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RESUMO

O objetivo foi realizar uma andalise multifatorial dos aspectos clinicos e de
ressonancia magnética (quantitativos e qualitativos) relacionados a resisténcia ao
tratamento com drogas anti-epilépticas (DAES) em pacientes com epilepsia de lobo
temporal mesial e melhor caracterizar o grupo de resposta intermedidrio a DAES, aqui

denominado remitente-recorrente.

Foram incluidos 165 pacientes e divididos em 3 grupos de acordo com a resposta
medicamentosa: 50 respondedores (31 mulheres) , 87 ndo respondedores ao uso de DAES
(53 mulheres) e 28 remitentes-recorrentes (17 mulheres) . Estes foram avaliados quanto a
idade, freqiiéncia de crises e idade no inicio destas, presenca de crises febris, presenca e
lateralidade da atrofia hipocampal a andlise visual, fatores precipitantes e DAES utilizadas.
A quantificacdo dos volumes hipocampais foi realizada através de volumetria manual pelo
software DISPLAY e as comparacdes dos volumes médios de ambos os hipocampos foi realizada
entre os 3 grupos e 30 controles sadios por ANOVA. As imagens de ressondncia magnética
também foram avaliadas através da técnica de Morfometria Baseada em Voxel (VBM) com
o software SPM 5 (Statistical Parametric Mapping)/MATLAB 7.7.0, comparando os trés

grupos com 75 individuos normais e entre si através de Teste —T.

Observamos que idade de inicio das crises foi menor (p=0,005) e a freqiiéncia das
crises ao inicio foi maior (p=0,018) em farmacorresistentes quando comparado aos outros 2
grupos. As DAES mais utilizadas foram a carbamazepina e o clobazam (em associa¢do) em
todos os grupos. As doses de carbamazepina utilizadas foram maiores em

farmacorresistentes (p<0,001) e remitentes-recorrentes (p=0,02) em comparagdo aos
vii



responsivos. Em relacdo ao clobazam, observamos dose significativamente maior somente
nos farmacorresistentes em comparacao aos outros dois grupos (p=0,017). A comparacgdo
da média dos volumes hipocampais entre os 3 grupos e controle evidenciou diferencgas
somente entre farmacorresistentes e controles bilateralmente (esquerda ,p = 0,004; direita,
p=0,02). A andlise por VBM evidenciou atrofia de substancia cinzenta em todos 0s grupos.
No grupo farmacorresponsivo tal atrofia foi mais restrita a dreas ipsilaterais ao foco
epileptigénico, ao passo que nos grupos farmacorresistente e remitente-recorrente esta
atrofia apresentou-se mais difusa. A comparacao entre os grupos evidenciou as seguintes
areas com maior reducio de substancia cinzenta nos grupos farmacorresistente e remitente-
recorrente quando comparados aos farmacorresponsivos: frontal periorbital bilateral

(p<0,01), cingulo (p<0,05) e temporal contralateral ao foco epileptogénico (p<0,05).

Desta forma, observamos que embora as caracteristicas clinicas demonstrassem
mais similaridades entre os grupos respondedor e remitente-recorrente, a andlise de VBM
mostrou reducio de substancia cinzenta mais difusa em farmacorresistentes e remitentes-

recorrentes.

Assim pudemos observar que as varidveis clinicas relacionadas ao pior progndstico
foram idade e freqii€ncia de inicio de crises. Em relacdo as varidveis estruturais, embora a
atrofia de substancia cinzenta (SC) se apresentasse mais difusamente em pacientes de pior
resposta medicamentosa, também ocorre em dreas extra-hipocampais € mesmo extra-
temporais em pacientes considerados farmacorresponsivos mesmo que ipsilateralmente ao
foco epileptogénico. Por dltimo, conseguimos caracterizar clinica e estruturalmente o grupo
remitente-recorrente, observado na pratica clinica, porém até entdo muito pouco

reconhecido na literatura.
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ABSTRACT

The objective of the present work was to investigate the relationship between brain
MRI and clinical characteristics and patterns of antiepileptic drug (AED) response in
patients with mesial temporal lobe epilepsy (MTLE).In order to do that,one hundred
sixty five MTLE patients were divided into seizure-free with AED (50 AED-
responders,31 women), 87 pharmacoresistants (53 women), and 28 remitting-relapsing
seizure control group (17 women). All groups were evaluated regarding age, frequency
of seizures and age at epilepsy onset, duration of epilepsy, febrile seizures (FS),
presence and side of hippocampal atrophy on visual inspection (HA), initial
precipitating injuries (IPIs), type and quantity of AEDS used. The right and left
hipoccampi from 99 patients belonging to all three groups (43 pharmacoresistants, 31
pharmacoresponsive and 25 remitting-relapsing subjects). were submitted to manual
morphometry by DISPLAY software (Brain Imaging Centre, Montreal, Canada) as well
as hipoccampi selected from 30 healthy controls. The calculated mean from those
hipoccampi were compared within subjects and with controls.

For gray matter (GM) MRI voxel-based morphometry (VBM) we selected only patients
with unilateral HA on visual MRI analysis (n=100). Comparisons were made between
all groups and 75 healthy controls.

Age at epilepsy onset was lower (p=0,005) and initial frequency of seizures was higher
in pharmacoresistants compared with the other two groups (p=0,018). The most used
AEDS were carbamazepine and clobazam (always in association). The highest

carbamazepine dose was observed in pharmacorresistants (p<0,001) and remitting-



relapsing group (p=0,02). The highest dose of clobazam occurred only in
pharmacoresistant group (p=0,017).

The comparison between the mean hippocampi volumes from three groups and controls
showed differences only on the pharmacoresistants left (p=0,004) and right(p=0,02)
hippocampus comparing to controls.

All groups showed GM atrophy compared to controls in ipsilateral hippocampus,
bilateral parahippocampal gyri, frontal, occipital, parietal and cerebellar areas. In the
AED-responders group such findings were more restricted to areas ipsilateral to the
epileptic focus and more widespread in pharmacoresistants and remitting-relapsing
groups. VBM pairwise comparisons showed areas with GM volume reduction in
pharmacoresistants and remitting-relapsing compared with AED-responders in bilateral
periorbital frontal (p< 0,01), cingulum (p<0,05), and temporal lobe contralateral to the
epileptic focus (p< 0,05). We may conclude that, pharmacoresistants and remitting-
relapsing patients presented a similar pattern of GM atrophy which was more
widespread compared with AED-responders on VBM.We could also observe that age at
epilepsy onset was lower (p=0,005) and initial seizure frequency was higher in

pharmacoresistants.
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INTRODUCAO



1.1 Conceito e epidemiologia das epilepsias:

A epilepsia, mais que uma doenca ou sindrome, representa um conjunto de

complexos sintomas que surgem a partir de um vasto nimero de disfuncdes cerebrais que,
por sua vez, podem ser secunddrios a varios processos patolégicos (1). A caracteristica
comum fundamental a este grupo € a presenca de crises epilépticas recorrentes nao
provocadas (2).
A epilepsia é segunda condicao neuroldgica mais comum, apés a cefaléia. Acredita-se que
afete cerca de 50 milhdes de pessoas no mundo com taxa de prevaléncia ajustada para a
idade de 0,2% a 4,1% ,dependendo da populacdo estudada (3) dos quais 40 milhdes ndo
tém tratamento adequado. Mesmo entre aqueles que o recebem, cerca de 30% a 40% nao
apresentam controle considerado satisfatério de suas crises (4).

A incidéncia de epilepsia € maior na primeira infancia e na faixa etdria geridtrica e
os principais fatores relacionados a maior incidéncia nestas populacdes sdo condicdes
congénitas, de desenvolvimento e genéticas na infancia (1) e nos idosos as doencas cérebro-
vasculares, condicdes degenerativas e doenca de Alzheimer. Esse fato pode explicar o
aumento dramadtico da incidéncia de epilepsias focais em idosos (6).

A incidéncia média de epilepsia em paises desenvolvidos até os 60 anos € em torno de
20/100.000 - ano (7), crescendo para 76/100.000 entre 60 a 69 anos chegando até
159/100.000 na faixa acima de 80 anos (8).

Em paises em desenvolvimento a incidéncia pode alcancar o dobro ou triplo da

incidéncia observada nos paises desenvolvidos (9,10), dado que nestes paises a populagao é



mais exposta certas condi¢des como endemias ( p. ex. malaria e neurocisticercose) e
violéncia urbana (5).

De acordo com a nova classificacao de crises e epilepsias realizada pela ILAE
entende-se por crises epilépticas generalizadas aquelas que se originam em algum ponto
entre os hemiférios cerebrais e que rapidamente espraiam-se por redes neuronais
distribuidas bilateralmente podendo incluir estruturas corticais € subcorticais mas nao
necessariamente todo o cortex, e as focais como um conjunto de crises nao provocadas de
origem em redes neuronais restritas a um hemisfério cerebral, podendo inclusive ter sua
origem em regides subcorticais (11).

Os tipos de crise mais prevalentes podem variar de acordo com a faixa etdria e a
populacdo estudada. Alguns estudos observam maior prevaléncia de crises generalizadas na
faixa etdria pediatrica, outros como o de Berg e colaboradores (1999) (12) ndo observaram
tal tendéncia. A provével explicagdo para esta disparidade encontra-se no fato de que
possivelmente as crises focais nesta faixa etdria tenham sido subrrelatadas (13).

Apesar da mudanca da nomenclatura e de alguns conceitos relacionados as
epilepsias, as crises focais (parciais) permanecem sendo as mais frequentes na populacao
adulta, sobretudo em paises desenvolvidos. Estima-se que represente aproximadamente
50% a 70% de todos os tipos de crises epilépticas (14). Mesmo nos paises em
desenvolvimento, onde ainda se observa uma frequéncia maior de crises generalizadas,
vem-se notando diminui¢do destas ultimas e aumento na frequéncia de crises focais .
Atribui-se a isso uma série de fatores tais como: melhorias na qualidade do atendimentos
médicos, na qualidade da educagdo das comunidades e na expectativa de vida destes

individuos, mesmo que de forma modesta (1,2).



O local de origem mais comum de crises focais € no lobo temporal. Conforme
posteriormente discutido, este lobo é responsavel por cerca de 50% de todas as crises
focais em adultos. Merece destaque também o fato de apresentar grande refratariedade
medicamentosa, na literatura os indices de remissdao completa de crises em ELTM em

tratamento com DAES variam de 5% (15) a 42% (16).

1.2 Conceitos de resposta farmacoldogica em epilepsias:

O conceito de resposta a terapéutica com DAES € complexo, uma vez que envolve
multiplos fatores tais como aqueles relacionados ao ambiente e ao prdprio paciente.
Estudos sobre o entendimento de como, quando e onde a resisténcia a drogas em epilepsia
se desenvolve sdo limitados. Evidéncias sugerem, no entanto, que a resisténcia a drogas
deva estar presente desde estdgios precoces de doenca, um conceito que € potencialmente
benéfico aos pacientes. Um primeiro indicio clinico de tal afirmacao reside no fato de que
apenas cerca de 10% dos pacientes que ndo apresentam boa resposta ao uso de uma
primeira DAE podem alcangar controle de crises com a troca por uma segunda DAE, sendo
este ,inclusive, considerado um forte fator preditivo de epilepsia refrataria (17).

Assim como a epilepsia ndo apresenta uma tnica defini¢ao, variando de acordo com
as diferentes sindromes com suas etiologias e progndsticos, também o conceito de
farmacorresponsividade em epilepsia depende do tipo de crise, sindrome epiléptica e
mesmo do propdsito para o qual esta defini¢do € utilizada (18). Tais definicdes levam em
conta o nimero de DAES utilizadas, em mono e/ou politerapia, as doses e a freqiiéncia de
crises por um determinado periodo de tempo. A mais aceita define como epilepsia refrataria

aquela onde o paciente ndo apresenta controle de crises, apds periodo de observacao de 12



meses com terapia envolvendo vérias DAE isoladamente e/ou associadas, em doses
maximas toleradas. (19, 20). Baseando-se neste conceito, as epilepsias consideradas
refratarias correspondem a cerca de 30% dos casos nos EUA e Europa ocidental (21, 22).
Este nimero pode ser maior levando-se em consideragdo somente as epilepsias focais onde
se pode chegar a uma refratariedade da ordem de 60% (23, 24).

A resposta insatisfatéria ao tratamento associa-se a uma série de co-morbidades tais
como: perda de memoria, baixa escolaridade, depressdo, desempenho psicossocial
prejudicado e risco aumentado de o6bito (incluindo acidentes, suicidio e morte subita
relacionada a epilepsia) (25,26). Os mecanismos envolvidos na resisténcia a terapia
farmacoldgica em pacientes com epilepsia, no entanto, ainda sdo pouco compreendidos
(20). Ainda assim, a observacdo clinica permitiu a identificagcdo de vérios fatores de
prognoéstico ruim relacionados com o tipo de crises (23) tais como: presenca de multiplos
tipos de crises, alta freqiiéncia destas sobretudo ao inicio (27,28), idade precoce de inicio
(29), epilepsias sintomdticas, transtorno psicotico associado aos eventos € controle pobre
em curto prazo (30).

Existem vdrias hipdteses que procuram explicar a resisténcia a DAES, no entanto
nenhuma delas isoladamente é capaz de contemplar toda a base neurobiolégica envolvida
neste processo (28). Segundo Loscher (2008) (31), sdo quatro as principais hipéteses : (1)
alteracOes adquiridas na estrutura e/ou funcionalidade dos canais idnicos alvo e receptores
de neurotransmissores (hipdtese de alvo); (2) penetracio inadequada de DAES pela barreira
hemato-encefdlica (hipétese do transportador de multiplas drogas); (3) deficiéncia inerente

governada por variacdes genéticas de proteinas envolvidas na farmacocinética e



farmacodinamica da a¢do das DAES (hip6tese do gene variante); (4) alteracdes estruturais
do cérebro e/ou de redes neuronais, por exemplo como ocorre na AH (hipétese de rede).
Todas estas hipdteses foram baseadas quase que exclusivamente em modelos
animais e observac¢do de pecas cirtirgicas retiradas dos pacientes com epilepsia de lobo
temporal farmacorresistente. Abaixo sdo discutidos os principais pontos de cada uma das

hipéteses.

1.2.1 Hipétese de alvo:

ApOs conseguir penetrar no SNC, para exibir suas atividades anti-epilépticas, as
drogas devem agir em uma ou mais moléculas alvo. Tais alvos incluem canais i10nicos,
receptores de neurotransmissores € transportadores ou enzimas envolvidas na liberagdo,
captagdo e metabolizacdo de neurotransmissores € DAES (18, 32, 33).

Didaticamente podemos dividir o modo de acdo das drogas em: 1) modulacdo de
canais i0nicos voltagem dependentes (como canais de sodio e potdssio); 2) aumento de
inibicdo sindptica (como aumento da inibicdo mediada por GABA); 3) inibi¢do de
excitacdo sindptica (através do bloqueio de receptores de glutamato, por exemplo). E
importante ressaltar que este modelo ndo contempla todas as diferengas clinicas e
farmacoldgicas entre as DAES, pois se sabe que drogas com mesmo espectro de acdo
podem apresentar respostas clinicas diversas. O conhecimento destas diferengas tem sido
pesquisado de forma crescente nestes dltimos anos, no entanto muito ainda resta por ser
compreendido.

Em ELTM, foram os estudos em células hipocampais, tanto in vitro como em

modelos animais, que evidenciaram a importancia do canal de s6dio na resposta anti-



epiléptica de algumas drogas como a carbamazepina, fenitoina e lamotrigina. Sua agdo da-
se através do bloqueio uso-dependente destes canais (31).

Os canais de sodio sdo constituidos por sub-unidade alfa e um nimero variavel de
sub-unidades beta (34). Os neurdnios expressam varias isoformas de canais de sodio, sendo
que sua maior densidade encontra-se ao longo do segmento inicial do axénio, local do
inicio do potencial de acdo (35). Possiveis alteracdes moleculares destes canais em sitios
especificos no hipocampo e cortex entorrinal foram relacionadas a farmacorresisténcia.
Vreugdenhil e colaboradores (1998) demonstraram que a modulacdo da inativagdo da
corrente de sodio pela carbamazepina em neur6nios CA1 hipocampais de pacientes com
ELTM correspondia a metade daquela encontrada em neur6nios neocorticais dos mesmos
pacientes (36). J4 Remy e colaboradores (2003) mostraram que o bloqueio pela
carbamazepina de canais de sddio voltagem e uso-dependentes de células granulares
denteadas encontrava-se ausente tanto em pacientes nao respondedores a terapia com esta
droga como em modelos de inducdo de crise com pilocarpina (37,38). Este grupo também
evidenciou que a recuperacdo da corrente rdpida de sédio era lentificada em pacientes
farmacorresponsivos, fendmeno que ndo ocorria com os pacientes refratarios (37). Mais
recentemente, foi observado também em modelos animais de ELT que os canais de sddio
encontravam-se hiperexcitdveis nestes em comparagdo com os controles sadios na lamina II
do cértex entorrinal, levando ao aumento da condugdo do potencial excitatério no
hipocampo (35).

Em relacdo a homeostase do cdlcio, sabe-se ,através de modelos experimentais, que

encontra-se alterada, desta forma sendo relacionada a epileptogénese (39) .
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O célcio é o segundo mensageiro mais importante no SNC e o mais implicado em
modelos fisioldgicos e patoldgicos de plasticidade neuronal. Vdérios estudos mostraram
aumento do célcio idnico intracitoplasmético apds indugdo de estado de mal epiléptico em
modelos animais, sendo que em muitos destes o aumento foi perene. Em pacientes com
ELTM também foi observado expressao maior de receptores NMDA com destaque para a
subunidade NR1 na amigdala, indicando que esta ultima pode estar envolvida em
mecanismo de hiperexcitabilidade e com isso na epileptogénese. (18,40).

Além da sua acdo nos canais 10nicos, as DAES podem agir estimulando a captacao
de neurotransmissores inibitorios como no caso dos benzodiazepinicos , por exemplo, cuja
acdo também envolve a modulacdo alostérica do receptor GABA-A (41,42). Existem 7
familias de subunidades de receptor GABA, incluindo mais de 20 genes. E interessante
notar que os benzodiazepinicos dependem da presenca da subunidade delta 2 e mutacgdes de
ponto neste gene mostraram alteracdo significativa na modulagdo mediada por
benzodiazepinicos dos receptores GABA (43).

O receptor GABA-A apresenta diferencas tanto na sua expressdo quanto na
formacdo de suas subunidades em individuos farmacorresistentes. Estudos em ratos
evidenciaram que os individuos ndo responsivos a DAE (fenobarbital) apresentavam
expressdo maior de subunidades a4 e d, em detrimento as subunidades al, $2/3 e 32 nas
areas CA1, CA2, CA3 hipocampais com isso reduzindo o efeito da droga no receptor (44).
No giro denteado, esta expressao aumentada das subunidades a4 e & levam ao aumento da
mediacdo da inibicdo tonica deste giro. Como esta por¢do apresenta uma funcdo de
“guardido de portdes”, e encontra-se tonicamente inibida , predispde o circuito hipocampal

a crises (45).
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Além do receptor GABA-A existe o GABA-B, formado de 2 subunidades
chamados receptores 1 e 2 e codificado pelo gene GABBRI1.Alteracdes neste tltimo estio
associadas a recorréncia de crises em ratos, no entanto, em humanos, ndo foi confirmada

associacdo entre mutacdes como SNP e refratariedade medicamentosa em epilepsia focal

(46).

1.2.2 Hipétese do transportador de multiplas drogas:

A hipétese de transportador de multiplas drogas surgiu primeiramente a partir da
observacdo que, geralmente, os pacientes sdo resistentes ao tratamento ndo s6 com uma,
mas de uma vasta gama de DAES (25).

Apesar da descricdo de acdes antiepilépticas diversas, as DAES tendem a ter
algumas caracteristicas clinicas semelhantes como, por exemplo, o fato de que grande parte
destas serem lipofilicas (47). Tal observagdo levou a hipdtese de que devesse existir algum
mecanismo comum de resisténcia.

