (TR), 2300 milissegundos (ms); tempo de eco (TE), 2,47 ms; tempo de

inversao (TI), 1100; matriz, 256 x 256 mm e campo de visdo (FOV) 256 mm;

e Imagens funcionais em repouso (BOLD): “Echo Planar Imaging” (EPI) com
voxels isotrépicos de 3 mm de espessura; angulo de excitacdo 90°, TR, 3000;
TE, 30; matriz, 64 x 64 mm; FOV 192 mm com o paciente de olhos abertos e

previamente instruido.

Deste modo, os principais critérios de inclusdo foram: a) Pacientes com histoéria
clinica, exame neurolégico e EEG interictal de rotina compativeis com EGI; b)
Individuos que apresentaram descargas epileptiformes no eletroencefalograma; c)
Individuos maiores de 15 anos; d) Auséncia de lesdo estrutural na RM; e) Desejo de
participar da presente pesquisa; f) Auséncia de contraindicacdes para realizacdo do

exame de RM.

Como critérios de exclusdo: a) Desejo de sair do estudo; b) Individuos que
durante a investigacdo apresentassem diagnostico de outros tipos de epilepsia ou
crises ndo epilépticas; c) Individuos com dupla patologia (como por exemplo presenca

de leséo estrutural ou microangiopatia extensa).
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FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Ressonancia magnética

A andlise visual qualitativa dos exames de RM foi feita de forma cega por dois
investigadores independentes (sendo um o pesquisador principal) com experiéncia em
neuroimagem e epilepsia. O objetivo principal desta analise foi identificar lesdes

estruturais.

A andlise da conectividade funcional foi realizada com o programa CONN
(“Functional Connectivity Toolbox”; Whitfield-Gabrieli & Nieto-Castanon, 2012)
associado ao pacote SPM12 (www.fil.ion.ucl.ac.uk), executado sobre a plataforma
Matlab R2012b (MathWorks; Natick, Estados Unidos da América). As imagens
adquiridas foram transformadas para o formato NifTl (“Neuroimaging Informatics
Technology Initiative”) utilizando o programa MRIcron (Rorden & Brett, 2000). Esta

conversao permitiu 0 manuseio e conduc¢ao das andlises subsequentes.

As imagens estruturais T1 volumétricas foram registradas no espaco padrdao do
“Montreal Neurological Institute - International Consortium for Brain Mapping” (ICBM;
Collins et al., 1995) e as substancias branca e cinzenta segmentadas com a abordagem
conhecida como segmentacao unificada utilizando o algoritmo DARTEL (Ashburner,

2007).

O processamento das imagens funcionais consistiu em realinhamento, correcéo
temporal e para artefatos de movimento, normalizacdo (ICBM) e suavizacao espacial
com filtro de 4,0 mm (largura & meia altura; Full Width at Half Maximum). As imagens

funcionais de cada sujeito foram registradas com a sequéncia volumétrica T1. Em
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seguida as imagens foram submetidas a um algoritmo para reducao de ruido que aplica
regressao linear e filtragem para remocao de artefatos fisioldgicos e outros efeitos
artefatuais que poderiam ser confundidos com o sinal BOLD. Para cada sujeito, a
analise de trés regibes de interesse (ROI) foi utilizada: substancia cinzenta, talamo
direito e talamo esquerdo. Estas estruturas foram selecionadas com base no
mecanismo das EGIs. A extracdo dos mapas de conectividade foi feita por meio de um
modelo linear geral (GLM) para medidas ponderadas de regressao / correlacéo entre as
séries temporais e as areas de interesse. Neste caso, estes mapas representam o nivel
de conectividade funcional entre o ROI (média de todos os voxels contidos) e todas as

localizacBes no cérebro (voxel individual).

A analise de grupos foi feita também utilizando o GLM com nivel de significancia
de p < 0,05, corrigido para multiplas comparacdes (False Discovery Rate). Parametros
de realinhamento foram introduzidos como covariaveis. Nesta analise de grupos foram
feitas comparacdes estatisticas dos mapas de conectividade. Os mapas de correlacao
obtidos na analise individual foram utilizados para realizagdo das comparacdes em
grupo. Andlises utilizando a taxa de medicacdes foram realizadas investigando areas de
correlacdo entre os Z escores e 0s mapas de conectividade. Finalmente, analise de
conectividade de ROI para ROI incluindo a rede de modo padréo e a rede de saliéncia
também foram realizadas com o objetivo de avaliar o comportamento destas redes de

forma mais especifica.
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RESULTADOS