A primeira identificacdo de mecanismos de farmacorresisténcia ocorreu em células
cancerosas (48), com a descricdo da P-glicoproteina (Pgp), uma proteina de membrana
plasmatica da familia dos transportadores ABC (ATP Binding Cassette) codificada pelo
gene MDR1 no cromossomo 7 em humanos que funciona como uma bomba de efluxo de
drogas que depende de hidrdlise de ATP, também conhecida como ABCB-1, seguida pela
proteina associada a resisténcia de multiplas drogas (MRP-1), outro membro desta familia.

A superexpressdo destas proteinas nestas células reduz o acimulo de droga

intracitoplasmatica e, portanto, relaciona-se com pior prognéstico (49). No caso das
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epilepsias, existem evidéncias também que outro membro desta familia a MRP2 (ABCC2)
esteja superexpressa em pacientes farmacorresistentes (50).

Tais proteinas também sdo expressas nas células endoteliais capilares cerebrais,
sendo parte integrante da barreira hemato-encefdlica, funcionando, conforme descrito
anteriormente, como uma bomba de efluxo ATP-dependente de substancias lipofilicas, e,
em condig¢des normais, retirando o “excesso” de DAEs do SNC (52) . Acredita-se que, em
pacientes farmacorresistentes, estas proteinas, da mesma forma que ocorre em células
cancerosas, estdo superexpressas tanto no endotélio quanto em astrdcitos, e, em MDC, até
em neurdnios displésicos (25,52,53).

Aparentemente esta superexpressao ocorre transitoriamente apds crises em modelos
experimentais, e em pecas cirurgicas de tecido cerebral epileptogénico (54,55). Os
substratos para a glicoproteina P e as MRPs, segundo estudo em ratos, incluem vérias

DAES entre elas: fenitoina, carbamazepina e lamotrigina (56-60).

1.2.3 Hipotese do gene variante:

Esta hipétese baseia-se no fato de que tanto a resposta quanto eventos adversos e
dose alvo apresentam grandes variacOes individuais que, em parte, podem ser explicadas
por variacdes genéticas por vezes de um unico nucleotideo, denominadas polimorfismos de
unico nucleotideo ou SNP. Cada vez mais se atribui a estes polimorfismos papel importante
na variabilidade da farmacocinética e farmacodinamica das DAES (61).

Em termos de farmacorresisténcia, tanto o alvo das DAES como seu transporte e sua

metaboliza¢do podem estar afetados por estas pequenas variacdes genéticas.
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Mutacdes nos canais idnicos, principalmente nos canais de sdédio, tém sido
relacionadas a uma série de sindromes epilépticas generalizadas, com diferentes espectros
de gravidade. Tais sindromes, conhecidas em conjunto como canalopatias, englobam desde
as epilepsias generalizadas com crises febris plus (GEFS +) até a epilepsia mioclonica
severa da infancia, descrita por Dravet (1978) (62). E interessante ressaltar que, apesar do
mesmo gene estar envolvido em ambas, o tipo de mutacdo € diverso, sendo que no primeiro
caso as mutagdes sdo exclusivamente missense € no segundo sdo do tipo truncado,
envolvendo “nonsense” e “frameshift” (63). Da mesma forma, aventou-se a possibilidade
de polimorfismos no SCN-1A e 2A possam estar envolvidos nos mecanismos de
refratariedade medicamentosa.

Os canais de cdlcio voltagem- dependentes comec¢am a ser estudados ( alfal g, alfa
1 H, alfa 1 Lalfa 2, beta, gama) pois podem estar envolvidos nos mecanismos de
epileptogénese e refratariedade medicamentosa através dos polimorfismos de unico
nucleotideo (SNP) dos genes que o codificam, principalmente os genes CACNA e CACNB
(42,64). Até o momento, no entanto, ndo estd claro a correlagdo entre estes canais e
refratariedade medicamentosa.

Em relagdo ao transporte de DAES, a simples troca (por exemplo, C por T) de base
na posi¢do 3435 do gene constitui uma mutacdo indqiia, ou seja, ndo acarreta em mudanga
do aminoécido, porém pode acarretar em alteracdo funcional importante, sugerindo que este
SNP exista em desequilibrio de linkage com alguma causa variante ainda ndo identificada.
Siddiqui e colaboradores (2003) (65) e Dombrowski e colaboradores (2001) (66) sugeriram
que haveria uma associacao entre farmacorresisténcia e o polimorfismo C3435T no ABCB-

1 com predominancia dos gendtipos CC e TT em uma populacdo predominantemente
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caucasiana, ao passo que Tan e colaboradores (2004) ndo conseguiram reproduzir tal
achado, considerando os achados do primeiro estudo simples coincidéncia (67) ; conclusao
esta corroborada por outros autores (68, 69). Poliformismos no gene ABCC2 foram
recentemente reportados e associados a superexpressdo de P-glicoproteinas em pacientes
refratarios as DAES quando comparados a populacdo caucasiana saudavel (70,71). No
entanto, os mecanismos moleculares envolvidos na expressao de todos os transportadores
de drogas ainda ndo sdo suficientemente conhecidos, tampouco seu papel € suficientemente
claro na epilepsia refratdria.

Por ultimo, em relagdo a metabolizacdo da DAES, os polimorfismos em genes
codificadores das enzimas do sistema mono-oxigenase do citocromo P450 t€m sido
reconhecidos como fatores importantes (72).

O citocromo P450 merece destaque pois € um dos principais mecanismos
enzimaticos responsavel pela biotransformacao de drogas, tendo ja sido identificadas cerca
de 12 familias do gene responsdvel por sua codificacdo. Dentro destas destacam-se CYP1,
CYP2 e CYP3. Estes genes também possuem uma série de polimorfismos que podem estar
associados a alteracOes individuais em relacdo a resposta de drogas (73).

Assim como em relagdo a outros polimorfismos aqui também nenhum estudo conclusivo
sobre sua relagdo com a resisténcia ao tratamento medicamentoso foi realizado até o

momento.

1.2.4 Hipotese de rede:
A esclerose hipocampal é frequente em pacientes com ELTM refratiria e sua

presenca € muitas vezes relacionada com mecanismo de refratariedade medicamentosa
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(50). Mesmo em outros tipos de epilepsia focal, alteracdes de sinal ponderado T2 em RM
foram observadas nesta localizagao (74).

Na formacdo hipocampal, o giro denteado exerce funcdo de filtro de alta resisténcia
prevenindo a propagacdo da atividade sincronizada do cértex entorrinal para o hipocampo
(75). Nos pacientes com ELTM este filtro é comprometido uma vez que ocorre o
crescimento axonal de células granulares denteadas, normalmente pouco frequentes no giro
denteado, formando uma extensa rede sindptica interconectada associada com a perda de
interneurdnios hilares GABAérgicos.

De fato, a perda dos neur6nios no hilo do giro denteado associada com a desinibicao
secundédria ao crescimento axonal das células granulares denteadas e consequente
hiperexcitacdo foi proposta como mecanismo patolégico comum e defeito de rede primario
responsavel pela geragdo do foco de crises hipocampais (75). Este tipo de alteragdo
excitatoria pode estar presente ndo somente nesta localizagdo, mas também espalhada por
areas do neocortex (76).

Estudos em modelos animais comparando ratos com € sem resposta a terapéutica
com fenobarbital, demonstraram que em farmacorresistentes existia perda neuronal de
cerca de 90% nas dareas CA1/ CA3c/ CA4 e no hilo denteado, ao passo que em 90% dos
respondedores estas alteragdes ndo foram evidenciadas, comparando-se ao tecido dos

controles sadios (45).

1.3 Epilepsia de lobo temporal:

As epilepsias de lobo temporal compreendem um grupo heterogéneo de transtornos

com diferentes etiologias, idade de inicio das crises, progndsticos, respostas
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medicamentosas e tratamentos cirtirgicos, cuja caracteristica comum ¢ a localizacdo inicial
de suas crises focais em lobo temporal. Esta localizacdo € responsdvel pela origem de
metade de todas as crises focais (77). Didaticamente, podemos dividi-las entre aquelas que
se originam de sua porcdo lateral e as de origem no lobo temporal mesial, sendo estas

ultimas as mais frequentes.

1.3.1 Epilepsia de lobo temporal mesial:

Dentro deste grupo de epilepsias de lobo temporal, a ELTM € a mais comum e
corresponde a 2/3 de todos os casos com destaque para a epilepsia hipocampal cuja
principal causa, a esclerose hipocampal, representa cerca de 65% dos substratos patologicos
relacionadas a ELTM. Dentre as demais causas relacionadas destacam-se: tumores
(astrocitomas, tumor neuroepitelial desembriopléstico, gangliogliomas), malformagdes do
desenvolvimento cortical e lesdes vasculares como angioma cavernoso e malformacgdes
artério-venosas. O quadro clinico e eletroencefalografico destas outras causas muitas vezes

€ indistinto do observado em casos secundarios a esclerose hipocampal (78).

1.3.1a Apresentacdo clinica

A epilepsia relacionada a AH apresenta perfil clinico bem definido. A primeira crise
ocorre ao final da infancia ou inicio da adolescéncia, sendo que na maior parte trata-se de
crise tonico-clonica generalizada. Apds este evento inicial percebem-se as crises focais com
e sem prejuizo de consciéncia. Este periodo latente referido por Penfield e Jasper como

periodo de “amadurecimento da cicatriz” (79) é bem caracterizado tanto em estudos
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clinicos como em modelos animais e por si s6 este evento agudo ndo é suficiente para
causar crises cronicamente (80).

As crises focais sem prejuizo de consciéncia sdo descritas como sensagdo de mal-
estar epigdstrico e ascendente, por vezes associadas a sintomas autondmicos e/ou psiquicos
como palidez, sudorese, medo e piloere¢do. Sensagdo de familiaridade com o meio (“déja
vu”’) ou estranheza (“jamais vu’’) ocorrem de forma frequente, assim como situagdes onde o
paciente vivencia um “flash back” geralmente de forma estereotipada de situacdes
previamente vividas, Estima-se que as crises focais sem prejuizo de consciéncia ocorram
como parte de semiologia dos eventos de 20% a 90 % dos pacientes (81, 82, 83).

As crises focais com prejuizo da consciéncia iniciam-se com olhar fixo e parada de
atividade, perda de contato com o meio e automatismos oromastigatorios € manuais com
duracdo média em torno de 1 a 2 minutos (84,85). Em alguns pacientes € possivel observar
movimento distonico em um dos membros, o que auxilia na lateralizacdo do evento ictal.
Este movimento corresponde a um aumento de perfusdo sanguinea no ganglios da base
contralateralmente a distonia observada (86). A preservacdo da linguagem durante e ap0s a
crise sugerem envolvimento de hemisfério nao dominante.

ApOs a instituicdo do tratamento medicamentoso, as crises tonico-clonicas tornam-
se raras e alguns pacientes podem nunca apresentar tal evento (87).

As queixas de piora da memdria sdo frequentes e, de fato, os pacientes apresentam
piora progressiva deste parametro evidenciada através das avaliagdes neuropsicoldgicas.
Tal progressdao pode ser interrompida e mesmo apresentar recuperacdo parcial com o

controle das crises (88, 89).
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1.3.1b Achados de EEG e RM.

A investigacdo diagnéstica inclui, além da anamnese e exame fisico, exames
complementares para a confirmacio diagndstica. O EEG ainda hoje é fundamental neste
processo. Cabe ressaltar que, como se trata de propedéutica dependente de interpretacao,
recomenda-se que esta seja realizada por especialista. Diagndsticos errdneos sdo comuns
quando a leitura do exame € realizado por profissional ndo familiarizado (90).

As alteracOes interictais mais caracteristicas observadas nos EEGS de rotina sdo
atividades epileptiformes uni ou bilaterais em regides temporais anteriores médio-basais,
mais facilmente observadas em eletrodos zigomaticos e esfenoidais (91). A presenca de
bilateralidade destes achados ocorre em frequéncias que variam de 20% até 50%. (92).

Os registros ictais revelam inicio como atividade ritmica de 5 a 7 Hz maximas em
eletrodos zigomaticos ou esfenoidais, sendo que pode ocorrer imediatamente apds o icto ou
até 30 segundos ap0s as primeiras manifestacoes clinicas. Outros padrdes ictais podem ser
observados (78).

Em relagdo aos achados de RM indicativos de ELTM, estes sdao melhor
visualizdveis através da aquisicdo de imagens coronais obliquas obtidas em plano
perpendicular ao longo eixo do hipocampo. Tais sinais incluem: diminui¢do do volume
hipocampal sobretudo em sua por¢do anterior, alteracdo no formato e estrutura interna e
hipersinal em T2. Estas condi¢cdes podem estar presentes uni ou bilateralmente, e pode
ocorrer também atrofia de todo o lobo temporal e da amigdala (93).

Em alguns casos duvidosos € possivel associar outras técnicas de neuroimagem

como a volumetria manual conforme protocolos especificados, aumetando assim a
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sensibilidade da andlise qualitativa. Vdrias outras técnicas também podem ser empregadas

conforme descrito no item 1.4 (neuroimagem).

1.3.1c Etiologia / teoria inflamatéria da AH.

A ELTM ¢ caracterizada pela AH secundéria a esclerose desta regido associada a
um grau varidvel de gliose e perda neuronal na amigdala, uncus e giro parahipocampal. A
microscopia, o padrao mais frequentemente observado € a redug@o da densidade neuronal
predominantemente envolvendo as regides CA4, CAl, CA3 e giro denteado, com relativa
preservacdo do setor CA2. Existem também casos onde existe reducdo das dreas CAl a
CA4 e perdas restristas a regido CA4 , estas duas ultimas mais raras (94).

A lesdo mais frequente observada em hipocampos retirados de pacientes com
ELTM evidencia esclerose secunddria a possivel processo inflamatdrio cronico nas regides
previamente citadas. Algumas evidéncias indiretas provenientes de estudos andtomo-
patologicos de processos infecciosos que levam a crises de origem em regido temporal
mesial, como infeccdo pelo virus herpes simplex, demonstram alteragdes semelhantes as
observadas em ELTM e com isso corroboram para a existéncia de mecanismo inflamatorio
facilitado nesta localizacdo. O motivo que leva a isto, no entanto, € pouco conhecido (95).
A associacdo elevada entre neurocisticercose € ELTM, com relatos de até 37% em estudo
de coorte transversal proveniente de populacdo de drea endémica (96) suscita entre as
possiveis hipdteses, um processo inflamatério iniciado pelo cisticerco e que se perpetua
mesmo apos sua calcificacdo. Esta hipétese € apoiada por alguns indicios clinicos como a
maior frequéncia em mulheres, maior bilateralidade de atividade epileptiforme temporal e,

em pacientes com AH unilateral esta ser concordante com a lateralizagdo do cisticerco.
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Outras hipdteses aventadas incluem: crises repetidas levando a altera¢des na rede neuronal,
status epilepticus secunddrio a neurocisticercose, fatores relacionados ao género e outros
fatores moleculares. Acredita-se que todas estas possibilidades possam agir de forma
independente ou combinadas levando a AH (97). Outros estudos ja haviam atentado para
esta associacdo, no entato baseados em relatos de caso ou de poucos pacientes. (98, 99).
Embora ainda controverso, evidéncias surgem de estudos com pacientes que
evoluem com ELTM apods crises febris que demonstram relacdo entre polimorfismos de
gene de interleucina (IL) -1 beta e o risco de desenvolvimento de AH, outros estudos
demonstram haver producdo aumentada de mediadores inflamatérios em cérebros de
pacientes ana presenca de crises febris, além de quebra de barreira hemato-encefalica (100).
Ravizza e colaboradores (2008) demonstraram em ratos que ocorre expressdo de IL
-1 beta 4 horas apds a inducdo de status epilepticus tantos em astrocitos como em
microglia, porém é em astrocitos que esta expressdo estd associada a mecanismos de
neurodegeneracdo e quebra de barreira hemato-encefdlica. Demonstraram também que
tanto em modelos animais como em humanos, ocorre expressdo aumentanda ndo somente
de IL-1 beta como de receptor de IL tipo 1 em astrdcitos, micrdglia e neurdnios além da
presenca de mondcitos e macréfagos em modelos de epilepsia cronica e em hipocampos de
pacientes com ELTM. Isto evidencia que vias inflamatdrias estdo crOonicamente ativadas,

contribuindo para a epileptogénese (101).

1.3.1d Prognéstico e tratamento:
O progndstico de controle medicamentoso da ELTM varia conforme o conceito de

controle de crises utilizada, entre nimero tdo dispares quanto 11% a 42% (23,102). Mesmo
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assim, € notdrio que boa parte dos paciente ndo vai alcangar controle satisfatério de suas
crises. O préprio fato de se tratar de um exemplo de epilepsia sintomética constitui fator de
piora no progndstico como ji observado por vdrios autores (27,30).

Outros fatores de pior progndstico em ELTM ja observados na literatura incluem:
presenca de crises febris, fatores precipitantes iniciais, frequéncia de crises iniciais e idade
de inicio de crises (27,103).

A introdu¢do das chamadas DAES de segunda geracdo nos ultimos 15 anos, apesar
de ter apresentado vantagens em relacdo a farmacocinética, tolerabilidade e interacdes
medicamentosas, pouco impacto causou em termos de controle medicamentoso uma vez
que apenas cerca de 15% a 20% dos pacientes nio respondedores a terap€utica com as
antigas DAES alcancaram controle completo de suas crises (104). Novas drogas estdo em
teste neste momento, a expectativa de incremento no controle das crises, no entanto, ainda é
modesta.

O tratamento cirtrgico para epilepsia tem registros desde a antiguidade embora nem
sempre restrito ao cranio ou ao cérebro. A trepanag¢do com o objetivo de alivio das crises
apresenta registros desde a antiguidade e na América, desde periodo pré-Colombiano (105).
Ap6s o século 18, as crises epilépticas passaram a ser associadas a orgasmos ou irritacoes
genitais e propostas cirurgias de castracdo em homens e mulheres como método extremo de
controle de crises (106). Somente no quarto final do século 19 as primeiras cirurgias
intracranianas visando a retirada do foco epileptogénico comegaram a ser realizadas,
baseadas ainda somente no sintomas clinicos dos pacientes (107). Ja no século 20, Penfield

foi o primeiro neurocirurgido a realizar cirurgias para controle de epilepsia com
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investigacdo prévia, baseada ndo somente na clinica dos pacientes mas também em
registros eletrencefalograficos, gracas a preciosa colaboracdo de Jasper (108).

O substrato patoldgico associado a ELTM denominado esclerose mesial temporal é
conhecido desde o século 19, baseados em estudos pos mortem. No entanto o
reconhecimento da atrofia hipocampal como alteragdo associada a refratariedade
medicamentosa e com isso a proposicdo de cirurgias que visassem a retirada da porcdo
mesial do lobo temporal ocorreu somente apartir do periodo interguerras no século 20

Atribui-se a Bailey e Gibbs a publicagdo da primeira série significativa de
resseccoes temporais para o tratamento de epilepsia refratdria, guiadas no pré e
intraoperatorio por EEG (109). Rapidamente centros por todo o mundo iniciaram seus
programas de cirurgia de epilepsia. Hoje a cirurgia para controle da ELTM refratdria €
consagrada como escolha terapéutica em pacientes refratdrios a terapia medicamentosa
(110).

Apesar do sucesso cirdrgico no controle de crises ser elevado para pacientes
selecionados, com porcentagens em torno de 60% a 80% (111, 112) , nem todos os

pacientes sdo elegiveis.

1.4 Neuroimagem:

O avango no surgimento de novas técnicas de neuroimagem revolucionou o
conhecimento em epilepsias focais na medida em que identificou varios processos
estruturais a elas relacionados (113,114). Cerca de 74% dos portadores destas epilepsias
acompanhados em centros tercidrios apresentam alteracdes na RM (115). Devido a

frequéncia elevada de achados na RM , a comissdao de neuroimagem da International
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League Against Epilepsy (ILAE) recomenda a relizagdo deste exame em quase todos os
pacientes com epilepsia, a exce¢do daqueles com diagndstico eletroclinico definido de
epilepsia generalizada idiopdtica ou epilepsia benigna da infincia com espiculas centro-
temporais (116, 117). As anormalidades mais comuns sdo: AH associada a esclerose mesial
temporal (EMT), malformacdes do desenvolvimento cortical (MDC), gliose cortical, atrofia
e infarto, neoplasias primdrias e malformacoes artério-venosas (MAV) (118).

Conforme ja descrito previamente, a ELTM ocupa um lugar de destaque uma vez
que € muito freqiiente, observada em cerca de 32% das epilepsias. Estudos andtomo-
patologicos demonstraram que a EMT estd presente em 50% a 70% dos pacientes com ELT
(94), sendo que as técnicas usuais de RM conseguem demonstrar a analise visual e de
forma ndo invasiva os achados caracteristicos desta patologia (a AH associada a hipersinal
em T2) na maios parte destes casos (119).

As MDC, grande grupo de alteracOes associadas com epilepsia, também se
destacam em relacdo ao seu perfil de resisténcia a terapia medicamentosa, apresentando
controle em torno de 25%, sendo a segunda causa mais freqiiente de epilepsia refrataria em
adultos (23, 115). E importante ressaltar que nesta tltima, a RM ndo consegue identificar
todas as formas e, em muitos casos detectados, ndo evidencia toda a sua extensao (53).

Cerca de 20% a 30% dos pacientes com epilepsias focais t€tm RM normais as
técnicas habituais, sendo no grupo das MDC o maior indice de negatividade neste exame
(102). A integracdo de varias modalidades de neuroimagem, incluindo melhora da andlise
qualitativa com a RM de 3T(120), FDG — PET, SPECT e as varias formas de andlise
quantitativa como a morfometria baseada em voxel (VBM — MRI) (121,122,123),

volumetria, relaxometria T2 (74, 124) e técnicas mais recentes como a relaxometria
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baseada em voxel (VBR — MRI) (125), RM funcional (fMRI), EEG- fMRI, tractografia,
DTI (“Diffusion Tension Imaging”) permitem uma melhor avaliacdo ndo invasiva deste

grupo. Com a utilizacdo de técnicas conhecidas, o incremento diagndstico € variado (10% a

65%) (115,120,123).

1.4.1 Volumetria manual:

A volumetria manual, através da medida objetiva das estruturas mesiais temporais,
permite a deteccdo da reducdo volumétrica com sensibilidade muito superior do que a
simples andlise visual das RM, além de demonstrar grande acuricia (126,127). Estudos
demonstraram também existir boa correlagdo entre esta medida e a presenca de EMT na
histopatologia dos hipocampos ressecados cirurgicamente (128,129).

A maior dificuldade da técnica encontra-se nos limites anatdmicos imprecisos das
estruturas temporais a serem segmentadas. Tal problema pode ser superado através da
realizacdo de RM de alta resolu¢do combinada ao pds-processamento das imagens de forma
a permitir a visualizagdo simultanea e multiplanar dos cortes (130).

Dentre os programas disponiveis, o DISPLAY® desenvolvido por David McDonald
no Brain Imaging Centre do Montreal Neurological Institute € bastante utilizado dado o
fato de ser diponibilizado gratuitamente e permitir a visualizacdo dos cortes finos de RM
em trés incidéncias simultaneamente ( coronal, sagital e axial), facilitando assim a
segmentacdo das estruturas. Além disso, este programa também calcula automaticamente o
volume das estruturas segmentadas (131,132).

Vale ressaltar que a volumetria manual permite a mensura¢do de quaisquer areas de

interesse (130,133). No caso das estruturas mesiais temporais, a andlise individual destas
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estruturas, aliadas aos demais componentes da investigagdo pré- operatdria tais como
avaliagdo clinica e eletroencefalografica, aumenta a precisdo diagndstica dos pacientes com

ELTM ( 126).

1.4.2 Morfometria baseada em Voxel:

A técnica também conhecida como VBM (do inglés Voxel-Based Morphometry) foi
originalmente desenvolvido por Friston e Ashburner (2000) (121) para detectar diferencas
na morfologia cerebral entre 2 ou mais grupos. E um método de anélise de imagens de RM
totalmente automatizado, desta forma diminuindo muito a interferéncia do operador. Além
disso, esta técnica permite também a andlise de varias regides cerebrais a0 mesmo tempo,
sem a necessidade de escolher uma regido de interesse. Assim, € possivel analisar grupos
maiores, com resultados mais robustos (134). Devido a estes fatores, varios estudos
neuropatoldgicos utilizando VBM surgiram na literatura, objetivando estudar alteragdes
cerebrais relacionadas as mais diversas condi¢des neuroldgicas tais como Doenca de
Alzheimer e Esquizofrenia. Em epilepsia esta técnica também foi empregada, destaque para
a ELT. (74, 133, 134, 135).

A técnica de VBM permite identificar diferengas sutis na composicdo local de
volume de tecido cerebral em imagens, baseada em comparagdes realizadas voxel a voxel.

Previamente a realiza¢do destas comparacdes, cada imagem deve ser espacialmente
preparada de forma a permitir que estas sejam realizadas, uma vez que cada individuo
apresenta diferencas em seus volumes cerebrais ndo relacionadas com processos
patologicos. Sem a correcdo destas alteracdes individuais se tornaria impossivel uma

andlise fidedigna intergrupos (124, 136).
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Ela apresenta duas etapas essenciais: inicialmente as imagens passam por uma série
de transformagdes espaciais, em que sdo realizados processos de normalizagdo espacial,
segmentacdo, modulacdo e suavizacdo, e apds todo o processamento é possivel realizar

comparagdes entre grupos através de modelos estatisticos.
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JUSTIFICATIVA



A Epilepsia de Lobo Temporal Mesial (ELTM) ocupa lugar de destaque por ser a
mais prevalente das epilepsias focais e também resistente a terapéutica medicamentosa,
além de estar associada a uma série de comorbidades. A propria classificagao destes
pacientes em relacdo a resposta farmacoldgica ainda é motivo de intenso debate ,uma vez
que existem aqueles que ndo se enquadram como completamente responsivos ou refratdrios
a terapia com drogas anti-epilépticas (DAES).

Individualmente varios estudos relacionam a resposta farmacoldgica incompleta a
uma série de fatores que incluem alteracOes estruturais,variantes clinicas € mesmo
genéticas. Estudos no entanto, que integrem estas variantes sao escassos €, mesmo oS
existentes contemplam poucas varidveis. Desta forma, um estudo mais amplo faz-se

necessdrio uma vez que € consenso na literatura a resposta farmacoldgica ser multifatorial.

A andlise destas varidveis também torna-se importante no estudo e melhor
caracterizacdo ndo somente de pacientes considerados farmacorresponsivos ou refratdrios
mas também do grupo de resposta intermedidria ainda muito pouco explorado, aqui

denominado remitente-recorrente.

29



30

OBJETIVOS



O presente estudo tem por objetivos principais caracterizar trés diferentes tipos de
resposta farmacoldgica observadas clinicamente: farmacorresponsivos, refratdrios e
remitentes-recorentes e realizar uma andlise multifatorial dos aspectos relacionados as

diferentes respostas ao tratamento clinico em pacientes com ELTM.

Objetivos especificos:

(D) Caracteristicas clinicas e eletrofisioldgicas: avaliar caracteristicas clinicas destas
trés populacdes por meio de questiondrio estruturado e eletrofisioldgicas por meio de
eletroencefalografia.

2) Neuroimagem: identificar a presenca de AH no trés grupos de pacientes
(farmacorresponsivo, refratdrio e remitente-recorrente) em RM primeiramente através de
andlise visual e, em um segundo momento por andlise quantitativa da imagem através da
volumetria manual dos hipocampos e pelo VBM .

3) ApO6s avaliar estas varidveis separadamente, interrelaciond-las de forma a melhor
caracterizar os trés grupos e os fatores relacionados a resposta a terapia com DAES destes.
4) Foi realizada paralelamente, andlise farmacogendmica dos grupos refratirio e

responsivo em ambito de projeto de pesquisa especifico.
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MATERIAIS E METODOS



Foram selecionados pacientes com ELTM em acompanhamento no ambulatério de
epilepsia do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas e provenientes de
ambulatério de especialidade (Policlinica III) da prefeitura do municipio de Campinas
durante o periodo entre 2006 e 2008. Todos os pacientes selecionados foram clinicamente

avaliados através de formuldrio estruturado (apéndice 3) e seguidos até dezembro de 2009.

4.1 Identificacao dos grupos de estudo:

4.1.1 Critérios de inclusao:
e Pacientes adultos (idade maior ou igual a 18 anos);
e (Capacidade de compreender e assinar TCLE;
e Diagndstico clinico e eletroencefalografico de ELTM;
e Realizacdo de RM neste servigo;
e Exame neuroldgico normal.
4.1.2 Critérios de exclusao:
e Doenca neuroldgica progressiva;
e Qravidez;
e Naiao adesio ao tratamento;
e Evidéncia de patologia dupla, lesdes expansivas ou presenca de outras lesdes que
niao AH na RM;
e Pacientes que ndo tiveram terapia com DAES por pelo menos 12 meses e
acompanhamento clinico por pelo menos 24 meses.

4.1.3 Caracteristicas clinicas e eletrofisiologicas:
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Conforme previamente descrito, todos os pacientes foram entrevistados utilizando
formuldrio estruturado em anexo (apéndice 3). As varidveis analisadas foram:
e Idade de inicio das crises recorrentes;
e Presenca de crises febris;
e Insulto precipitante inicial;
e Tempo total de evolucdo das crises até a entrevista;
e Freqiiéncia inicial das crises;
e DAES em uso e dose diaria;
e Eventos adversos;
e Padrdo evolutivo das crises (farmacorresponsivo, farmacorresistente, remitente-
recorrente);
e Antecedentes familiares.

A estimativa da freqiiéncia de crises atuais foi baseada em didrio de crises
preenchido pelo proprio paciente e/ou acompanhante. Foram realizadas, no minimo 3
visitas de acomanhamento destes pacientes com intervalo médio de 2 meses entre estas.

Os dados eletrofisiolégicos foram obtidos através da realizacio de EEGS
intercriticos em aparelho digital de 32 canais (Nihon Koden, Japan) no sistema

internacional 10-20.

4.2 Formacao dos grupos de estudo:

ApOs estas etapas, os pacientes foram divididos em trés grupos de acordo com seu

padrdo evolutivo de crises:
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e Farmacorresponsivos (“benignos’): Controle total de crises por periodo maior que um ano
sem recaidas.

e Farmacorresistentes (“refratarios”): manutengdo das crises apesar de terapéutica adequada
por um ano. (18,19).

e Remitentes — Recorrentes: dois periodos de um ano livre de crises com DAES ,
intercalados com igual periodo de recorréncia (152,153). O periodo latente caracteristico
que ocorre quando os pacientes com ELTM apresentam remissdo espontanea de suas crises
ap6s os primeiros eventos na infancia ou mesmo na fase adulta jovem ndo foram

considerados como periodo livre de crises.

4.3 Controles:

O grupo controle foi constituido por voluntdrios sadios nao relacionados aos
pacientes que previamente assinaram TCLE. Todas as imagens foram adquiridas entre 2003
e 2008. Todas as imagens foram analisadas e excluidas todas aquelas que apresentaram

algum tipo de artefato ou achado incidental.

4.4 Aspectos Eticos:

Todos os participantes desta pesquisa assinaram TCLE aprovado pelo comité de
ética em pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de

Campinas (Apéndices 1 e 2).

4.5 Ressonancia Magnética:

35



As imagens de RM foram adquiridas utilizando-se o mesmo protocolo 3D para
pacientes e controle em aparelho de 2 Tesla (Elscint Prestige, Haifa, Israel ) de acordo com
0s seguintes parametros:

(1) sagital T1 spin echo; 6 mm espessura; flip angle, 180°; Tempo de
repeticao (TR), 400; tempo de eco (TE), 12; matriz, 320X320; e “field of
view” (FOV), 25X25cm;

(2) imagens coronais, perpendicular ao eixo longo do hipocampo, definido a
partir da imagem sagital : (a) imagem ponderada em T2 e densidade de
protons “fast spin echo”; 3mm de espessura; “flip angle”, 160°; TR, 4600;
TE, 108/18; matrix, 256X256; FOV, 22X22 cm; (b) Imagem do tipo
“inversion recovery” ponderadas em T: 3mm de espessura; “flip angle”,
180°; TR 2700; TE, 14; tempo de inversao, 860; matriz, 155X256; e FOV
18X18 cm;

(3) imagens axiais paralelas ao eixo longo do hipocampo: (a) imagem
ponderada em T1 e gradiente eco; 3mm de espessura; “flip angle”,70°; TR,
200; TE, 5.27; matriz, 230X230; e FOV, 22X22 cm; (b) FLAIR (fluid

45 attenuation inversion recovery); 5 mm de espessura; “flip angle”,110°;TR,
10099; TE, 90; matriz, 250x250; e FOV, 24X24 cm;

(4) Imagem volumétrica ponderadas em T1: imagem ponderada em T1 e
gradiente eco com voxels isotrépicos de 1mm, adquiridos no plano sagital
(1mm de espessura; flip angle, 35°; TR, 22; TE, 9; matriz, 256x220; e FOV,

25x22cm).
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4.5.1 Segmentaciao Manual do Hipocampos:

A segmenta¢do manual das imagens de RM foi realizada com o software interativo
DISPLAY® (Montreal Neurological Institute, Montreal, Canadd). Este programa permite a
visualiza¢do simultdnea das imagens de RM nos planos coronal, sagital e axial (11,12). A
delineacdo dos limites anatdmicos das estruturas € facilitada pelo ajuste de contraste entre a
substincia cinzenta e a branca, assim como é possivel navegar por voxels isotrépicos de
Imm em diferentes orientacdes com a mesma resolugdo. O volume resultante das estruturas
delineadas € calculado automaticamente pelo software. O mesmo protocolo foi utilizado
para pacientes e controles. Foram segmentados os hipocampos de pacientes e controles de
acordo com protocolo proposto por Bonilha e colaboradores (2004) (131).

Etapas da segmentacdo:
« Conversao para o formato eletronico MINC, com o programa DICOM to MINC

(http://www.bic.mni.mcgill.ca/software/minc/minc.html);

e Registro das imagens para o espago estereotdaxico de TALAIRACH através de uma
transformacdo linear automadtica a fim minimizar a interferéncia de diferencas de
volume cerebral entre os diferentes individuos e permitir comparagdes entre eles.
Além disso, este procedimento minimiza também a variabilidade na orienta¢do das
imagens (13).

e Correcdo da falta de homogeneidade de campo com o software N3:
“Nonparametric Non-uniform intensity Normalization” (14).

Apds a etapa das segmentagOes manuais, foram obtidos dados volumétricos dos

hipocampos a direita e esquerda e calculado o indice de assimetria (IA) destes. O IA €

resultado da divisdo entre o menor (numerador) e o maior (denominador) hipocampo.
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4.5.2 VBM:
4.5.2 a. Pré processamento dos dados:

Para a realizacdo da andlise estatistica pelo VBM, hd a necessidade de pré-
processamento das imagens conforme se segue abaixo:

As imagens de RM sao adquiridas em formato DICOM. Para ser possivel a andlise
de VBM todas as imagens devem ser transformadas para formato ANALYZE e a comissura
anterior encontrada e marcada. As imagens que apresentam atrofia hipocampal a direita sdo
invertidas (“flipadas”) de modo a evitar que ocorram cancelamentos pela comparacio

direita —esquerda durante a andlise estatistica. Todas estas etapas sdo realizadas através do

software MRIcro (www.mricro.com) , isto permite o realinhamento espacial para
processamento posterior (19).

As etapas finais de pré-processamento e andlise estatistica das imagens sdo
realizadas através do software SPM 5 (Wellcome Trust Centre for Neuroimaging, London,

UK; www.fil.ion.ucl.ac.uk) na plataforma MATLAB 7.7.0 (MathWorks, Natick, MA). O

pré-processamento é composto pelas seguintes etapas:

(1) Segmentagdo utilizando os padrdes para a op¢do de espaco nativo assim criando
mapas de probabilidade de tecido (SB, SC, LCR) através da teoria do campo
aleatério de Markov. Esta teoria incorpora a dependéncia espacial dos voxels de
uma imagem, representando no modelo da imagem as caracteristicas contidas nos
elementos vizinhos. Para a sua utilizacdo, € preciso que se tenha uma classificacao

preliminar para iniciar a avaliacdo, isso se dd a partir de imagens de sujeitos
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normais e de um modelo de andlise que identifica a distribuicao da intensidade dos
voxels dos tipos de tecidos de uma imagem em particular.

(2) Normalizagdo espacial dos segmentos de SC de cada imagem. Esta etapa tem por
objetivo aproximar as imagens dos sujeitos de estudo a um template (plataforma)
que neste caso é formado pela média de um conjunto de cérebros de individuos sem
patologias, previamente alinhado. O template utilizado é o do “International
Consortium for Brain Mapping” (Instituto de Neurologia de Montreal) composto
por 152 individuos. Sdo estimados parametros de transformacdo lineares tais como
rotacdo, translacdo, zooms e shears além de ndo-lineares (transformada de cossenos
discreta), baseada no quadrado da diferenca de intensidade de voxels entre as
imagens processadas e o template. Com isso € realizada uma transformacao afim de
12 parametros para as correcdes globais de forma (21).

(3) Modulacao, que representa as correcdes das mudancas de volume induzidas pela
normalizacdo espacial. Os voxels sdo multiplicados pelo valor de deformidade de
campo obtidos durante o processo de normaliza¢do tanto do volume intracraniano
total como do volume de SC, a fim de se compensar as deformidades decorrentes
durante a transformagdo ndo-linear e preservar o volume de SC. Isto permite a
andlise ndo somente de concentracdes como também de volume de SC.

ApOs as etapas acima descritas, é gerado um grafico contendo informagdes sobre as
médias de homogeneidade para cada imagem. Assim € possivel reanalisar as imagens que
se encontram fora do desvio-padrdo e exclui-las, caso o desvio seja atribuido a artefato

(figura 1).
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Em seguida, as imagens sofrem processo de suavizacdo utilizando-se filtro
Gaussiano isotropico de 12 milimetros “full-width half-maximum” (FWHM). A suavizacao
permite que pequenas diferengas em relacdo a anatomia de sulcos e giros sejam corrigidas
de forma a concordar com os pressupostos distributivos do modelo linear geral necessdrios

para a andlise estatistica.
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Figura 1. Exemplo de gréfico de homogeneidade substdncia cinzenta, os nomes dos pacientes foram

apagados da representacgéo.(extraido do software SPM 5 original em inglés).
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4.5.2 b. Anadlise estatistica das imagens:

A andlise de voxels do cérebro inteiro foi corrigida para comparagdes multiplas
através de indice de falsos positivos ou “false discovery rate” (FDR) com limiar estatistico
de 5% (74) , com extensdo deste limiar para inclusdo de ao menos 32 voxels consecutivos.
As coordenadas estereotdxicas geradas pelo SPM foram primeiramente confirmadas por
analise visual e convertidas aos nomes anatomicos através das coordenadas de Tailarach,
contido no proprio SPM (para 0 algoritmo acesse

http://www.ihp.Sbp.ru/~pet_lab/MSU/MSUMain.html ) (75), desta forma ja se torna

possivel andlise preliminar das areas afetadas. Para a localizacdo precisa das regides de
interesse  gerada pelas comparagdes, foi utilizado o software MARSBAR

(http://marsbar.sourceforge.net) também através da plataforma comum MATLAB.

Para a andlise voxel a voxel de SC de cérebro inteiro, utilizamos teste —t para
comparar cada grupo de pacientes aos controles e em seguida o mesmo teste foi realizado
para a comparacdo dos grupos de pacientes entre si (farmacorresponsivo versus
farmacorresistentes; farmacorresponsivos versus  remitentes —  recorrentes;
farmacorresistentes versus remitentes — recorrentes). Todas estas analises foram realizadas

através do SPM 5.