Dados clinicos e de EEG

Os pacientes apresentaram uma média de idade de 32,9 + 10,5 anos (minimo de
16 - maximo 51), sendo dos 25 pacientes, 15 mulheres com média de primeira crise de
11,3 £ 6,9 anos (2 -15) e a ultima crise ocorrendo em média 0,9 + 1,3 anos antes da
avaliacdo (0 - 3). Com relacdo ao diagnédstico, 18 pacientes apresentando epilepsia
miocldnica juvenil, 3 pacientes com epilepsia auséncia juvenil, e 4 pacientes epilepsia

com crises tonico-clénicas generalizadas.
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CONTROLE NiVEL
a P
NOME IDADE 12 CRISE TIPO DE CRISE COMORBIDADES FAC EM USO DE CRISES RM SERICO
A AVP 500MG/DIA AVP 53,8
EAB.C. 43 6 MIOCLONICAS + | Sim Normal
CTCG CBZ 400MG/DIA CBzZ 8,1
TR. DISSOCIATIVO- LEV 1G/DIA LEV<1
- CONVERSIVO + TR.
CLB 20MG/DIA CLB 130
AM.R. 32 8 M'OCE(T)Q'GCAS * PERSONALIDADE Sim Normal
EMOCIONALMENTE CLN 2MG/DIA CLN 8,6
INSTAVEL AVP 1G/DIA AVP < 3
A DEPRESSAO + TR.
MIOCLONICAS + PERSONALIDADE .
C.S.C. 29 8 cTCG EMOCIONALMENTE OXC 1,8G/DIA Sim Normal OXC 28,1
INSTAVEL
x TPM 25MG/DIA TPM 0,9
MIOCLONICAS + DEPRESSAQ + .
S.R.B.A. 33 11 CTCG MIGRANIA SEM LMT 300MG/DIA Sim Normal LMT 2,8
AURA CLN 2MG/DIA CLN 16
R.A.V. 31 RN CTCG MIGRANIA SEM MEDICACAO Sim Normal | — -----
AUSENCIA + .
V.J.F. 51 15 MIOCLONICAS + HERNIA DE DISCO SEM MEDICACAO Nao Normal |  -----
LOMBAR
CTCG
DMII + RM
LIMITROFE + TR. )
F.B.P. 40 9 CTCG AFETIVO CBZ 200MG/DIA Sim Normal CBzZ<0,4
PERSISTENTE
o LMT 100MG/DIA AVP 77,9
A.C.G.R.J. 27 14 MIOCLONICAS + | Sim Normal
CTCG AVP 2G/DIA LMT 4,7
G.S.B. 25 Desconhecido cTceeg | ——e—- AVP 1,5G/DIA Sim Normal AVP 173,3
V.V.F. 30 8 (o4 ol c T R — AVP 250MG/DIA Sim Normal AVP 13,1
o AVP 500MG/DIA CBz 7,6
AV. 24 15 MIOCLONICAS + | N&o Normal
CTCG CBZ 600MG/DIA AVP 47.8
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AA 50 9 cTCG HAS + CBZ 800MG/DIA N N | CBZ 10
A HIPOTIREOIDISMO AVP 1G/DIA a0 ormal  avp 34,1
V.M.B 26 22 (03 (o] C T I — LMT 50MG/DIA Sim Normal LMT 1,3
MIOCLONICAS + HIDRADENITE CBZ 600MG/DIA . CBZ 8,5
1.A.G. 29 12 CTCG SUPURATIVA PB 50MG/DIA Sim Normal PB 6.4
E.C.O. 48 16 CTCCG CA DE MAMA AVP 500MG/DIA Sim Normal AVP < 3
AUSENCIA + AVP 3G/DIA ) AVP 101,9
E.P. 46 13 MIOCLONICAS + HAS Nao Normal
CTCG CLB 10MG/DIA CLB 142
M.N. 26 19 MIOCLONICAS + | CBZ 800MG/DIA Sim Normal CBZ 6,6
CTCG
A TPM 150MG/DIA TPM 3,2
A.A.C. 22 14 MIOCLONICAS + | Sim Normal
CTCG AVP 500MG/DIA AVP 51,6
A.C.M.G. 20 12 AUSENCIA + CTCG DEPRESSAO LEV 1G/DIA Nao Normal LEV 18,1
M.C.M. 31 7 M'OCCL;(T)&CAS * TABAGISMO PB 100MG/DIA Nao Normal PB 15,1
MIOCLONICAS + TREMOR . Cisto
L.F.G.M.M. 20 10 CTCG ESSENGIAL AVP 500MG/DIA Sim Aracnoide | AVP 32.8
A.A.S.S. 24 Desconhecido MIOC(I_‘:?EI(IBCAS L — SEM MEDICACAO Sim Normal |  -—---
JELS. 16 16 M'OC(E?(';'('BCAS L R AVP 750MG/DIA Sim Normal | AVP 72,9
C.AS.S. 45 13 (03 (o1 C T I — OXC 1,2G/DIA Sim Normal OXC 19,3
. ~ OXC 600MG/DIA _ OXC 11,9
E.C.S.O. 44 15 AUSENCIA + CTCG DEPRESSAO Sim Normal
PB 100MG/DIA PB 30
AVP 500MG/DIA _ <3
L.R.B. 27 11 CTCG TABAGISMO Sim Normal
CBZ 400MG/DIA <0,4
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A respeito das medicagdes em uso, 3 pacientes ndo estavam utilizando FAC com
média de 1,7 £ 0,9 (1 - 4) por paciente. As principais medicagdes utilizadas foram o
valproato (15 pacientes), carbamazepina (7), lamotrigina (4), oxcarbazepina (3),
fenobarbital (3), clobazam (3), topiramato (2), levetiracetam (2) e clonazepam (2). A
média da carga de FACs calculada foi de -2,3 = 3,9 (-15,2 - 0,8). A figura 1 resume