Os contrastes nos teste-t foram definidos para evidenciar dareas de
aumento/diminuicdo de SC nas comparagdes acima descritas. As andlises incluiram

madscara de limiar proporcional de 0.8 e mascara implicita.
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O resultado de cada comparacdo gerou um mapa paramétrico estatistico ( SPM t)
que foi transformado em mapa de distribuicdo normal ( SPM z). Todos estes resultados
foram representados em um “template” de cérebro inteiro baseado na média de 152
cérebros sadios do Instituto de Neurologia de Montreal (MNI) com suas barras de escore z

correspondentes para cada mapa.

4.6 Analise estatistica dos dados clinicos:

As varidveis clinicas dos pacientes e controles foram analisadas através de software
estatistico SYSTAT 9 (San Jose, California, Systat Software Inc. [SSI]). Foram realizados
testes —t com corre¢cdo de Bonferroni para a comparacdo de dados continuos. Para as
varidveis categoricas foram utilizados teste exato de Fischer e Pearson X* Foram também

utilizados ANOVA com teste post hoc de Tukey quando apropriado.
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RESULTADOS



Foram incluidos ao todo 165 pacientes divididos de acordo com o padrao de
resposta farmacoldgica as DAES em: 50 farmacorresponsivos (31 mulheres, idade média de
47,03 + 10,97), 87 farmacorresistentes (53 mulheres, idade média 41,68 + 9,11) e 28
remitentes-recorrentes (17 mulheres, idade média 46 + 11,50).

Os resultados das andlises de dados clinicos dos pacientes acima referidos no que
tange a idade de inicio das crises, duracdo da epilepsia, histéria prévia de crises febris,
presenca e lateralidade da atrofia hipocampal a andlise visual e fatores precipitantes iniciais
assim como os resultados oriundos da andlise por VBM dos pacientes com AH unilateral
estdo explicitados através do artigo “Antiepileptic drug response in temporal lobe epilepsy:
A clinical and MRI morphometry study” contido no capitulo 1.

Os resultados referentes a andlise das DAES utilizadas e quantidades nos 165
pacientes divididos nos trés grupos de estudo, bem como das volumetrias manuais de
hipocampos provenientes de 99 pacientes estdo contidas no capitulo 2.

O artigo anexo 1 versa sobre dados complementares provenientes da andlise
farmacogenomica de pacientes pertencentes aos grupos farmacorresponsivo e
farmacorresistente ja incluidos em ambito de projetos de doutorado da aluna Mariana
Saragiotto da Silva. Tal trabalho foi aqui citado e anexado dada a importancia deste na
complementacdo da andlise dos dados e discussdo dos resultados provenientes desta tese

especifica.
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Abstract

Objective: to investigate the relationship between brain MRI and clinical characteristics
and patterns of antiepileptic drug (AED) response in patients with mesial temporal lobe
epilepsy (MTLE). Design/Methods: One hundred sixty five MTLE patients divided into
seizure-free with AED (AED-responders, n=50), pharmacoresistants (n=87), and remitting-
relapsing seizure control group (n=28). All groups were evaluated regarding age, frequency
of seizures and age at epilepsy onset, duration of epilepsy, febrile seizures (FS), presence
and side of hippocampal atrophy (HA) and initial precipitating injuries (IPIs). For gray
matter (GM) MRI voxel-based morphometry (VBM) we selected only patients with
unilateral HA on visual MRI analysis (n=100). Comparisons were made between all groups
and 75 healthy controls. Results: Age at epilepsy onset was lower (p=0.005) and initial
frequency of seizures was higher in pharmacoresistants compared with the other two groups
(p=0.018). All groups showed GM atrophy compared to controls in ipsilateral
hippocampus, bilateral parahippocampal gyri, frontal, occipital, parietal and cerebellar
areas. In the AED-responders group such findings were more restricted to areas ipsilateral
to the epileptic focus and more widespread in pharmacoresistants and remitting-relapsing
groups. VBM pairwise comparisons showed areas with GM volume reduction in
pharmacoresistants and remitting-relapsing compared with AED-responders in bilateral
periorbital frontal (p< 0.01), cingulum (p<0.05), and temporal lobe contralateral to the
epileptic focus (p< 0.05). Conclusions: pharmacoresistants and remitting-relapsing patients
presented a similar pattern of GM atrophy which was more widespread compared with
AED-responders. Conversely, age at epilepsy onset was lower (p=0.005) and initial seizure

frequency was higher in pharmacoresistants.
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Introduction

The definition of AED resistance is still a matter of debate in the literature *. The most
accepted criteria states that pharmacoresistant patients are those who do not achieve control
of seizures after two AEDs trials in maximum tolerated doses *°. However, previous works
have already attempted to describe an intermediary pattern of drug response, not restricted
to total pharmacoresponse or pharmacoresistance ® One study showed that after a 40-year
median follow-up, 93% of patients with childhood-onset seizures had entered one or more
one-year remissions, although this proportion is much lower in the partial epilepsies group,
mainly in MTLE 7. Descriptions of prognostic factors for different types of AED response
in MTLE patients have also been investigated #11 The commonest pathologic finding
associated with poor prognosis in MTLE is hippocampal sclerosis (HS) on histology 12
whose most common MRI signs are hippocampal atrophy and increased T2 signal LI,
Volumetric MRI analyses such as manual morphometry and voxel-based morphometry
(VBM) have demonstrated that atrophy in patients with MTLE goes beyond hippocampus
and involves also the surrounding extra-hippocampal and extra-temporal structures, mainly
in pharmacoresistant subjects b Only recently studies on quantitative MRI in AED
responders have emerged '°, and there is still a lack of these studies in MTLE “remitting-
relapsing” patients. The purpose of the present study was to examine the clinical and VBM
differences among three patterns of AED response in unilateral MTLE patients with visual

MRI evidence of HS: responders, pharmacoresistant and remitting-relapsing in order to

characterize them better.

Materials and Methods
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Patients

We enrolled 165 patients with MTLE from the outpatient epilepsy clinics of the University
of Campinas Hospital and in a community clinic in Campinas, Brazil, where they were
diagnosed after detailed neurological evaluation from 2006 to 2008. The determination of
epilepsy syndrome was based on ILAE criteria '’. All patients were submitted to an
extensive investigation based on clinical history, comprehensive neurological examination,
interictal EEG and routine visual MRI analysis protocol including T1 and T2 sequences in
axial, coronal and sagittal planes. All subjects were interviewed by one of the investigators
using a structured questionnaire gathering information regarding age and frequency of
seizures at epilepsy onset, febrile seizures (FS), time of epilepsy, presence of initial
precipitating injuries (IPIs), and number of AED. The treatment options were similar
between both institutions for all three groups. Information about presence and average
number of seizures per month was also collected by means of a diary filled in by the patient
or caregiver. On the basis of these items, the subjects were divided into three patterns of
AED response: 50 AED responders (31 women) corresponding to all subjects who became
seizure-free after the institution of appropriate AED (AED-responders), 87
pharmacoresistants (53 women) for all those who met the criteria of lack of seizure control
besides adequate therapy with at least two AED until maximum tolerated doses
(pharmacoresistants), and 28 remitting-relapsing patients (17 women). To be considered
remitting-relapsing, the patient had to experience at least two periods of at least one year
without seizures, intercalated with a similar period of time with uncontrolled seizures
despite adequate AED regimen. The characteristic latent period when MTLE patients

experience spontaneous remission of their seizures after the first events during childhood or
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even early adulthood was not considered as a seizure-free period. The MRIs were analyzed
and we selected for VBM analysis only MRIs from those who presented unilateral HA on
visual inspection, in order to have better homogeneity between groups (table 2). MRIs with
homogeneity outside the standard deviation on VBM pre-processing analysis were also
discarded. Following this criterion, we selected 29 subjects from the AED-responders’
group (19 women, mean age 42.8 + 9.2 years), 50 from the pharmacoresistants (33 women,
mean age 41.9 + 10.9) and 21 from remitting-relapsing group (14 women, mean age 44.9 +
10.2). The proportion of right/left HA was 16/13 for AED-responders; 26/24 for

pharmacoresistants; and 13/8 for remitting-relapsing group.

Controls

The control group included 75 healthy volunteers age and sex matched (35 women, mean
age 38.7 + 12.2), not related to MTLE patients, who signed the written informed consent
form. All images were acquired between 2003 and 2008. MRIs from this group were

analyzed by two of the investigators and images with artifacts or incidental findings were

not included.

Standard Protocol Approvals, Registrations, and Patient Consents

All subjects signed a written informed consent form approved by the ethics committee of

our institution in accordance with the principles stated in the 1964 Declaration of Helsinki.

MRI acquisition

MRIs were acquired in a 2T scanner (Elscint Prestige, Haifa, Israel ) with the following

parameters: (1) sagittal-T spin echo; (2) coronal images: (a) T>-weighted and proton
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density fast spin echo, (b) T;-weighted inversion recovery; (3) axial images: (a) T;-
weighted gradient echo, (b) FLAIR (fluid attenuated inversion recovery); (4) T;-weighted

12,18

3-dimensional gradient echo with Imm isotropic voxels (details in appendix e-1).

Pre-processing of data
MRIs were acquired in DICOM format. In order to undergo the VBM analysis all images
were transformed into ANALYZE® format and anterior commissure was found and

marked with MRIcro software (www.mricro.com) for spatial alignment . The VBM

analysis was performed with SPMS5 software (Wellcome Trust Centre for Neuroimaging,

London, UK; www.fil.ion.ucl.ac.uk) on MATLAB 7.7.0 platform (MathWorks, Natick,

MA). The pre-processing done by this software included the following steps: (1)
segmentation using the defaults for the native space option creating tissue probability maps
(white matter, gray matter [GM] and cerebrospinal fluid) using Hidden Markov Random
Field Theory; (2) spatial normalization of GM segments to each image to the International
Consortium for Brain Mapping (ICBM) 152 template (Montreal Neurological Institute) by
estimation of 12-parameter affine transformation to correct for global shape differences
2021, (3) corrections for volume changes induced by spatial normalization (modulation).
The modulation step was performed to scale each voxel value according to the subject’s
total intracranial volume (TIV), as well as the regional gray matter volume (GMV)
expansion/contraction that occurs during nonlinear transformation. The “calculate raw
volumes” feature of VBM 5 gave information about TIV and global GMV. After the first
steps of segmentation, normalization and modulation a graph with information about the

homogeneity means from each image was generated. This step is important since the

images whose homogeneity is outside the standard deviation can be better re-accessed and
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excluded in cases where this deviation is attributed to artifact. After that , GM image
segments were smoothed with an isotropic Gaussian kernel of 12 mm full-width half-
maximum (FWHM) in order to fit individual differences in sulcal and gyral anatomy and to
meet the distributional assumptions of the general linear models necessary for statistical

analysis.
Statistical Analysis of Images

The whole-brain voxel analysis was corrected for multiple comparisons through false
discovery rate (FDR) statistical threshold of 5% 22 with an extent threshold looking for
clusters with at least 32 contiguous voxels. This statistical method controls the rate of false

positive voxels during multiple comparisons.

The stereotaxic coordinates provided in SPM output were confirmed by visual analysis and
converted to anatomical names by MNI space Utility and Tailarach space Utility running

on SPM (for algorithms see http://www.ihp.Sbp.ru/~pet_lab/MSU/MSUMain.html 23 ). To

locate GM regions of interest (ROI) generated by the comparisons MARSBAR software

(http://marsbar.sourceforge.net) was used.

For voxel-wise analysis, we used two-sample t-tests to compare patients and controls. After
that, the two-sample t-test was used to make comparisons between groups of patients (AED
responders versus non-responders; AED responders versus remitting-relapsing; non-

responders versus remitting-relapsing). All tests were performed on SPM 5.
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The contrasts in two-sample t-tests were defined to reveal areas of GM increase/decrease in
the comparisons described above. The analysis included proportional threshold masking

(set to 0.8) and implicit masking.

The output for each comparison was a statistical parametric map of the t statistic (SPM t),
which was transformed to a normal distribution map (SPM z). All results were plotted into

whole-brain MNI templates with corresponding z-score bars for each map (figure 1).
Statistical Analysis of Clinical Data

The clinical variables from patients and controls were analyzed with SYSTATO software
(San Jose, California, Systat Software Inc. [SSI]). We used t-tests with Bonferroni’s
correction to compare continuous data between patients and controls. For categorical
variables we used Pearson X and Fisher’s exact tests. We used ANOVA with Tukey’s post

hoc pairwise comparisons when appropriate.

Results

The comparisons regarding duration of epilepsy, FS, time of epilepsy and IPIs revealed no
difference among groups (table 1). Mean ages at the time of MRI scanning and age at
epilepsy onset were significantly lower in pharmacoresistants compared with AED-
responders and remitting-relapsing groups. The number of AEDs used was lower in AED-
responders and remitting-relapsing groups. The remitting-relapsing group showed the

lowest initial frequency of seizures and pharmacoresistants the highest. Family history of
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seizures was more frequent in remitting-relapsing and in AED-responders than in

pharmacoresistants (p=0.019) (table 1).

VBM findings

Comparisons between patient groups and controls (see Supplemental tables E1-E3)

All groups showed a more intense GMV reduction in the following locations compared
with healthy controls: ipsilateral hippocampus, bilateral parahippocampal gyri, frontal,

occipital and parietal areas and some cerebellar areas.

AED-responders showed more intense reduction in GMV within the ipsilateral temporal
lobe and bilateral insula compared with controls. We also observed such reduction
contralaterally although it was less pronounced (figure 1A). The same pattern was observed
in pharmacoresistants whereas in the remitting-relapsing group temporal GMV reduction
was bilateral (figures 1B and 1C). In frontal lobes, GMV reduction was observed within
bilateral inferior and middle frontal gyri, mainly the ipsilateral frontoopercular area in
AED-responders. On the other hand, pharmacoresistants showed more widespread
reductions of GMV mainly in bilateral inferior and middle frontal gyri. Remitting-relapsing
patients presented widespread GMV reduction on frontal lobes, even in superior gyri;
however, it was more intense in periorbital regions. The reduction was more intense in
bilateral middle and posterior cingulum in AED-responders and anterior cingulum in
pharmacoresistants and remitting-relapsing groups. Parietal lobes showed bilateral GMV
reduction in AED-responders and more restricted to inferior parietal areas in

pharmacoresistants and remitting-relapsing groups.
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Thalami volume reduction was observed in pharmacoresistants (bilateral) and the remitting-
relapsing group (ipsilateral). No thalamic reduction was observed in AED-responders. All

three groups had areas of GMV reduction in cerebellum.

Intergroup comparisons (see Supplemental tables E4-E5)

VBM pairwise comparisons showed areas with GMV reduction in pharmacoresistants and
remitting-relapsing groups compared with AED-responders in bilateral periorbital frontal
(p< 0.01), anterior cingulum (p<0.05) middle and inferior temporal bilaterally, more
intensely contralaterally to the epileptic focus in (p< 0.05), as well as in caudate GM

bilaterally (p=0.002).

There were no significant differences in whole-brain GMV between pharmacoresistants and
remitting-relapsing groups (figure 2). However, when compared to controls, we observed
that the voxel cluster size involved was larger in pharmacoresistants than in remitting-

relapsing group (supplemental tables E2 and E3).

Discussion

Although an intermediate pattern of AED response is commonly seen in patients with
MTLE, it has been recognized only recently. In the present work, we tried to identify
clinical and VBM characteristics in different patterns of AED response including the

relapsing-remitting MTLE patients.

The proportion of patients with different periods in and out of AED response is quite

variable, depending on seizure type, medical regimen and other factors. The figure varies
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from 5.4% ** to 15 or 20% **. In our series, those patients corresponded to 16.96%

(28/165).

Factors such as family history of epilepsy, febrile seizures, IPIs like head trauma and
psychiatric comorbidities were largely associated with AED response 2% Based on these
observations an integrative hypothesis has been proposed, whereby some common
neurobiological processes could be involved in the continuum in inherent severity of the
disease, which determines its relative response to medication *°. It is based on the fact that
transporter and drug target hypotheses do not explain all the mechanisms involved in the
development of AED failure *’. This new model, which tries to explain pharmacoresistance
by assessing differences in inherent epilepsy severity based on the frequency of seizures in

the early phase of epilepsy, is supported by several long-term prospective follow-up studies

26,27-29

Initial frequency of seizures is perhaps the most important prognostic factor regarding AED
response. It is widely known that an elevated number of seizures in the early phase predict

. . . 25, 28,31
a poorer outcome, independent of the seizure etiology

.The group with the worst
outcome in our study showed the highest initial frequency of seizures, confirming such
findings ’. The association between high initial seizure frequency and poorer outcome

suggests that common neurobiological factors may underlie both epilepsy severity and drug

refractoriness. This model, however, presents some limitations.

The first limitation relies on the fact that it could not explain the “atypical” evolution of
some patients with intercalating periods of seizure control and AED resistance, as seen in

our series. In the present study, the remitting-relapsing group showed the lowest initial
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frequency of seizures (p=0.018). Another limitation is the lack of molecular genetic studies

to compare patterns of drug response and initial seizure frequency 32,

We studied some other possible determinants previously described on literature, such as
age at epilepsy onset, that was significantly lower in pharmacoresistant subjects, and initial

seizure frequency, that was different among all three groups.

We could also observe an earlier age of seizure onset in the pharmacoresistant group, as in
. . 6 . 33 . ..
previous studies °, although it does not represent a consensus . Another discordant point is

the duration of epilepsy, which did not show any difference among groups in our study.

After the qualitative MRI analysis, we proceeded to quantitative study using VBM. Our
results corroborated the previous observation that pharmacoresistance is probably linked to

several determinants.

Although the clinical characteristics observed revealed more similarities between AED-
responders and remitting-relapsing groups, VBM analysis showed similar widespread
reductions of GMV in pharmacoresistants and remitting-relapsing groups. The less intense
GMYV reduction in AED-responders shown by intergroup comparisons was not found in
another study '®. This difference could be explained by a different criterion used in the
present work to classify AED response and the fact that we included remitting-relapsing
patients in a separate group. On the other hand, our study showed extensive GMV reduction
in all three groups, corroborating the hypothesis that MTLE is not confined to the

hippocampus or even to the temporal lobe, as previously demonstrated 14.34.35
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The three groups presented GMV reduction compared with controls in cerebellar, occipital,
frontal (mainly inferior orbitofrontal), cingulum, thalamus, parietal and somatosensitive
areas. Earlier VBM studies have already shown these areas of GMV reductions, mainly on
left-sided MTLE '**"%_ Although in the present study we have not made such left-right
side differentiation, which could represent a limitation, since images from patients with
right HA were flipped to the left, we found similar results in our pharmacoresistant MTLE
patients. The diverse results from the other two groups could not be attributed to
differences in HA lateralization since the left/right side ratio of HA was similar among

groups.

In our work, the HA is the common feature that links all three groups analyzed. The
presence of HA in this context is important, since it could overcome the limitation of VBM
in detecting subtle GMV reductions previously described in MTLE patients without HA *’;

it also makes the comparisons between groups more reliable owing to better homogeneity.

The GMYV reduction found in all three groups could be explained by neural network
damages that were already observed in pharmacoresistant MTLE patients ¥ Our findings
for AED-responders and remitting-relapsing patients, however, are new. We hypothesize
that AED-responders present more restricted network damage, as supported by a recent
proton MRS study * In remitting-relapsing patients this damage is similar to that in
pharmacoresistants. The explanation for such difference in drug response could lie in a

combination of clinical and genetic factors previously discussed.

The deafferentation of those brain regions connected to the hippocampus and the spread of

epileptic activity could explain the GMV reduction seen in areas away from the mesial
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temporal lobe, even in AED-responders 3537 Those two mechanisms, however, seem to
have different weights according to AED response. In AED-responders GMV reduction
was more prominent ipsilaterally to seizure focus in limbic, neocortical, and subcortical
brain regions. Subcortical, cerebellar, and neocortical structures, however, were more
affected bilaterally in pharmacoresistant and remitting-relapsing groups. This observation
could corroborate that the two mechanisms act proportionally together in all groups, since
some extra-temporal and contralateral areas do not have any direct connection with the
hippocampus, although they are involved in seizure spread (e.g. contralateral thalamus,

cingulum and contralateral temporal cortex) .

We found GMYV reduction in the cerebellum in all three groups; it could be explained by
the chronic use of AED, but also by network deafferentation, since there are neural

pathways between the hippocampus and cerebellum 0,

It is possible that more subtle morphometric differences among groups may have not been
detected due to relatively small numbers in each group. Replication of such findings with a

larger population should be performed
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Figure 1. VBM result comparison between MTLE AED responders (group 1) and healthy
controls [A]; pharmacoresistants (group II) and healthy control [B]; remitting-relapsing
(group I1I) and healthy control [C]. All groups showed bilateral atrophic areas although it
was more intense on groups Il and IIl. Statistical maps are overlaid on a multislice display
of coronal images of a smoothed T1 template. The respective T-value bar is shown in red.

61



Figure 2. VBM result comparison between pharmacoresistants and AED-responders [A];
remitting-relapsing and AED-responders [B]. Statistical maps are overlaid on a multislice
display of coronal images of a smoothed T1 template. The respective T-value bar is shown
in red. There were no significant differences in whole brain GMV between
pharmacoresistants and remitting-relapsing groups.
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Table 1. Basic statistics of three MTLE groups

Age+SD DE+SD FS 1IPI AEO+SD  AED IFS+SD FH
(y) (y) Ny  (N) (y) (n) (events/mo)  (N)
AED-responders  47.03+10.97 26.14+1496 11 7 16.89+12.58 0.95+0.70 10.57+ 18.65 26
Pharmacoresistants ~ 41.68+9.11 29.91+11.94 20 10 11.70+8.67 1.82+40.65 16.68+26.95 32
Remitting-relapsing 46+ 11.50 27.56+ 2 0  15.88+94 1.28+ 2.59+3.24 17
13.51 0.73
P 0.005 0.24 027 0.15 0.005 <0.005 0.018 0.019

SD: Standard deviation; DE: duration of epilepsy; AEO: Age at epilepsy onset; FS: Febrile seizure;

IPI: Initial precipitating injury; IFS: Initial frequency of seizures; FH: Family history of seizures; y:

years; N: number of patients; n: number of AEDs; mo: month. Age, IFS and EO: ANOVA; FS, IP],

AED, FH: qui-square; TE: ANOVA.
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Table 2. Distribution of hippocampal atrophy (HA) among groups

Bilateral Right Left None Total
AED-responders 11 (22%) 16 (32%) 13 (26%) 10 (20%) 50 (100%)
Pharmacoresistants 16 (18.3%) 31 (35.6%)  31(35.6%) 9 (10.3%) 87 (100%)
Remitting-relapsing 3(10.7%) 13 (46.4%) 8 (28.6%) 4 (14.3%) 28 (100%)
Total 30 60 52 23 165
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Table e-1: Results from VBM group analysis (AED responders x controls).

Voxel Wise Spatial Coordinates Anatomical Location
Cluster Size T Equiv Z X Y z Side Location
3877 6.26 5.72 -32 -45 10 left hippocampus
2409 5.76 5.33 -27 -78 7 left middle occipital gyrus
2167 5.10 4.79 24 31 4 right inferior frontoorbital gyrus
1738 5.01 4.72 23 -23 33 right cingulate gyrus
922 4.62 4.38 18 45 25 right superior frontal gyrus
1575 4.59 4.35 -17 38 1 left anterior cingulate
387 4.58 4.34 46 -14 -25 right fusiform gyrus
184 4.24 4.05 55 -12 1 right superior temporal gyrus
(area 39)
465 4.19 4.01 17 39 -9 right anterior cingulate
137 4.08 3.91 10 4 0 right lentiform nucleus
267 4.05 3.88 -18 25 -16 left middle frontal gyrus
862 2.62 2.57 40 -52 28 right superior temporal gyrus
(area 22)
529 2.22 2.19 -44 -64 1 left inferior temporal gyrus

FDR < 0.05; clusters > 32; Height Threshold T = 2.01

Table e-2: Results from VBM group analysis (AED refractory x controls)
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Voxel Wise Spatial Coordinates Anatomical Location

Cluster Size T Equiv Z X Y z Side Location
110493 18.41 Inf -36 -29 -3 Left mesial temporal lobe (caudate)
18.33 Inf 41 -12 -18 Right mesial temporal lobe (caudate)
1332 8.66 7.45 41 -90 16 Right middle occipital gyrus
409 8.31 7.22 17 -32 56 Right frontal postcentral gyrus
309 8.08 7.06 -29 -18 13 Left lentiform nucleus
828 8.04 7.04 -23 29 -27  Left fronto-orbital gyrus
833 7.37 6.57 27 -70 19 Right occipital
476 6.74 6.10 -50 -82 21 Left middle temporal gyrus
299 6.32 5.78 -38 -6 37 Left frontal precentral gyrus
153 6.22 5.70 -48 -44 -6 Left temporal lobe (sub-gyral)
631 6.04 5.56 -36 11 -20 Left superior temporal gyrus
77 5.93 5.47 0 -14 23 Left cingulate
153 5.27 4.93 15 5 58 Right medial frontal gyrus
76 5.07 4.77 48 25 -20 Right superior temporal gyrus
70 5.02 4.73 -44 -47 32 Left parietal supramarginal gyrus
37 4.95 4.66 -31 -15 53 Left frontal precentral gyrus
129 494 4.66 47 -29 35 Right parietal postcentral gyrus
44 4.63 4.39 36 -97 4 Right middle occipital gyrus
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Left

Left

Right

Left

Left

Left

Right

Right

parietal postcentral gyrus
frontal precentral gyrus
cerebellar tonsil
cerebellar tonsil

middle frontal gyrus
middle frontal gyrus
superior parietal lobule

middle temporal gyrus
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Table e-3: Results from VBM group analysis (AED remitting — relapsing x controls).

Voxel Wise Spatial Coordinates Anatomical Location
Cluster Size T Equiv Z X Y z Side Location
10916 14.88 Inf -36 -29 -3 Left temporal (caudate)
14.03 Inf -27 -27 -4 Left hippocampus
10.84 Inf -41 -17 -14  Left temporal
13787 14.65 Inf 37 -25 -4 Right temporal (caudate)
14.65 Inf 41 -14 -17  Right temporal
12.05 Inf 29 -26 -4 Right hippocampus
881 1041 Inf -8 0 -22  Left parahippocampal gyrus
1474 10.12 Inf 9 1 -22  Right parahippocampal gyrus
2970 9.49 7.82 16 53 15 Right medial frontal gyrus
4323 8.70 7.36 49 -5 19 Right frontal precentral gyrus
7.61 6.65 38 10 17 Right insula
759 8.03 6.92 -42 -6 21 Left frontal precentral gyrus
278 7.96 6.88 -13 -48 11  Left posterior cingulate
868 7.85 6.81 33 44 -4 Right frontal lobe (sub-gyral)
596 7.63 6.66 -34 39 -4 Left middle frontal gyrus
773 7.35 6.46 -16 21 -14  Left inferior frontal gyrus
7.13 6.31 4 23 0 Right anterior cingulate
1240 7.23 6.38 -39 10 16 Left insula
389 6.84 6.10 10 -20 33 Right posterior cingulate
1128 6.02 5.49 -17 51 -6 Left medial frontal gyrus
126 5.81 5.33 10 16 23 Right cingulate gyrus
137 5.74 5.27 41 -90 16 Right middle occipital gyrus
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179 5.72 5.26 20 22 -13
101 5.72 5.26 23 30 -27
201 5.70 5.24 31 -13 8
98 5.49 5.07 17 -43 8
62 5.44 5.03 -8 9 28
37 5.39 4.99 3 14 19
538 5.12 4.77 -16 -54 48
59 5.00 4.67 27 19 5
70 4.90 4.59 -8 -26 32
156 4.79 4.50 -36 11 -20
40 4.69 4.42 -48 -44 -6
51 4.68 4.41 -16 -34 56
38 4.5 3.95 24 -74 18
477 2.69 2.63 -18 4 -42

Right
Right
Right
Right
Left
Right
Left
Right
Left
Left
Left
Left
Right

Left

inferior frontal gyrus
frontal orbital gyrus
lentiform nucleus
parahippocampal gyrus
cingulate gyrus

anterior cingulate
parietal precuneus
claustrum

cingulate gyrus
superior temporal gyrus
temporal lobe (sub-gyral)
frontal paracentral
occipital precuneus

uncus

FDR < 0.05; clusters > 32; Height Threshold T= 1.95
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Table e-4: Results from VBM group analysis (AED refractory x AED responders)

Voxel Wise Spatial Coordinates Anatomical Location
Cluster Size T Equiv Z X Y z Side Location
56133 10.00 7.43 -26 38 -14 left middle frontal gyrus
9.12 7.02 24 35 -16 right middle frontal gyrus
7.26 6.01 8 28 27 right anterior cingulate
4556 8.47 6.68 -13 19 -1 left caudate(sub lobar)
3077 7.74 6.29 14 20 -1 right caudate(sub lobar)
3.49 3.29 15 -3 21 right caudate(sub lobar)
24042 7.36 6.07 51 15 -18 right superior temporal gyrus
5.60 4.93 61 -52 -10 right inferior temporal gyrus
5.40 4.79 63 -9 7 right superior temporal gyrus
2801 6.63 5.62 -37 -3 13 left insula
5.80 5.07 -32 25 0 left inferior temporal gyrus
1772 5.81 5.08 -47 16 -23 left superior temporal gyrus
757 5.73 5.02 32 -34 -6 right hippocampus
483 5.45 4.82 -39 -17 36 left frontal lobe(precentral gyrus)
497 5.17 4.63 -10 -30 6 left thalamus
166 4.99 4.49 -31 -7 -45 left inferior temporal gyrus
1417 4.81 4.35 -38 7 29 left inferior frontal gyrus
1595 4.58 4.18 -47 -73 -12 left fusiform gyrus
387 4.39 4.03 -55 -11 -30 left inferior temporal gyrus
214 4.32 3.97 12 -30 5 right thalamus
440 4.18 3.86 -51 16 5 left inferior frontal gyrus
151 4.18 3.36 -8 -51 33 left parietal lobe(precuneus)
154 4.15 3.84 -40 36 30 left superior frontal gyrus
98 4.04 3.75 18 -8 -21 right parahippocampal gyrus
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933 4.03 3.74 -64 -28 -6 left middle temporal gyrus
58 3.99 3.71 -18 -8 -22 left parahippocampal gyrus

159 3.97 3.70 a4 -79 5 right middle occipital gyrus

FDR < 0.05; clusters > 32; Height Threshold T = 3.07
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Table e-5: Results from VBM group analysis (AED Remitting — Relapsing x AED Responders)

Voxel Wise Spatial Coordinates Anatomical Location
Cluster Size T Equiv Z X Y z Side Location
8204 11.03 7.39 37 -26 -3 Right Caudate Tail
10.23 7.09 40 -21 -9 Right Insula
10.06 7.02 29 -25 -4 Right Hippocampus
4964 8.49 6.35 -41 -6 -24 Left Temporal Fusiform Gyrus
7.80 6.02 -31 -23 -6 Left Hippocampus
7.58 5.91 -38 -11 -18 Left Temporal Brodmann 20
308 7.27 5.74 9 -2 -20 Right Parahippocampal Gyrus
4.61 4.09 10 -9 -26 Right Uncus
1794 6.83 5.51 -16 50 17 Left Superior Frontal Gyrus
5.07 4.42 -16 37 29 Left Superior Frontal Gyrus
259 6.72 5.45 -8 -1 -21 Left Parahippocampal Gyrus
608 6.63 5.39 1 -28 3 Right Thalamus
6.44 5.28 -7 -38 -5 Left Parahippocampal Gyrus
38 6.23 5.16 29 -71 0 Right Occipital Lingual Gyrus
299 5.96 5.00 -31 a4 -3 Left Middle Frontal Gyrus
289 5.96 4.99 22 -23 -31 Right Parahippocampal Gyrus
4.44 3.97 17 -15 -33 Right Uncus
583 5.89 4.95 7 26 0 Right Anterior Cingulate
5.78 4.89 -7 26 1 Left Anterior Cingulate
893 5.76 4.87 16 34 30 Right Medial Frontal Gyrus
154 5.61 4.77 46 -5 21 Right Frontal Precentral Gyrus
4.37 3.92 47 -12 25 Right Frontal Precentral Gyrus
93 5.55 4.74 40 14 15 Right Insula
138 5.50 4.70 50 -77 32 Right Middle Frontal Gyrus
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-39
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-71
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11

54

24

-23

27

22
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15

Right
Right
Right
Right
Left
Right
Left
Right
Right
Left
Left
Right

Right

Middle Frontal Gyrus
Cingulate Gyrus
Posterior Cingulate
Middle Occipital Gyrus
Inferior Frontal Gyrus
Middle Frontal Gyrus
Medial Frontal Gyrus
Parahippocampal Gyrus
Middle Occipital Gyrus
Insula
Medial Frontal Gyrus
Claustrum

Thalamus

FDR< 0.05; clusters>32; Height Threshold T =3.15
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Dos 165 pacientes incluidos nesta tese, noventa € nove tiveram ambos o0s
hipocampos segmentados manualmente segundo a técnica descrita previamente. Deste total
43 pacientes pertenciam ao grupo farmacorresistente (16 homens, idade média 42,9 + 8,74);
31 ao grupo farmacorresponsivo (11 homens, idade média 47,19+11,01) e 25 ao grupo
remitente-recorrente ( 8 homens, idade média 44,28 + 11,91). Além dos sujeitos de estudo
foram segmentados hipocampos de 30 voluntérios sadios (10 homens, idade média 41,10 +
11,94). Todos os grupos apresentaram distribui¢cdo normal em relag@o a idade, e ndo houve
diferencas significativas na distribuicio de idade e sexo entre os grupos. Apds a
segmentagdo foram calculados os volumes dos hipocampos bilateralmente assim como seus
indices de assimetria e considerados atr6ficos os hipocampos cujos volumes estivessem 2
desvios-padrdes abaixo da média dos controles.

Abaixo as tabelas 1,2 e 3 evidenciam os volumes médios dos hipocampos assim como 0s

indices de assimetria calculados para os 3 grupos de estudo.

Tabela 1. Idade, volumes mdximo, minimo e média de hipocampo esquerdo, direito e indice de
assimetria do grupo farmacorresistente

IDADE VOL HE VOL HD IA
Pacientes 43 43 43 43
Minimo 24 2133 1804 0.469
Maximo 65 5433 5821 0.983
Média 42.90 3810.93 3954.69 0.767
Desvio Padrao 8.74 819.37 974.10 0.150

VOL HE: Volume Hipocampo Esquerdo; VOL HD: Volume Hipocampo Direito; IA: Indice de Assimetria

Tabela 2. Idade, volumes mdximo, minimo e média de hipocampo esquerdo, direito e indice de
assimetria do grupo farmacorresponsivo
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IDADE VOL HE VOL HD 1A

Pacientes 31 31 31 31
Minimo 18 1644 2711 0.548
Maximo 65 5776 6392 0.990

Média 47.19 3965 4072.64 0.824

Desvio Padréo 11.01 990.90 793.02 0.138

VOL HE: Volume Hipocampo Esquerdo; VOL HD: Volume Hipocampo Direito; IA: Indice de Assimetria

Tabela 3. Idade, volumes mdximo, minimo e média de hipocampo esquerdo, direito e indice de
assimetria do grupo remitente-recorrente

IDADE VOL HE VOL _HD IA
Pacientes 25 25 25 25
Minimo 19 2970 2440 0.599
Maximo 70 5712 5827 0.979
Média 44.28 4209.52 3971.28 0.840
Desvio Padrao 11.91 762.10 924.45 0.120

VOL HE: Volume Hipocampo Esquerdo; VOL HD: Volume Hipocampo Direito; IA: Indice de Assimetria

A tabela 4 abaixo abaixo demonstra os resultados obtidos a partir da segmetacdo e cdlculo

de volume do grupo controle.

Tabela 4. Idade, volumes mdximo, minimo e média de hipocampo esquerdo, direito e indice de
assimetria do grupo controle.

IDADE VOL HE VOL HD 1A

Controles 30 30 30 30
Minimo 23 3517 3357 0.872
Maximo 67 5557 5850 0.999
Média 41.10 4481.5 4533.36 0.952

Desvio Padréo 11.94 591.91 606.14 0.036

VOL HE: Volume Hipocampo Esquerdo; VOL HD: Volume Hipocampo Direito; IA: Indice de Assimetria

A comparag@o por ANOVA entre os grupos evidenciou que a média dos volumes de
hipocampo esquerdo dos pacientes farmacorresistentes foi menor em comparagdo aos
controles (p = 0,003). Tal diferenca ndo foi observada na comparagdo dos outros grupos de

pacientes e controles.
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Entre os pacientes, existiu apenas uma tendéncia do grupo refratdrio a apresentar
volume hipocampal esquerdo menor em relagdo ao farmacorresponsivo (p= 0,06). Nao
houve diferencga entre remitentes-recorrentes em relagdo a nenhum grupo.

Em relagdo ao hipocampo direito, resultados semelhantes foram observados na
comparacgdo entre farmacorresistentes e controles, mesmo que em menor grau (p=0,029).

Na comparacdo entre os grupos de portadores de ELTM nio foram observadas diferencas.

6000 I l I T
5000 [ —
w4000 -
= |
|
-
3 \
> 3000 |- —
2000 —
*
1000 L : : L
1 2 3 4
GRUPOS

Figura 1. Volume do hipocampo esquerdo em mm?>. 1= farmacorresistente; 2=

farmacorresponsivo; 3= remitente-recorrente; 4=grupo controle.
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Figura 2. Volume do hipocampo direito em mm?. 1= farmacorresistente; 2= farmacorresponsivo;

3= remitente-recorrente; 4= controle.

Realizamos comparacdo entre os indices de assimetria (IA) entre os trés grupos e 0s
controles por ANOVA e observamos diferencas somente entre os trés grupos de sujeitos e os
controles apds correcido por Tukey conforme evidencia a figura 3 (p < 0,005). Os grupos entre si

ndo apresentaram diferencas significativas.
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Figura 3. indices de assimetria (IA). 1= farmacorresistente; 2= farmacorresponsivo; 3= remitente-

recorrente; 4= controle.

A comparagdo dos volumes hipocampais entre os trés grupos de estudo através da andlise
por ANCOVA tendo como covaridvel o tempo desde o inicio da epilepsia, ndo demonstrou
alteracOes significativas, da mesma forma, ndo observamos diferenca tendo como covaridvel a idade
de inicio de crises.

As DAES mais utilizadas pelos pacientes foram carbamazepina e clobazam (como droga
adjuvante). As demais drogas utilizadas em menor freqiiéncia: fenitoina (7 refratarios, dose média
200 + 81,65; 4 controlados, dose média 187,5 + 103,07; 3 remitentes recorrentes, dose média
266,66 + 57,73), fenobarbital (9 pacientes refratarios, dose média 111,11 + 22,04; 3 responsivos,

dose média 175 + 198,43; 5 remitentes-recorrentes, dose média 110 + 54,77), lamotrigina ( 11
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refratdrios , dose média 218,18 + 60,30; 1 paciente remitente recorrente dose de 325 mg; nenhum
paciente farmacorresponsivo), o acido valpréico foi utilizado por 5 pacientes farmacorresistentes
(dose média 750 + 288,67) e apenas 1 paciente remitente-recorrente, nenhum paciente responsivo
utilizou o 4cido valpréico. O topiramato foi utilizado somente por pacientes refratrios (7
pacientes, dose média 214,28 + 89,97).