estes achados.

FIGURA 1: Taxa de farmacos anticrise utilizados por 25 pacientes com epilepsia
generalizada idiopatica. A taxa foi calculada com base na dosagem sérica das
medicacgdes utilizando uma transformada Z a partir da média do nivel sérico padrao
para cada medicacdo. Deste modo, o indice obtido indica o numero de desvios padrao
acima ou abaixo da dose sérica meédia para cada um dos pacientes. Para pacientes
com mais de uma medicagdo o0s escores obtidos foram somados. As barras
representam a média e o desvio padrédo. Cada ponto corresponde a um paciente. VPA -
valproato; CBZ - carbamazepina; LTG - lamotrigina; CLB - clobazam; OXC -
oxcarbazepina; PB - fenobarbital; CLN - clonazepam; LEV - levetiracetam; TPM —

topiramato.
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Taxa (Z escore)

ER <

| 1 1 | | | L] L L
VPA CBZ LTG CLB OXC PB CLN LEV TPM
Farmaco anticrise

Anélise de conectividade: comparacédo entre pacientes e controles

A comparacdo entre a conectividade da substancia cinzenta de pacientes e
controles mostrou area de reducdo da conectividade localizada na regido frontal
esquerda (194 mm?; p = 0,039) e area de aumento da conectividade na regi&o parieto-
temporal esquerda (2350 mm?®, p = 0,018). A andlise dos tdlamos ndo mostrou

diferencas entre pacientes e controles. A figura 2 representa estas alteracdes obtidas.

FIGURA 2: Resultados da analise estatistica entre os mapas de conectividade
de pacientes com EGI e controles para toda substancia cinzenta. O resultado estatistico
esta representado de acordo com a escala abaixo da figura. Sobreposigcdes em um

modelo tridimensional do cérebro sdo demonstradas.
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Anédlise de conectividade e correlagdo com taxa de farmacos anticrise

A andlise de correlacdo entre a taxa de FACs e a conectividade dos pacientes
mostrou para a andlise da substancia cinzenta apenas correlacdo positiva com a
conectividade principalmente envolvendo o giro frontal superior por¢do medial (1520
mm?, p = 0,04). Para o tadlamo direito foram observadas apenas areas de correlacdo
positiva na regido parietal esquerda (1770 mm?; p = 0,028) e no giro temporal médio
esquerdo (1564 mm?* p = 0,044). A anélise do tdlamo esquerdo também mostrou
apenas areas de correlacdo positiva no giro angular esquerdo (1630 mm?; p = 0,039) e

no polo temporal esquerdo (2632 mm?®; p = 0,01). A figura 3 resume estes achados.