Em relacdo a carbamazepina, no grupo farmacorresistente 69/87 dos pacientes utilizavam
esta droga, no grupo respondedor 28/50 e no grupo remitente-recorrente 14/28. As doses médias
foram respectivamente 1062,12 + 274,43 (refratdrios); 742,85 + 287,29 (benignos); 1016,66 +
345,97 (remitentes-recorrentes). A comparacdo por ANOVA evidenciou diferencas significativas
entre os grupos refratirio e responsivo (p< 0,001) e entre remitentes-recorrentes e
farmacorresponsivos (p=0,02). Nao foram observadas diferencas entre os refratirios e os
remitentes-recorrentes.

O Clobazam foi utilizado por 39/87 dos pacientes farmacorresistentes, como droga
adjuvante a carbamazepina em 36/39 (92,30%), com dose média de 25 + 11,01. Em remitentes-
recorrentes 7/28 utilizaram-no, sendo que todos o fizeram como adjuvante a carbamazepina (dose
média 14,16 + 13,11). J4 nos farmacorresponsivos, observamos o uso em apenas 13 pacientes

sendo que em 12 a associagdo foi com carbamazepina (dose média 13,46 + 13,75).
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Neste presente trabalho pudemos identificar caracteristicas clinicas e de imagem por
RM através da andlise visual e quantitativa por duas técnicas diversas ( volumetria manual
e VBM) de diferentes grupos de resposta farmacoldgica, incluindo grupo de resposta

intermediaria a DAE (remitente-recorrente).

Em nossa casuistica, a propor¢do de pacientes farmacorresistentes representou a
maior parcela dos casos com 87/165 (52,72%). Os farmacorresponsivos, por sua vez
representaram 30,30% (50/165). Esta propor¢ao maior de refratdrios pode ser explicada
pelo fato da maior parte dos pacientes incluidos serem oriundos de servico de referéncia
para cirurgia de epilepsia. Mesmo que tal frequéncia possa ser resultado de viés de selegao,
Semah e colaboradores (1998) em estudo populacional observaram refratariedade
medicamentosa em ELTM em 70% a 80% dos casos (23), corroborando para o fato de esta

condic¢do ser altamente refratdria a terapéutica medicamentosa.

A propor¢ao de pacientes com resposta varidvel as DAES depende, assim como em
relacdo aos outros padroes de resposta, a uma série de varidveis entre as quais: tipos de
crises, regimes terapéuticos, além de outros fatores. Com isso, as cifras variam de 5,4%
(145) até 15% a 20% (146). Neste grupo, os remitentes-recorentes representaram 16,96%

(28/165).

Virios fatores ja foram relacionados a resposta a DAES como antecedente familiar
de epilepsia, presenga de crises febris, fatores precipitantes e comorbidades psiquidtricas.
Dentre todas as varidveis clinicas, a freqii€ncia inicial de crises provavelmente represente o
fator progndstico mais importante no que se refere a resposta as DAES. Independente da

etiologia da epilepsia, um elevado nimero de crises em fase precoce € descrito como fator
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de pior progndstico (22,27,146). Neste estudo, o grupo de pior resposta farmacoldgica
apresentou a maior freqiiéncia de crises iniciais, de acordo com literatura. Mesmo com o
aumento do nimero de pacientes para a andlise farmacogendmica realizada em ambito de
projeto paralelo, tal achado manteve-se (anexo 1). No entanto, em relacdo ao grupo
remitente-recorrente 0 ndmero de crises iniciais foi significativamente menor em relacio

aos outros dois grupos (p=0,018).

A associagdo entre elevada frequéncia de crises no inicio e pior progndstico sugere
que processos fisiopatolégicos comuns possam estar envolvidos tanto na severidade da
epilepsia como na refratariedade medicamentosa (28,147). Este modelo, no entanto
apresenta limitacdes. A primeira consiste no fato que ndo contempla as evolugdes
“atipicas” como nos casos remitentes-recorrentes que aqui apresentaram a menor
freqiiéncia de crises. Outra limitacao consiste no fato da falta de estudos genética molecular
que contemplem esta comparagao (147). Mesmo aqui, a comparagdo de grupos de resposta

medicamentosa excluiu os remitentes-recorrentes, devido ao seu pequeno nimero (anexol).

Estudamos outros fatores previamente relacionados ao progndstico em ELTM
descritos na literatura como idade ao inicio das crises, duracdo da epilepsia, presenca de
crises febris e fatores precipitantes. Encontramos diferencas significativas entre os grupos
somente em relacdo a idade de inicio das crises. O grupo farmacorresistente apresentou
menor idade em relacdo aos outros 2 grupos. Este parametro, no entanto, ndo representa
consenso entre os diferentes estudos (148). Nesta mesma populacdo, quando excluimos os
remitentes-recorrentes € aumentamos o nimero da amostra, a diferenca entre os dois grupos
remanescentes nao se manteve (anexo 1). Outro ponto de discussdo € a duragcdo da epilepsia

que aqui ndo demonstrou diferencas entre os grupos tampouco.
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Baseada nestas observacdes clinicas, sobretudo no que tange a elevada freqiiéncia
de crises iniciais e pior progndstico clinico foi proposta uma hipétese integrativa, onde
alguns processos neurobioldgicos comuns podem estar envolvidos em um mecanismo de
severidade adquirida continua, paralela a outras hipéteses previamente discutidas aqui
porém que, isoladamente nao contemplam todos os mecanismos envolvidos na resposta
medicamentosa, dentre elas a hipdtese de alvo e de transportador de mudltiplas drogas
(147). Apesar do processo fisiopatolégico envolvido ainda nio ser conhecido, esta hipotese

€ corroborada por vdrios estudos prospectivos de longo prazo (28,149).

Realizamos também anélise quantitativa de imagens através de volumetria manual e
VBM. Novamente nossos resultados corroboram com as observacdes prévias que os
mecanismos de resposta farmacoldgica estejam ligados a vérios fatores. Neste aspecto

exploramos agora a hipétese de rede.

As volumetrias manuais evidenciaram volumes hipocampais menores em pacientes
farmacorresistentes bilateralmente, porém de forma mais acentuada a esquerda, em relacdo
aos demais grupos e controles. A relacdo entre atrofia hipocampal e farmacorresisténcia
também ja € conhecida na literatura e nossos dados confirmam tal relacdo (126, 129). A
razdo pelo qual a AH se desenvolve de forma mais acentuada no grupo de pior resposta
farmacoldgica € ainda motivo de debates. Conforme descrito previamente, possiveis
mecanismos inflamatorios cronicos devem estar envolvidos neste contexto e de forma mais
intensa em refratdrios a terapia com DAES, independente do tempo de evolugdo da ELTM
desde a primeira crise. Dados provenientes da andlise por espectroscopia realizada por
Campos e colaboradores (2010) em hipocampos de respondedores e nao respondedores a

DAE em subgrupo de pacientes incluidos nesta tese demonstraram reducdo na relacdo N-
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acetil aspartato (NAA) / Creatina (Cr) de forma significativa no grupo farmacorresistente,
indicando acentuada disfun¢do neuronal/axonal deste grupo (referéncia). A causa deste
dano pode ser explicada por estresse oxidativo mitocondrial que, em tultima andlise pode se
secunddrio a uma intensa liberacdo de mediadores inflamatérios. Esta conclusdao, no
entanto, ainda € preliminar e estudos especificos devem ser realizados para confirmagao

desta hipdtese.

Embora as caracteristicas clinicas observadas apresentassem mais semelhancas entre
remitentes-recorrentes e respondedores, a andlise de VBM demonstrou atrofia difusa de SC
de forma mais semelhante entre refratdrios e remitentes-recorrentes. O grupo respondedor
mostrou atrofia de SC de forma menos intensa, revelada pela comparagdo entre os grupos.
Esta diferenca ndo havia sido previamente observada por outros autores (150). Possiveis
explicacdes consistem no fato de que, neste trabalho, utilizamos critério de classificacdao

mais restrito em relacdo a resposta farmacoldgica e incluimos os remitentes-recorrentes

como um grupo separado.

Apesar de termos observado diferencas entre os grupos, todos apresentaram reducdo
de SC em dreas extra-hipocampais € mesmo extra-temporais, corroborando com a hipdtese
de que a ELTM ndo é confinada somente ao hipocampo ou ao lobo temporal, como

previamente demonstrado (135, 151,152).

Areas como cerebelo, regidio occipital, frontal (principalmente orbitofrontal),
parietal, cingulo, tdlamo a dreas somatossensitivas apresentaram redu¢do nos trés grupos.
Estudos prévios utilizando VBM j4 atentaram para a reducao de SC nestas dreas, sobretudo

em ELTM esquerda (135,153). Embora, neste trabalho especificamente nao tenhamos
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realizado tal diferenciacdo entre ELTM direita e esquerda, uma vez que invertemos as
imagens dos pacientes com AH direita para a esquerda, o que poderia representar uma
limitacdo, obtivemos resultados semelhantes no grupo farmacorresistente. Da mesma
forma, os resultados provenientes da andlise dos outros dois grupos ndo devem ser
atribuidos a diferencgas na lateralizacdo da AH, uma vez que a razdo esquerda/direita desta

mostrou ser similar entre os grupos.

-

E importante ressaltar que para a andlise de VBM somente pacientes com atrofia
unilateral foram utilizados. A razdo para esta selecio encontra-se na melhor
homogeneizacdo entre os grupos além de ser uma tentativa de suplantar uma limita¢do do
método em detectar redu¢des mais sutis de volume de SC, ja descrito em pacientes com

ELTM sem atrofia (153).

Uma possivel explicacdo para as reducdes de SC observadas de forma difusa nos
trés grupos consiste em danos na rede neuronal, ja observados em estudos provenientes de
pacientes com ELTM refrataria (152). Os achados provenientes dos outros dois grupos, no
entanto, sao novos. Acreditamos que no grupo de pacientes farmacorresponsivos, o dano de
redes neuronais seja mais restrito, dado este corroborado por recente estudo de

espectroscopia por RM realizado pelo nosso grupo (referéncia).

Em relacdo ao acometimento de SC em remitentes-recorrentes € sua similaridade
com o grupo farmacorresistente, a explicagdo pode consistir em uma combinagdo de fatores

clinicos, ambientais e genéticos, como previamente discutido.

A deaferentacao de regides cerebrais conectadas com o hipocampo e o espraiamento

da atividade epileptiforme podem explicar a redu¢do de SC em dreas distantes do lobo
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temporal mesial, mesmo em pacientes farmacorresponsivos (152, 153). Estes dois
mecanismos parecem apresentar diferentes pesos de acordo com a resposta a DAES. Em
responsivos, a reducdo de SC foi observada de forma mais intensa ipsilateralmente ao foco
epileptogénico, sobretudo em regides limbica, neocortical e subcortical. Estruturas
subcorticais, cerebelares e neocorticais apresentaram reducdo bilateral nos grupos
remitente-recorrente e refratdrio. Estas observacdes podem corroborar para a hipétese de
que estes dois mecanismos interajam de forma proporcional em todos os grupos, ja que
algumas dreas extra-temporais e contra-laterais ndo apresentam conexdo direta com o
hipocampo, embora estejam envolvidas com o espraiamento da crise (por exemplo, tdlamo

contralateral, cingulo e cértex temporal contralaterais) (154).

As reducdes em regides cerebelares podem ser explicadas ndo somente por efeito
direto das DAES, mas também pela deaferantacdo de conexdes entre hipocampo e cerebelo

(155).

A andlise farmacogendmica realizada paralelamente ao estudo das varidveis clinicas
e de imagem mostrou associa¢Oes entre SNP com maior freqiiéncia de alelos C do gene
ABCC2 em farmacorresistentes. E interessante observar que a associacdo significante
ocorreu com polimorfismo sindnimo, ou seja, nao interfere na formag¢do do aminoacido nao
resultando, portanto em alteracio estrutural ou funcional da proteina. Por outro lado, em
responsivos o gendtipo TT foi significantemente mais frequente. Este gendtipo leva a
formacdo de cddon raro (AUU), o que altera o processo de translacdo levando a diminui¢do
na funcdo de transporte da proteina relacionada a bomba de efluxo de drogas (Pgp). A

conseqiiéncia € o aumento de concentragdo de DAES no tecido alvo.
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A expressio do ABCC2 em hipocampos provenientes de pacientes também foi

maior em comparacao aos tecidos provenientes de controles.

Em relagdo aos polimorfismos relacionados ao citocromo P450, este estudo
evidenciou SNP em trés regides intronicas do CYP2C9 de forma mais frequente em
farmacorresistentes. Outros polimorfismos intronicos nos genes CYP1A2 e CYPI1BI1
também foram identificados, sendo rs12904742G e rs2551188TT mais frequentes em
refratdrios a DAES. Apesar das regides intronicas aprensentarem grande variabilidade,
existem regides altamente conservadas como os sites 5’ e 3’ Splice. Alteragdes destas
regides podem ser responsdveis por alteracdes essenciais em funcdo e regulacdo do gene

(156).
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CONCLUSOES



Neste estudo caracterizamos trés diferentes tipos de resposta farmacolégica em seus
aspectos clinicos e de imagem por RM qualitativa e quantitativa, esta dltima por técnica de
volumetria manual e VBM. Interrelacionamos também estas varidveis.

Além destas, foi realizada andlise farmacogendmica dos grupos responsivo e
refratdrio a terapéutica com DAES e de espectroscopia por RM de subgrupo destes em
ambito de projetos especificos.

Todos estes dados foram utilizados para a andlise ampla de fatores relacionados a
resposta medicamentosa em ELTM.

Identificamos que a frequencia de crises ao inicio foi a varidvel clinica mais
relacionada a pior progndstico. Observamos também que o grupo farmacorresistente
apresenta maior AH evidenciada por volumetria manual, além de diminui¢do volumétrica
mais difusa em &reas distantes ao hipocampo conforme observado pelo VBM. Apesar de
ndo apresentar AH significante, o grupos remitente-recorrente também apresentou atrofia
de SC difusa, de forma semelhante aos refratarios.

A andlise farmacogendmica identificou presenca de alguns SNPs de forma mais
frequente em refratarios nos genes ABCC2 e em alguns genes relacionados aos complexo
citocromo P450. Um SNP do gene ABCC2 foi mais frequente em farmacorresponsivos e

relacionado como fator boa resposta farmacoldgica.
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ABSTRACT

Mesial temporal lobe epilepsy (MTLE) is associated with a significant proportion of
patients who do not respond to treatment with antiepileptic drugs (AEDs). One
hypothesis to explain individual differences in drug response is the presence of allelic
variations in candidate genes which could be responsible for degreased efficacy of
antiepileptic drugs. The purpose of this study was to investigate whether single
nucleotide polymorphisms (SNPs) on drug-transporter and drug-metabolism genes
could be associated with pharmacoresistance in a large group of patients with MTLE.
We genotyped 35 dbSNPs within 2 different drug-transporter genes (ABCB1, ABCC2)
and 95 dbSNPs within 9 drug-metabolism genes (CYPIAI, CYPIA2, CYPIBI,
CYP2C9, CYP2CI19, CYP2D6, CYP2EI, CYP3A4, CYP3A5). We ascertained 164 drug-
resistant and 78 drug-responsive patients, who were seizure free on AEDs. The
significance of allelic and genotypic association was assessed using logistic regression
(logistf function in R environment). P-values were corrected by Bonferroni. As a
genomic control we genotyped an additional 119 SNPs. Fst and AMOVA (Arlequin
v.3.11) were performed in order to analyze the genetic structure of both groups. In
addition, we quantified the expression of ABCC2 transcripts (using Real-Time PCR,
ABI7500, TagMan system™) in hippocampal tissue collected during epilepsy surgery
in 11 patients with refractory MTLE. We found a significant association for allele
rs3740066C (Ile13241le) in the ABCC?2 gene, which was more frequent in the
pharmacoresistant group (p=0.04). In addition, we found that expression of ABCC2 was
higher in patients with refractory MTLE when compared to autopsy controls (ANOVA,

p=0.0170). In addition, we found significant associations with 4 intronic SNPs in 3 drug
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metabolism genes: CYPIBI: rs2551188TT (p=0.02); CYP2C9: rs4086116CT (p=0.005)
and rs2153628AA (p=0.02), and CYPIA2: rs12904742GG (p=0.005). We calculated
that the overall contribution of the 4 associated genes to the phenotype of
pharmacoresistance was around 12%. In addition we found that hippocampal atrophy is
significantly more frequent in the AED-pharmacoresistant group and that its
contribution towards pharmacoresistance was about 9%. We found evidence that
multiple genetic factors are involved in determining pharmacoresistance in patients with

MTLE, thus confirming the polygenic and multifactorial nature of the trait.
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BACKGROUND

Epilepsy is one of the most common neurological diseases affecting about 50 million
people in the world (Duncan et al., 2006). Mesial temporal lobe epilepsy (MTLE) is the
more frequent form of partial epilepsy, and it is associated with a high proportion of
patients who do not respond to clinical treatment with antiepileptic drugs (AEDs)
(Sillanpaa & Schimidt, 2006). In addition, these patients often present a high frequency
of adverse effects and a large variation in the therapeutic doses AEDs used. Several
causative factors have been related to drug refractoriness, including genetic and
environmental influences. Among the genetic causes are polymorphisms in genes
encoding proteins involved in transport and metabolism of drugs. Allelic variations in
these genes may be responsible for acting and inefficient drug metabolism, leading to
refractoriness in drug treatment. There are evidences that single nucleotide
polymorphisms (SNPs) may be important in this process, because they may be
responsible for changes in amino acid sequence of the encoded protein, or affect gene
regulation, processing and translation of messenger RNA, thus altering the expression
and / or activity of proteins encoded by their genes (Wang and Sadée, 2006). It was
seen that drug efflux transporters of the adenosine triphosfate (ATP)-binding cassette
(ABC) family, such as the drug transporter P-glycoprotein (P-gp ou ABCB1) and
MRP2 (ABCC2) are overexpressed in refactory patients (Schmidt & Loscher, 2005).
These proteins are located in the apical (luminal) membrane of brain capillary
endothelial cells, constituents of the BBB (blood-brain barrier), and it is function to
export drugs back into the blood (Begley, 2004). And, studies using rat model, indicate

that AEDs, including phenytoin (PHT), carbamazepine (CBZ) and lamotrigine, are
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substrates for P-gp and/or MRPs in the BBB (Loscher & Potschka, 2005a,; Loscher &
Potschka, 2005b, Baltes, 2007, Robey et al.,2008; Schimidt & Loscher, 2009). In this
context, the overexpression of this proteins lead to a reduced local bioavailability of
AES at their target tissue, contribuiting to the pharmacoresistance in refractory patients
(Sisodiya, 2003). One of the genetic hypothesis is the association between the
synonymous SNP 3435C>T (rs1045642) in ABCBI gene and drug-resistant phenotype
(Soranzo et al., 2004; Zimprich 2004). The homozygous refractory patients for allele C
believed to be associated with higher expression and activity of P-gp (Cascorbi, 2006),
although recent studies explain that the polymorphism 3435C>T slows the translational
processing and protein folding without affecting P-gp expression levels (Kimchi-
Sarfaty et al., 2007; Hung et al., 2008). However, there are many controversial results
in literature that reported a lack of association between polymorphisms in ABCBI gene
and the response to AEDs (Kim et al., 2006a; Tan et al., 2004, Bournissen et al., 2009).
Besides P-gp (MDR1), the MRPs also could be related to pharmacoresistance in
patients with refractory epilepsy, because studies have showed an increase in expression
in epileptogenic brain tissue of refractory patients (Kwan and Brodie, 2005; Loscher
and Potschka, 2005b; Dallas et al., 2006, Lazarowski et al., 2007). The MRP family
(ABC family C) contains 13 members, of which 9 have capacity for drug transport,
including MRP2 (Dallas et al, 2006). Furthermore, results of association study with
polymorphisms in ABCC2 gene reported that the polymorphism -24C>T (rs717620) is
significantly associated with pharmacoresistance in epilepsy (Ufer et al., 2009). In this
context, Laechelt et al., (2010) show an association with ABCC2 haplotype (CAC) of

the SNPs -24C>T (rs717620), 1249G>A (rs2273697) and 3972C>T (rs3740060),
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respectively and significantly increased of protein expression compared with wild type
CGC, in healthy Caucasian volunteers.

Polymorphisms of CYP450 complex genes may also result in changes in the
metabolism of antiepileptic drugs, leading to treatment resistance or adverse effects
(Tanaka, 1999). Others studies showed that CYP2C9 variant allele carriers require
lower doses of phenytoin and have increased risk of intoxications (Van der Weide et
al., 2001; Ninomiya et al., 2000).

The MTLE is a recognized clinical syndrome of major importance for its high incidence
and to be refractory to medical treatment in a large proportion of patients. Although
there are several theories for the drug refractory in MTLE, and that genetic factors may
determine susceptibility to drug treatment, there are many conflicting results in the
literature on the relationship between drug refractory MTLE and genes responsible for
transport, metabolism and targets of AEDs. Accordingly, they have great importance in
biologic processes such as the permanency of drug in the brain, mechanism of action
and biotransformation of AEDs. Thus, any alterations in the genes coding for
proteins/enzymes involved in this process can have a direct relationship with the
individual response to drug treatment.

In this way, in the present study we have compared the frequency of 35 SNPs on drug-
transporter genes (ABCBI, ABCC2) and 95 SNPs in drug-metabolism genes (CYP450:
CYPIAI, CYPIA2, CYPIBI, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2EI, CYP3A4 and
CYP3AS5) between two groups of ELTM patients: drug-responsive and non-responsive
to AEDs. And, through association study was verified if SNPs in candidate genes could

be associated with pharmacoresistance in this group of patients.
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Patients analyzed in this study belonging to a brazilian population, which is a highly
admixed population, with Amerindian, European and African ancestral roots. The
interethnic admixture is a source of population structure that may lead to spurious
results in the association studies, and the use of ethnicity for to choose the patients is
insufficient to properly control for population stratification (Estrela at. al., 2008). To
avoid false-positives results, it is necessary to genotype unlinked genetic markers for to
know the structure of the both groups studied. Then, we genotyped 119 polymorphisms
in both populations (AED-responders and AED-pharmacoresistants) of ELTM patients
for to verify the occurrence of non-structuration in these population, to test the
hypothesis that the two artificial groups of MTLE patients represent a panmictic

population.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

All patients included in this study had the diagnosis of MTLE performed according to
the International Ligue Against Epilepsy diagnostic and electroencephalographic
criteria (ILAE 1989). The project was approved by local Institutional Ethics Committee
from the Faculty of Medical Sciences, University of Campinas, Brazil. The patients
were collected in the Epilepsy ambulatory from Clinical Hospital at UNICAMP. All
patients were submitted to an extensive investigation based on clinical history,
comprehensive neurological examination, interictal EEG and routine visual MRI
analysis protocol including T1 and T2 sequences in axial, coronal and sagittal planes.

The subjects were interviewed by one of the investigators, who subjected all of them to
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semi-structured questionnaire gathering information regarding age and frequency of
seizures at epilepsy onset, febrile seizures (FS), time of epilepsy, presence of initial
precipitating injuries (IPIs), and number of AED. All patients use antiepileptics drugs of
first generation, such as carbamazepine, phenytoin, valproic acid, among others).
Information about presence and average number of seizures per month was also
collected by means of a diary filled in by the patient or caregiver.

On the basis of these items the subjects were divided into two patterns of AED-
response: 96 AED-responders (47 women) corresponding to all subjects who became
seizure-free after the institution of appropriate AED (AED-responders), 164
pharmacoresistants (89 women) for all those who met the criteria of lack of seizure
control besides adequate therapy with at least two AED until maximum tolerated doses.
But through continuous monitoring of these patients, 18 patients who followed the
criteria of AED-responders patients during the study, they have a higher frequency of
seizures after blood collection, even with medication, and were excluded from the
analysis. Therefore, for the association study were used 164 AED-pharmacoresistants
and 78 AED-responders MTLE patients.

All subjects signed a written informed consent form approved by the ethics committee
of our institution in accordance with the principles stated in the 1964 Declaration of

Helsinki.

SNP selection

For association study
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The criteria used for SNP selection were the presence of the marker in the four
populations of the Phase Il HapMap (CEU, YRI, JPT, CHB) (International HapMap
Consortium, 2005); had a MAF (minor allele frequency) higher than 5% in HapMap
populations; were likely to be functional polymorphisms, preferentially located in
exonic regions; were located in different haplotype blocks according to HapMap. On
the contrary, if the interest SNP had not been genotyped in HapMap populations, it is
necessary to do a SNP validation in silico, thus we made BLASTN (Basic Local
Alignment Search Tool Against nucleotide sequences) with the sequence containing the
SNP against ESTs and genome in total (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) to
confirming the actual existence of both SNP alleles. The SNP is validated when in
BLAST results appear sequences containing both alleles, which from different tissues

and groups.

For Genomic Control

As the sampling of individuals genotyped, including both groups (AED-
responders/AED-pharmacoresistants) belonging to a admixture population (Brazilian
population), it is necessary to verify the population structure for both groups in order to
verify if the two groups selected for this study, form together, one structured
population, allowing comparison between groups, and decreasing the chances of finding
false positives in association studies. For this, it was done a genomic control in both
groups of this study. We performed genotyping of SNPs present in regions outside of
genes of interest, preferably on the same chromosome (Choudhry et al., 2006). For

these markers, an additional criterion used was the choice of SNPs with a minimum
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distance of 0.3 cM (300 kb), according to Myers S, et al., 2005. To assist in the
selection of SNPs was used SNPBrowser ™ software, version 4.0 (De La Vega et. al.,

2006), available at www.allsnps.com.

Genotyping

DNA was isolated from venous blood samples through phenolclorophorm method
(Sambrook, 1989). Part of SNPs (108) were genotyped using Applied Biosystem
SNPlex™ Technology and the others SNPs (22) were carried out using Real Time
Genotyping TagMan system™, ABI7500 (Applied Biosystems, Foster City, California,
United States). The SNPlex ™ Technology is based on the Oligonucleotide Ligation
Assay (OLA) combined with multiplex PCR (De La Vega, et al, 2005). This
technology allows multiplex genotyping for 48 SNPs simultaneously in a unique
sample. The allelic discrimination is performed through capillary electrophoresis
analysis using an ABI3730x/ DNA Analyser and the data analyzed in GeneMapper 4.0
Software. In Real Time Genotyping TagMan system™ is performed the genotyping one

SNP for sample.

ABCC2 mRNA quantification

For quantification of the expression of the ABCC2 transcript, brain tissue samples from
hippocampus were collected (n=11) from refractory patients who underwent epilepsy
surgery. As the control group, were collected 6 hippocampus tissues of healthy
individuals through autopsies. Each sample was frozen in liquid nitrogen immediately

after neurosurgical resection. Total mRNA was isolated from each specimen using
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TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The relative expression of ABCC2
gene was determined by quantitative real-time PCR (Applied Biosystems 7500 real-
time PCR system, Foster City, CA, USA) using TagMan assays (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). ABCC2 mRNA expression levels were normalized to 18S
rRNA expression and relative expression of ABCC2 gene was calculated by

comparative threshold cycle method (Livak and Schmittgen, 2001).

Statistical analysis

We analyzed sex, febrile seizures and hippocampal atrophy distribuition between
responders and non-responders patients using Fisher’s exact test. Onset age distribution
between the two groups was evaluated by Students’t-test. Both analyses were
performed in R environment (R Development Core Team, 2010).

Minor allele frequency (MAF; threshold = 0.05), Hardy-Weinberg equilibrium (p value
threshold = 0.05) and linkage disequilibrium (r*> 0.8) were checked using Haploview
sofware (Barret et al., 2005), as SNP quality control (QC). Genotype, allele and
genotype interaction association with non-responder phenotype were evaluated by
binary logistic regression model using function logistf (Heinze and Schemper, 2002) in
R environment (R Development Core Team, 2010). All the analyses were adjusted by
Bonferroni correction for multiple testing, according the number of SNPs of each gene
which pass QC parameters. In addition, a forward stepwise regression analysis was used
for estimating the best model fit between the phenotype and SNPs and the other

covariates.
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In order to evaluate possible differences in genetic variability between the two groups,
due to population stratification, we perform a genomic control study using analyze of
molecular variance (AMOVA) from ARLEQUIN software (Excoffier & Schneider,
2005). Since approximately 65 to 100 SNPs could be used stratification population
studies (Turakulov and Easteal, 2003).

For statistical analyzes of ABCC2 gene expression, was used the non-parametric test,
Mann-Whitney test, p-unilateral. The p value was considered significance at a of 5%.
Statistical analysis for quantification was carried out with BioEstat 3.0 program (Ayres

et al. 2003).

RESULTS

The population study consisted of 164 AED-pharmacoresistants and 78 AED-

responders ELTM patients, in total of 242 unrelated ELTM patients. The results of SNP

selection for genomic control are in Supplemental Data, Tablel. And the Figure 1

represents the SNP localization on each chromosome containing all target genes.
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Figure 1. Distribuition of 119 SNPs of genomic control in six chromosomes containing

all target genes.

The results of genomic control showed an average Fst of 0.00555 for all SNPs. The

AMOVA test showed that the genetic variability between the groups was 0.56% and

consequent variability within each study group is 99.44%, which indicates high

variability in each population, but little difference between them (data are shown in

Table 1). Thus, the evidence is that the populations studied in this work are not

admixture populations and can be compared in an association study.
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Table 1. Analysis of molecular variance (AMOVA).

Source of variation SDD CchVv Genetic variability (%)
Between populations 31,604 0,12028 0,56
Within populations 7583,94 21,5476 99,44
Total 7615,55 21,6679 100

SDD = sum of squared deviations ; CDV = components of variance.

The comparisons regarding duration of epilepsy, FS and time of epilepsy revealed no
difference among groups (Table 2). Mean age was significantly lower in
pharmacoresistants compared with AED-responders. The number of AEDs used was
lower in AED-responders. The AED-responders group showed the lowest initial
frequency of seizures and pharmacoresistants the highest. Among the AED-
pharmacoresistants the incidence of hippocampal atrophy was significantly higher

(Table 2).

Table 2. Data of ELTM patients for both groups analysed.

Hippocampal Sex Age +SD DE+SD FS AEO+SD AED IFS+SD

patients
Atrophy  (women) (y) (v) (N) (y) (n)  (events/mo)

10.57+

responders 52 (66.67%) 47(60.20%) 47.03+10.97 26.14+14.96 14 14.04+10.26 0.95+0.70 18.65

16.68+

resistants 149 (90.85%) 89(54.27%) 41.68+9.11 29.91+11.94 24 12.05+ 8.35 1.82+0.65 26.95

P 6,80E-06 0,4079 0.005 0.24 0,99 0,14 <0.005 0.02

SD: Standard deviation; DE: duration of epilepsy; AEO: Age at epilepsy onset; FS:

Febrile seizure; IFS: Initial frequency of seizures; y: years; N: number of patients; n:
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number of AEDs; mo: month. Age and IFS: ANOVA; AED: qui-square; DE: ANOVA;

Sex, FS, hippocampal atrophy: Fisher’s exact test; AEO: Students’t-test.

SNP average genotype call rate was 92% and average genotyping success rate of
sample patients was 93%. A total of 121 SNPs were genotyped, of this, 53 SNPs
(121:53), were not in de Hardy-Weinberg equilibrium and/or had a MAF less than 5%,
being ABCBI (9:5), ABCC2 (26:11), CYPIAI (8:3), CYPIA2 (6:4), CYPIBI (10:4),
CYP2C9 (17:7), CYP2C19 (16:9), CYP2D6 (2:1), CYP2E1 (12:2), CYP3A4 (8:3) and
CYP3A5 (7:4). Beyond 53 SNPs, 8 SNPs were excluded due to present r2>0.8,
indicating linkage disequilibrium (see Suplemental Data, Table 2). A total of 60 SNPs
were remained for further analysis. The data of allelic and genotypic frequencies for
each SNP included are in Suplemental Data, Table 3.

The linkage disequilibrium (LD) structure of this population for each loci studied is
shown in Figure 2. The LD matrix showed high pairwaise LD all SNPs used for

association studies are in linkage equilibrium (r2<0.8) (Figure 2).
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Figure 2. Examination of the pattern of haplotype blocks per gene in the population studied

2

- The number in square indicates the value of r” between SNPs. The colors of squares

2

follow the numbers, being the darkest with r* value higher than the more clear.
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The frequency of ABCBI 151245642 (3435C>T) genotypes and alleles did not
significantly differ between AED-responders and AED-pharmacoresistant, as well as
for the other SNPs genotyped in this gene (all data of logistic regression for genotype
are in Supplemental Data, Table 4, and logistic regression for alleles are in
Supplemental Data, Table 5).

For the ABCC?2 gene, the allele C (rs3740066) was more frequent in AED-
pharmacoresistant patients group [p=0.04;OR 3.22 (1.44:7.20)] and homozygous
carriers of the rs3740066-TT variant genotypic was significantly overrepresented
[p=0.04;0R 0.31 (0.14:0.69)] among the group of AED-responders patients. And the
ABCC2 mRNA level in surgical tissues of the hippocampus from AED-
pharmacoresistants patients (n=11) was significantly higher (p=0.0352) if compared

with autopsies control (n=6), as shown in Figure 3.

3,5
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W 11 drug refractory patients 6 controls individuals (autopsy)

Figure 3. Quantification of ABCC2 gene in hippocampus of pharmacoresistants patients,

from surgeries, and healthy controls from autopsy.
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Among CYPgenes, there were significantly associations with the genes: CYPIBI,
CYP2(C9, and CYPIA2 between both patients groups. For the gene CYPIBI, the variant
genotypic rs2551188-TT was overrepresented in AED-pharmacoresistant patients group
[p=0.023; OR 3.81 (1.34:10.82)]. On the other hand, the variant allele C of this same
SNP [p=0.023; OR 0.26 (0.09:0.75)] was more frequent in AED-responders. The
CYPIBI1/CYP2C9- rs2551188CC/rs1934963TT haplotype [p=0.03; OR0.32
(0.17:0.59)] was also significantly overrepresented among AED-responders patients,
and the CYPIB1/CYP2C9 - rs2551188CT/rs4086116CT haplotype [p=0.04; OR22.86
(1.26:416.07)] was more frequent among pharmacoresistants patients. The significant
results for SNP and interaction associations are showed in Tables 3 and 4 respectivaly.

The results of all interactions were shown in Supplemental Data, Table 6.
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Table 3. Significatives results of regression logistic for genotipic and allelic

associations.
AED- AED-
Genotypes/ responders pharmacoresistant Pvalue Effect estimation
Gene SNP fr B se(B) 1 High
B et};.l:}ncy frequency (%) nominal corrected OR s 5‘;:" - ;: I
T 5,13 15,24 1,3379 0,5325 0,003831 3,81 1,34 10,82
CYP1B1 52551188
[« 3,29 4,65 -1,3379 05325 0,00383 0,26 0,09 0,75
Ccc 84,62 67,07 -1,2098 0,4050 0,000990 0,30 0,13 0,66
rs4086116 cT 7,69 23,17 1,3532 0,4507 0,000673 3,87 1,60 9,36
T 493 7,06 1,2098 0,4050 0,00099 3,35 1,52 7,42
CYpP2C9 AA 50,00 68,90 0,8473 0,2833 0,002589 2,33 1,34 4,07
rs2153628
G 32,05 21,01 -0,8473  0,2833 0,00259 0,43 0,25 0,75
T 73,08 51,22 -0,9352 0,2982 0,001171 0,39 0,22 0,70
rs1934963
C 46,84 15,62 0,9352 0,2982 0,00117 2,55 1,42 4,57
T 19,23 7,32 -1,1696 0,4102 0,003669 0,31 0,14 0,69
ABCC2  rs3740066
C 12,33 2,23 1,1696 0,4102 0,00367 3,22 1,44 7,20
AG 23,08 9,15 -1,0816 0,3814 0,004119 0,34 0,16 0,72
CYP1A2 1512904742 GG 65,38 84,15 09701 0,3214 0,002450 2,64 1,40 4,95
G 41,91 25,65 1,0816 0,3814 0,00412 2,95 1,40 6,23

B3: regression coeficient; se(B): standard error of regression coeficient ;OR:odds ratio.

The painted cells represent the significative results (Peorrected<0.05).

Table 4. Significative results for SNP interactions.

Pvalue Effect estimation
Genes SNP interaction R se(R -
® nominal corrected OR low95% IC HIETCQS%
CYP1B1:CYP2C9  rs2551188CC: rs1934963TT -1,1471 0,3164 0,00024 0,32 0,17 0,59
CYP1B1:CYP2C9 rs2551188CT : rs4086116CT 3,1293 1,4804 0,00029 22,86 1,26 416,07
CYP2C9:CYP1A2 rs2153628AA:rs12904742GG 1,4618 0,4924 0,00033 4,31 1,64 11,32

B3: regression coeficient; se(B): standard error of regression coeficient ;OR:odds ratio. .

The painted cells represent the significative results (Peorrected <0.05).
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The genotypic variants CYP2C9 —rs2153628AA [p=0.023; OR2.33 (1.34:4.07)] and
rs4086116CT [p=0.006; OR3.87 (1.60:9.36)], CYPIA2 —rs12904742GG [p=0.005;
OR2.64 (1.40:4.95)], and allelic variants CYP2C9 —rs4086116T [p=0.009; OR3.35
(1.52:7.42)], CYPIA2 —1s12904742G [p=0.008; OR2.95 (1.40:6.23)], CYP2C9 —
r$1934963C [p=0.01; OR2.55 (1.42:4.57)] were also overrepresented in AED-
pharmacoresistants patients (Table 3), as the CYP2C9/CYP1A2

1s2153628 AA/rs12904742GG haplotype [p=0.04; OR4.31 (1.64:11.32)] (Table 4).
However, the genotypic variants CYP2C9 —rs4086116CC [p=0.009; OR0.30
(0.13:0.66)] and rs1934963TT [p=0.01; OR0.39 (0.22:0.70)], CYPIA2 —
rs12904742AG [p=0.008; OR0.34 (0.16:0.72)], and allelic variant CYP2C9 —
rs2153628G [p=0.02; ORO0.43 (0.25:0.75)], were overrepresented in AED-responders
ELTM patients group (Table 3).

The estimate of the best model fit between the phenotype, SNPs and the others
covariates were seem that only the atrophy in ELTM patients contribute with 9% for
pharmacoresistance in these patients. Others factors such as febrile seizures and age at
epilepsy onset showed no association with pharmacoresistance in ELTM patients. The
genetic contribution to pharmacoresistance was attributed to CYP2C9 - rs2153628AA
in 5%, 4% to CYPIBI - rs2551188TT, CYPIA2 - rs12904742GG in 1%. Allelic
variants how rs4086116T(CYP2C9) and rs3740066(ABCC?2) contribuite with 1% each
to pharmacoresistance phenotype. So, the atrophy associated with genes AA/TT/GG
(CYP2CY9/CYPIBI1/CYPIA2/ABCC2) contributed with 21% for pharmacoresistance in

ELTM patients. This data were ilustred in Figure 4.
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Figure 4. Contribution of the genetic and environmental factors studied to

pharmacoresistance in ELTM patients.

DISCUSSION

According to Siddiqui et al., 2003, MDR1 (ABCB]) is a potencial mechanism of
resistance to anticonvulsivant drugs, because MDR1 operates as a multidrug efflux
pump, transporting drugs and xenobiotics across biologic membranes, such blood-
brain-barrier, as the MRPs proteins, as MRP2 (ABCC2). In addition, ABC transporters
have many substrates in common. Carbamazepine and phenytoin are suggested acting
as substrates de PgP e MRP2, and valproic acid is suggested as a substrate of the MRP2
(Potschka et al., 2003a,b).