FIGURA 3: Resultados da analise de correlacdo entre os mapas de
conectividade de 3 regibes de interesse e a taxa de medicagbes antiepilépticas. O
resultado estatistico estd representado de acordo com a escala abaixo da figura.
Sobreposigdes em um modelo de ressonancia (corte axial, direita a direita) e em um

modelo tridimensional do cérebro sdo demonstradas.
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Andlise de conectividade entre regibes de interesse envolvendo as redes de modo

padréo e saliéncia

55 conexdes entre 11 ROIs foram avaliadas sendo 4 da rede de modo padréo
(cortex pré-frontal medial, parietal lateral esquerdo e direito e cortex do cingulo
posterior) e 7 da rede saliéncia (cortex pré-frontal rostral direito e esquerdo, cértex do
cingulo anterior, insula anterior direita e esquerda e giro supramarginal direito e

esquerdo).

A analise de correlacdo mostrou 2 agrupamentos principais intra-rede de
correlagdes positivas entre a conectividade funcional e a taxa dos FACs relacionados a
rede de modo padréao (F=66,4 e p < 0,001) e a rede saliéncia (F =88,9 e p <0,001). Um
agrupamento de anticorrelacao foi observado conectando estas duas redes (F = 18,6 e

p < 0,001).
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FIGURA 4: Mapa de conectividade ROI para ROI (superior) e grafico 3D (inferior)
mostrando a conectividade intra e inter-redes para rede de modo padrdo e rede
saliéncia. A forca da conectividade € proporcional a cor (vermelho — correlacionado,
azul anticorrelacionado as doses de FACs). A escala de cor indica a significancia

estatistica.
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DISCUSSAO

Multiplos estudos prévios foram capazes de identificar que ha uma diminuicédo da
conectividade funcional em repouso nos pacientes com diagnostico de EGI (McGill et
al., 2012). Mais recentemente esses achados foram corroborados por uma revisao
sistematica, que incluiu 24 estudos publicados entre os anos de 2008 e 2017, todos
mostrando diminuicdo da conectividade funcional dos pacientes quando comparados
aos controles (Parsons et al., 2019). Ainda que nas diferentes subsindromes tenha
havido diferencas nas éareas de alteracdo de conectividade, de modo geral a
conectividade apresentou-se diminuida como um todo. No presente estudo, 0s niveis
de FACs foram correlacionados positivamente com a conectividade funcional, incluindo
as areas pré-central, parieto-occipital, parietal superior, temporal inferior e frontal
inferior, incluindo regides que integram a rede de modo padrédo. Estes achados podem
indicar uma acao positiva das FACs sobre a conectividade funcional de repouso desses

pacientes.

Diferente disso, a conectividade talamica ndo foi correlacionada com a taxa das
medica¢bes. Em individuos com EGI a conectividade funcional tadlamo-cortical mostrou-
se reduzida, e ainda, estudos prévios mostraram que quanto mais reduzida a
conectividade, maior o tempo de duragcao da doenca (Kim et al, 2014). Esses achados
sugerem que a anormalidade da rede tdlamo-cortical seja a base fisiopatoldgica desse

tipo de epilepsia.

Utilizando a metodologia de analise de ROIs, os niveis dos FACs foram

principalmente correlacionados positivamente com as redes de repouso. As conexdes
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entre a rede de modo padrao e saliéncia foram influenciadas positivamente pelas FACs.
No cérebro normal durante o estado de repouso, a rede de modo padrdo € ativada e a
saliéncia desativada mantendo uma interacdo antagbénica (Gonen et al., 2020). Nossos
achados indicam que os FACs aumentaram a conectividade intra-rede das redes de
repouso e também reduziram sua interacdo. Mesmo que ainda em investigacao,
assume-se gque a anti-correlacdo entre essas redes € necessaria para uma cognicao
eficiente (Seeley WW. 2019). Portanto, os FACs podem modular as redes cerebrais de

pacientes com IGE normalizando sua funcionalidade.

Ha poucos estudos correlacionando a conectividade funcional de individuos com
EGI sem tratamento, tampouco correlacionando a imagem em uso de medicacdo ou
apos sua suspensao. Porém, uma avaliacdo prévia mostrou que alteracées na ativacao
da rede de modo padrdo ja estdo presentes no diagnéstico da doenca, visto que nao
houve diferenca na conectividade de individuos em tratamento por longos periodos e
agueles ainda sem medicacdo (Wang et al., 2019), o que nos permite estender os
achados deste estudo para pacientes em vigéncia ou nao de tratamento. No presente
estudo, a maioria dos pacientes investigados apresentou niveis séricos baixos de
FACs. A aderéncia ao tratamento em epilepsia é considerada baixa na maioria dos
estudos realizados (Landmark et al., 2019), em parte pelos efeitos colaterais
conhecidos dos FACs. Em pacientes com EGI esta aderéncia pode ser ainda mais
baixa, uma vez que o controle das crises é mais facilmente obtido. Nossos resultados
apoiam uma menor aderéncia de nossos pacientes. Neste sentido, o emprego da
farmaco-RM seria de bastante relevancia, uma vez que ha uma ampla variedade de

conexdes envolvidas nos diferentes subtipos de epilepsia, e esta técnica poderia
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fornecer um marcador de eficacia medicamentosa, bem como o perfil de efeitos

colaterais de determinada medicacao (Wandschneider et al., 2016).