The function of MDR1 can be influenced by polymorphisms and a common SNP of
ABCBI is the synonymous SNP rs1045642, 3435C>T of exon 26. It is suggested that
individuals with the TT genotype have a lower expression of ABCBI in relation to the
homozygous CC and heterozygous CT (Sills et al., 2005), thus having a protective

effect. In our study group, as well as other works (Tan et al., 2004; Sills et al., 2005;
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Kim et al., 2006a; Kim et al., 2006b; Shahwan et al., 2006; Kim et al, 2009), it was not
found association of the polymorphism 3435C> T and difficulty in treatment with
AEDs. In our group the frequency of TT genotype is lower in the group of AED-
responders as the group of AED-pharmacoresistants, with no statistically significant
difference between the ELTM patients groups. For the other SNPs analyzed in ABCBI
gene in this study (rs1128503, rs2235048, rs2229109) also did not differ between the
two groups (Table 3). The lack of effect of the ABCBI has been reported in relation to
the response to other P-glycoprotein substrate drugs, such as indinavir (Solas et al.,
2007) and digoxin (Chowbay et al., 2005). Although the role of PgP has been most
extensively studied in patients with refractory epilepsy, others ABC transporters, such
as MRP2 (ABCC2) may have a role in modulating the brain penetration of AEDs.

The most studied polymorphisms of the ABCC2 gene are -24T (rs717620) and 1249G>
A (rs2273697). Some studies suggest an association of the polymorphism -24T
(rs717620) in vitro, with decreased activity of protein MRP2 (Haenisch et al., 2007). In
contrast, this same variant T was associated with a higher antiepileptic risk of failure in
ABCC?2 -24T allele carriers due to the compensatory effect of upregulation of ABCBI in
this patients, leading to a difficult to respond to antiepileptic therapy (Ufer et al., 2009).
For the SNP 1249G> A (rs2273697), there was no significant difference between drug
responders and non responders patients (Kim et al., 2009). In present study, no
significant difference between groups of AED-responders and AED-pharmacoresistants
for both SNP-24T (rs717620) and 1249G> A (rs2273697) was observed. However, we
report a significant association with synonymous polymorphism rs3740066 (ABCC?2),

which the TT genotype is significantly more frequent in AED-responsive patients and
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the C allele is significantly more frequent in AED-pharmacoresistants patients (Table
3). Hence, it was observed an increased expression in hippocampus of AED-
pharmacoresistantes MTLE patients compared to control tissue from autopsies (Figure
2). Overexpression may be the consequence of seizures itself (Sisodiya and Tom,
2003), exposure to certain anticonvulsivants such as carbamazepine (Giessmann et al.,
2004) or genetic factors (Soranzo et al., 2005). Synonymous SNPs not change
aminoacid and consequently not resulting in structural and functional changes of the
protein, but for the C3435T SNP (ABCBI), it is reported that the change of the base and
the consequent formation of a rare codon, affects the timing of cotranslational folding
and insertion of PGP into the membrane, decreasing its performance (Kimchi-Sarfaty et
al., 2007). Based on this work, a hypothesis that may explain the association with
rs3740066 synonymous SNP is the AED-pharmacoresistants patients with a higher

frequency of C allele have the most frequent codon AUC (22.8) (http://www.kazusa.or

Jp / codon / cgi-bin/codonbycds.cgi) which not altering the process of translation and

consequent protein function, while patients AED-responders, the presence of the more
frequent allele T would lead to the formation of rare codon AUU (14.2), which would
result in alteration of the translation process, reducing the transport of Pgp and thus
higher concentration of the drug in target tissue, than in AED-pharmacoresistants
patients, decreasing the risks of drug-resistance in patients rs3740066TT.Elimination of
drugs, including AEDs is through the metabolism hepatic and/or renal excretion, and
the oxidatives reactions are catalysed by various cytochrome P450 enzymes. Within the
most important CYP450 polymorphic enzymes are CYP2C9, involved in phenytoin and

valproic acid elimination, CYP2C19 also involved in phenytoin and phenobarbital
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metabolism and CYP3A4 that are responsible for carbamazepine elimitation. Some
polymorphisms are associated with individual response of antiepileptic therapy, such as
the polymorphism CYP2C9*3 (rs4986893) which carriers of one *3 allele (14.5%) or of
two *3 alleles (0.4%) needed a 13% and 30% lower dosage, respectively. Overall, the
polymorphisms could explain only 6.5% of the total variation (Tate et al., 2005). But
for the polymorphisms of the CYP2C there are still many controversial results, as the
association of heterozygous CYP2C8*4 and CYP2C9*3 variant allele only after
excluding patients with febrile convulsions that were rarely treated with CYP2C
substrates (Ufer et al., 2009). In our study, we found the genotypes of three intronic
polymorphisms of CYP2C9 gene more frequent in AED-phamacoresistants patients:
rs4086116T, rs2153628AA and rs1934963C (Table 3). And, others intronic
polymorphisms in CYPIA2 and CYPIB]I genes, which are rs12904742G and
rs2551188TT, significantly more frequent in AED-pharmacoresistants ELTM patients
(Table 3). These SNPs could be in linkage disequilibrium with the functional variant or
still, they could be located in specific regions within introns. Introns are regions with
high genetic variability within genes, but with regions highly conserved such as 5 and
3 splice sites, a polypyrimidine tract and branch site (Lomelin e al., 2009), or still,
coding for microRNAs. Alterations in these regions could be essential for gene function
and regulation. With this, many genome-wide association studies (GWA) have now
found associations between intronic variants and diseases, such as diabetes and cancer
(Scott et al., 2007).

The analysis of interaction between the SNPs showed that haplotypes are also

associated with pharmacoresistance in MTLE patients, as it was occurred with the
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interactions between genotypes of SNPs rs2551188CT:rs4086116CT,

rs2153628 AA:rs12904742GG, more frequent in groups of AED-pharmacoresistant
(Table 4). The association genotype/phenotype showed that the contribution of genetic
factors studied in this work is responsabile for 12% for the phenotype of
pharmacoresistance in ELTM patients. Apart from genetic factors, environmental
factors such as hippocampal atrophy, more frequent in the group of pharmacoresistants
patients (p=0.0000068, Table 2), contribute with 9% to the phenotype of refractory
epilepsy (Figure 3).

Although the patients studied in this work are from the Brazilian population, the results
obtained from the genomic control showed no genetic variability between the two
groups, thus forming a single structured population, allowing compare them and
decreasing the chances of finding false-positives due to sample stratification.

In this paper, the intention was to investigate some aspects of genetics and
environmental factors that could be related with the pharmacoresistance in ELTM
patients. And it can be affirm that the difficulty in response to treatment with AED is
multifactorial, involving genetic and environmental factors, and even polygenic,
complex character. However, the genetic variation involving genotypes of drug-
metabolizing, such as CYP enzymes, and drug-transporters, such as MDR1 (ABCBI)

and MRP2 (ABCC?2) has still limited clinical impact on the treatment of epilepsy.
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

g www. fem. unicamp bt pesquisa/etica index html

CEP. 11/05/06.
(Grupo III)

PARECER PROJETO: N° 061/2006 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0040.0.146.000-06

I-IDENTIFICACAOQ:

PROJETO: “ANALISES DE FATORES RELACIONADOS A RESISTENCIA AO
TRATAMENTO COM DROGAS ANTI-EPILETICAS EM EPILEPSIAS PARCIAIS”
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Elizabeth Bilevicius

INSTITUICAQ: Ambulatério de Epilepsia do Hospital de Clinicas/UNICAMP
APRESENTACAO AO CEP: 10/02/2005

APRESENTAR RELATORIO EM: 28/03/07 (O formulirio encontra-se no site acima)

I - OBJETIVOS

Realizar uma analise satisfatoria multifatorial dos aspectos relacionados a resisténcia ao
tratamento clinico em pacientes com epilepsias parciais. Serfio realizados estudos de
neuroimagem por RMN, avaliar caracteristicas clinicas e eletrofisiologicas e estudos de
polimorfismos genéticos tanto em pacientes com boa resposta ao tratamento bem como naqueles
considerados refratarios ao tratamento.

iil - SUMARIO

Serfio recrutados pacientes com epilepsia parcial com o intuito de uma melhor
compreensio dos mecanismos relacionados a farmacoresisténcia, permitindo novas estratégias
farmacéuticas para os mesmos. Serdo incluidos pacientes adultos com diagnostico clinico e
eletroencefalografico de epilepsia parcial A adequagdo da metodologia bem como das condigdes
estdo coerentes com o projeto proposto.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto esta bem redigido. Os riscos a que o paciente sera submetido sio decorrentes
da pun¢io venosa. Os beneficios ndo terdo um efeito imediato, contude os resultados poderdo
contribuir para outros individuos. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi
reapresentado, estando de acordo com o modelo do CEP/FCM.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e

cepafem.unicamp. by
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a Comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item TV .2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item I11.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3)).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ac CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na ITI Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 28 de margo de 2006.

Ml

Profa. Dra/ Caflr{e;kilyia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

UNICAMP

d¢ Camargo, 120
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CEP. 27/03/07.
(PARECER PROJETO: N° (61/2006)

PARECER

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ANALISES DE FATORES RELACIONADOS A RESISTENCIA AO
TRATAMENTO COM DROGAS ANTLEPILETICAS EM  EPILEPSIAS
PARCIAIS”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Elizabeth Bilevicius

11 - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
aprovou o Relatorio Parcial, apresentado em janeiro fevereiro de 2007, do protocolo de
pesquisa supracitado.

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

Recomendacio: quando da publicacio enviar copia ao CEP/FCM.

Homologado na Il Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 27 de margo de 2007.

N/
Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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%l% Universidade Estadual de Campinas

Departamentos de Neurologia e Genética Médica
UNICAMP

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pagina 1 de 5

Titulo do projeto: Analise de fatores relacionados a resisténcia ao tratamento com drogas
anti epilépticas em epilepsias parciais

Investigadores principais: Dra. Elizabeth Bilevicius, Dr. Fernando Cendes e Dra. Iscia Lopes
Cendes

JUSTIFICATIVA:

As epilepsias parciais, ou seja, aquelas crises (ou “ataques”) que comegam em uma
area especifica do cérebro, também conhecida como “foco”, sdo as mais freqiientes dentro
das epilepsias e também as mais resistentes ao tratamento com medicagéo. Por isso, este tipo
de epilepsia esta relacionado a uma série de complicagdes como ferimentos, queimaduras,
perda de emprego, depressio, etc, uma vez que as crises nio estio completamente
controladas. Os fatores relacionados a resisténcia, no entanto, sio pouco compreendidos,
principalmente na populagiio composta por adultos jovens.

Individualmente, varios estudos relacionam este controle ruim com remédios a uma
série de fatores que incluem alteragdes estruturais, ou seja, vistas através de Tomografia e/ou
Ressondncia Magnética e diversas alteragdes genéticas sendo estas Giltimas pesquisadas por
um novo ramo da medicina denominada “farmacogendmica”. Estudos, no entanto, que
analisem estes componentes juntos sdo poucos e, mesmo os existentes levam em conta
poucos componentes. Desta forma, um estudo mais amplo é necessario levando em conta a
unido de componentes estruturais, clinicos e genéticos, uma vez que a resposta para alcangar
o controle de crises deve estar na andlise destes fatores juntos.

Este estudo sera importante para a melhor compreensio dos mecanismos relacionados
a baixa resposta medicamentosa em relagdo ao controle de crises, permitindo novas
estratégias de tratamento para as epilepsias parciais.

OBIETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa envolvendo
pacientes com epilepsia parcial com bom controle e com controle insatisfatorio de crises. O
objetivo geral do estudo € investigar fatores genéticos, ambientais e de imagem
possivelmente envolvidos na falha do controle de crises em pacientes usando medicacio
antiepiléptica, ou seja, para evitar crises. A identificagiio desses fatores pode eventualmente
contribuir para um melhor tratamento da epilepsia. O sigilo sera mantido em toda a pesquisa
através da utilizagdo de um numero de codigo para a identificagio dos individuos
participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores
participantes farfio perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiares. Eu serei
submetido a um exame fisico neurologico para estabelecer meu estado clinico. Além disso,
poderei ser submetido a um eletroencefalograma (EEG) e talvez uma tomografia

Faculdade de Ciéncias Médicas - Cidade Universitaria “Zeferino Vaz” - Distrito de Bar&o Geraldo -
Campinas - SP - Brasil - CEP 13081-970 - C. P. 6111 - Fone (019) 788-8907 - FAX: (019) 788-8909
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UNICAMP

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pagina 2 de 5

Titulo do projeto: Analise de fatores relacionados a resisténcia ao tratamento com drogas
anti epilépticas em epilepsias parciais

Investigadores principais: Dra. Elizabeth Bilevicius, Dr. Fernando Cendes e Dra. Iscia Lopes
Cendes

computadorizada ou uma ressonancia magnética de cranio. Uma amostra de sangue venoso
sera colhida (20 a 30 ml, o equivalente a duas colheres de sopa). Hospitalizagdo ndo sera
necessaria. Os procedimentos mencionados acima, com excegio da coleta da amostra de
sangue, fazem parte dos cuidados médicos de rotina para um paciente com epilepsia. Os
procedimentos mencionados acima serdo realizados dentro dos primeiros 6 meses apos o meu
consentimento em participar no estudo, porém a pesquisa laboratorial utilizando as amostras
de sangue poderdo ser feitas durante um periodo méaximo de 10 anos ap6s a coleta, sendo que
eu poderei concordar ou ndo com o armazenamento do meu sangue por este periodo.Caso
ndo concorde, apds este estudo, todo o material serd destruido. As células que por ventura
forem isoladas do meu sangue serfio preservadas para utilizacdo durante todo o estudo e
depois que ele se completar serdo destruidas.

Se 0 material for armazenado pelo periodo maximo de 10 anos, este podera ser utilizado em
outras pesquisas, porém sempre com a necessidade de aprovacgio prévia do Comité de
Etica em Pesquisa deste centro.

RISCO E DESCONFORTO:

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

VANTAGENS:

Eu entendo que nio obterei nenhuma vantagem direta com a minha participagio nesse
estudo e que 0 meu diagndstico e 0 meu tratamento provavelmente nio serdo modificados.
Contudo, os resultados desse estudo podem, em longo prazo, oferecer vantagens para os
individuos com epilepsia e suas familias, possibilitando um tratamento mais adequado.

SIGILO:

O sigilo serd mantido em toda a pesquisa através da utilizagdo de um numero de
codigo, que substituira o nome, para a identificagfio dos individuos participantes. Toda
informag@o médica serd parte do meu prontudrio médico que é submetido aos regulamentos
do HC- UNICAMRP referentes ao sigilo da informagfio médica. Os resultados dos testes

Faculdade de Ciéncias Médicas - Cidade Universitaria “Zeferino Vaz” - Distrito de Bario Geraldo -
Campinas - SP - Brasil - CEP 13081-970 - C. P. 6111 - Fone (019) 788-8907 - FAX: (019) 788-8909
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Titulo do projeto: Andlise de fatores relacionados 2 resisténcia ao tratamento com drogas
anti epilépticas em epilepsias parciais

Investigadores principais: Dra. Elizabeth Bilevicius, Dr. Fernando Cendes e Dra. Iscia Lopes
Cendes

gencticos ndo serdio incluidos no prontudrio, estardo acessiveis apenas aos pesquisadores e
ndo serdo disponibilizados a terceiros.

Todos os dados que forem obtidos para esse estudo, tanto o resultado dos testes genéticos
como as informagdes médicas a meu respeito ¢ de minha familia, poderdo ser compartilhadas
com outros pesquisadores que trabalham com epilepsia. Portanto essas informagdes poderdo
ser utilizadas eventualmente para outras pesquisas sobre a doenga, sempre com a
necessidade da aprovacio do Comité de Etica. Se os resultados ou informagdes fornecidas
forem utilizados para fins de publicagdo cientifica, nenhum nome sera utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informagdes adicionais relativas ao estudo a qualquer
momento. Os Drs.Elizabeth Bilevicius (tel.: 19-3233-9619). Fernando Cendes (tel.: 19-3788-
7372) ¢ Iscia Lopes Cendes (tel.: 19-3788-8908) estardo disponiveis para responder minhas
questdes e preocupagdes. Em caso de recurso, davidas ou reclamagdes contactar a secretaria
do Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas(FCM)-UNICAMP, tel.
(19) 3788-8936 ou fax (19) 3788-7187.

Se eu desejar obter orientagdo e aconselhamento genético, posso solicitar atendimento
no ambulatorio de neurogenética do Hospital de Clinicas (HC) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), tel. (19) 3788-8908 que oferece um atendimento multidisciplinar
sob orientagdo e supervisdo de geneticista clinico.

Quanto aos resultados desta pesquisa, se os pesquisadores descobrirem algum dado
novo nas pesquisas genéticas que possa favorecer de algum modo meu tratamento ou
acompanhamento médico, gostaria de
{ ) ser comunicado do resultado
(' )NAO ser comunicado do resultado

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participagéo ¢ voluntaria e que eu posso me recusar a
participar ou retirar meu consentimento e interromper a minha participagio no estudo a
qualquer momento (incluindo a retirada da amostra de sangue) sem comprometer os cuidados
medicos que recebo atualmente ou receberei no futuro no HC- UNICAMP. Eu reconhego
também que os Drs. Elizabeth Bilevicius, Fernando Cendes e Iscia Lopes Cendes podem
interromper a minha participag@o nesse estudo a qualquer momento que julgar apropriado.

Faculdade de Ciéncias Médicas - Cidade Universitaria “Zeferino Vaz” - Distrito de Bar&o Geraldo -
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Titulo do projeto: Anilise de fatores relacionados a resisténcia ao tratamento com drogas
anti epilépticas em epilepsias parciais

Investigadores principais: Dra. Elizabeth Bilevicius, Dr. Fernando Cendes e Dra. Iscia Lopes
Cendes

Eu confirmo que o(a) Dr(a). me
explicou o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido ¢ os riscos,
desconforto e possiveis vantagens vindas desse projeto de pesquisa. Eu li e compreendi esse
formulério de consentimento e estou de pleno acordo em participar desse estudo.

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsavel data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a
0 objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos € vantagens que
poderdo advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a
fornecer uma copia desse formulario de consentimento ao participante ou responsavel,

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data

Faculdade de Ciéncias Médicas - Cidade Universitaria “Zeferino Vaz” - Distrito de Bar&o Geraldo -
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Cendes

Eu, concordo em ter a amostra
de meu sangue coletada na presente data, armazenada por um periodo maximo de 10
anos, conforme ja explicado pelo(a) Dr(a).
Para fim unico de pesquisa, sendo que, para cada vez que for ser utilizado o material,
este devers ser aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCM- UNICAMP.
Qualquer resultado proveniente da amostra do meu sangue sera mantido em absoluto
sigilo, conforme ja descrito anteriormente.

Entendo também que poderei retirar este consentimento a qualquer momento sem

prejuizo em relag@o aos cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no futuro
no HC — UNICAMP.

Assinatura do participante ou responsavel data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha data

Faculdade de Ciéncias Médicas - Cidade Universitaria “Zeferino Vaz” - Distrito de Bar&o Geraldo -
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)
UNICAMP Universidade Estadual de Campinas
Departamento de Neurologia
NOME:
IDADE: anos SEXO: M F
CIDADE: TELEFONE: (__)
PESO: kg ALTURA: m
IDADE DE INiCIO DAS CRISES: anos

OCORRENCIA DE CRISES FEBRIS NA INFANCIA: sim nio

FREQUENCIA DA CRISE ATUAL:
FREQUENCIA DE CRISES INICIAIS:

PADRAO EVOLUTIVO DE CRISES:

EXAME NEUROLOGICO:

EEG: RM:

INSULTO PRECIPITANTE INICIAL:

MEDICACAO EM USO (DAEs):
DOSE DIARIA: POSOLOGIA:
OUTRAS MEDICACOES:

DOSE DIARIA:
ADERENCIA:

MEDICACAO PREVIA (DAEs):

HISTORIA FAMILIAR :

Faculdade de Ciéncias Médicas - Cidade Universitaria “Zeferino Vaz” - Distrito de Barao Geraldo -
Campinas - SP - Brasil - CEP 13081-970 - C. P. 6111 - Tel: 55 (19) 3521-7990 Fax (19) 3521-3114
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