A principal medicacédo para o tratamento das EGI é o valproato. Em mulheres em
idade fértil, lamotrigina e levetiracetam podem ser utilizados. No presente estudo, varios
pacientes estavam usando medicacdes inadequadas para esta sindrome, entre elas
carbamazepina e fenobarbital. Estes pacientes foram encaminhados ao nosso servico
terciario e devido o controle adequado das crises, essas medicacfes foram mantidas.
Alguns estudos mostram que em individuos com EGI a aderéncia ao tratamento pode
ser pobre, em parte pelo efeito colateral dos farmacos, sendo 0s mais comuns ganho
de peso e disfuncdo cognitiva (valproato), mudancas de humor e irritabilidade
(levetiracetam), além de rash cutdneo e piora das mioclonias (lamotrigina), e em parte
pela benignidade das crises de auséncia ou mioclonicas. No grupo dos pacientes
estudados vimos preocupacao apenas com as crises tbnico e clénicas, muitas vezes

ignorando os abalos mioclonicos e auséncias.

Como limitagbes desta investigacdo temos a auséncia de utilizacdo de um
esquema terapéutico unico, o que dificultou a interpretacdo de nossos resultados. Um
determinado efeito funcional ndo pOde ser atribuido a uma medicagdo especifica na
maioria dos pacientes, ainda que os efeitos de alguns FACs sobre a conectividade
funcional ja tenham sido estudados previamente, durante a realizacdo de tarefas, nao
sabemos a atuacao desses mesmos medicamentos sobre a rede de modo padréo. A
EMJ tem sido associada a aumento da conectividade funcional e estrutural entre as
redes cognitivas motora central e pré-frontal, provavelmente responséavel pelos abalos

desencadeados cognitivamente (Vollmar et al., 2011/2012). Estudo prévio mostrou que
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a co-ativacdo anormal presente na sindrome foi atenuada conforme maior a dose do
valproato, consistente com a impresséo de que o valproato € de fato eficaz na EMJ, em
especial no tratamento dos abalos mioclonicos, sem necessariamente alterar a
cognicdo (Wandschneider et. al., 2012). Os efeitos do levetiracetam também ja foram
estudados na imagem funcional relacionada a realizacdo de tarefas, e parece estar
associado a restauracao de ativacao funcional, traduzindo talvez um efeito benéfico da
medicacdo sobre as redes cognitivas. Alguns estudos com farmaco-RM também foram
desenvolvidos com o topiramato, dado seu conhecido efeito sobre a cogni¢cdo, sendo
que todos eles avaliaram sua acdo sobre a conectividade funcional relacionada
principalmente a linguagem. Ainda que conhecidos esses efeitos sobre a conectividade
relacionada a realizacao de tarefas, ndo ha relatos consistentes sobre os efeitos dessas

mesmas medicacdes sobre a rede de modo padrao.

Outro ponto € o pequeno namero de pacientes, entretanto a maioria dos estudos
funcionais apresentam numero de pacientes incluidos semelhante ao nosso.
Ressaltamos ainda que pacientes com comorbidades psiquiatricas como depressao e
transtorno de ansiedade generalizada ndo foram excluidos do estudo, impedindo a
diferenciacdo entre alteracdes de conectividade atribuidas a EGI ou a comorbidade

psiquiatrica (Yan et al., 2019).

Pretendemos realizar nas proximas etapas a analise individual de cada um dos
pacientes na tentativa de compreender os efeitos de cada uma das medicacdes. Além
disso, pretendemos ampliar a nossa amostra para aumentar a confianca dos dados

obtidos.
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CONCLUSOES
Os niveis séricos dos FACs apresentaram principalmente correlacdes positivas

com a conectividade funcional obtida por meio da RM.
O principal envolvimento observado foi nas regides cerebrais posteriores.

Este achado pode representar um marcador de neuroimagem para as EGI

auxiliando no tratamento e monitorizacao terapéutica destes pacientes.
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