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LISTA DE ABREVIATURAS

Cho Colina

Cre Creatina

DAE Droga Anti-epilética

DP Desvio-padrao

ELT Epilepsia do lobo temporal

NAA N-Acetil Aspartato

RNM Ressonancia Nuclear Magnética

T Tesla

TE Tempo de echo: duracdo entre o pulso e a recepcdo do sinal de

ressonancia magnética

TR Tempo de repeticao: duragao do intervalo entre os trens de impulso

em alta frequéncia

H-RNM Espectroscopia por hidrogénio



RESUMO



RESUMO

Objetivos: Comparar as medidas relativas de N-Acetil Aspartato (NAA) em pacientes com
epilepsia do lobo temporal (ELT) entre aqueles com resposta adequada a primeira droga
anti-epiléptica (DAE) com aqueles que ndo responderam a primeira DAE, requerendo
outra monoterapia ou politerapia.

Métodos: Nds estudamos 27 individuos no grupo-controle, 25 pacientes com ELT com
resposta a primeira DAE (grupo-resposta) e 21 que ndo responderam a primeira DAE
(grupo-faléncia) e que eram regularmente acompanhadas no nosso servico de epilepsia.
Todos foram submetidos a estudo por imagem e espectroscopia pela RNM e a razdo
NAA/Creatina foi calculada.

Resultados: A razdo NAA/Creatina foi testada por analise de variancia (ANOVA) entre os
grupos, mostrando uma significativa reducdo tanto no hipocampo ipsilateral quanto no
contralateral relacionado ao EEG (p<0,001 e p=0,021 respectivamente). A analise post hoc
ndo mostrou diferenca significativa entre o grupo-resposta e o grupo-controle, mas com
diferenca entre o grupo-faléncia e os outros grupos. A analise individual mostrou uma
reducdo maior que dois desvios-padrdao abaixo da média dos controles em nove dos 21

(42,8%) pacientes no grupo-faléncia, mas em nenhum dos pacientes no grupo-resposta.

Discussdo: Nosso trabalho mostrou uma reducdo significativa na razdo NAA/Cre no grupo
com faléncia a primeira DAE, mas ndo no grupo com que apresentou resposta a primeira

DAE comparado aos individuos do grupo controle. Estes resultados indicam que pacientes
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com ELT com resposta a primeira DAE tém menos evidéncia de dano ou disfuncdo

neuronal/axonal comparado a aqueles refratarios a primeira DAE.

Palavras-chave: 1H-RNM, epilepsia do lobo temporal, drogas anti-epilépticas
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ABSTRACT



ABSTRACT

Purpose: To compare relative N-acetylaspartate (NAA) measurements in temporal lobe
epilepsy (TLE) patients with good response to the first trial of AED (an important
prognostic factor) to TLE patients who failed the first AED trial and required further AED

trials with monotherapy or polytherapy.

Methods: We studied 27 individuals in control-group, 25 TLE patients who responded to
the first AED (response-group) and 21 who did not (failure-group) that were regularly seen
at our Epilepsy Service. They were submitted to both MRI and proton spectroscopy, and
NAA/Creatine ratio calculated.

Results: ANOVA of NAA/Cre demonstrated significant reduction in both ipsilateral and
contralateral hippocampus related to EEG focus (p<0.001 and p=0.021), and post hoc
analysis of ipsilateral and contralateral hippocampus did not reach statistic significance
between response-group and control-group, but we found difference between failure-
group and the others groups. Individual analysis showed NAA/Cre ratios lower than 2 SD
below the mean of controls in nine of 21 (42.8%) patients in the first AED failure group (six
with unilateral and three with bilateral NAA/Cre reduction) but in none of patients who

responded to first AED.

Discussion: Our study demonstrated a significant NAA/Cre reduction in first AED failure

group but not in first AED response group compared to health subjects, a finding also
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observed in refractory and mild TLE patients with HA. These results indicates that patients
with TLE who respond well to first AED have significantly less evidence of neuronal and

axonal damage/dysfunction compared to those who are refractory to first AED.

Keywords: 'H-MRS, Temporal Lobe Epilepsy, Seizures, Antiepileptic drugs.
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INTRODUCAO



INTRODUCAO

A epilepsia e o acidente vascular cerebral sdo as duas desordens neuroldgicas mais
comuns: para um dado momento, sete em cada 1000 pessoas na populacdo geral terdo
epilepsia em atividade (1), atingindo de 1 a 3 % da populacdo no total dos casos (2-7). E
um sério problema de saude que acomete individuos de todas as idades, racas e classes
socioeconomicas (8), comprometendo o paciente em seus varios aspectos: social, cultural,

psicologico e econdmico.

Embora seja uma entidade muito estudada, estima-se que até 85% dos pacientes
com epilepsia nos paises em desenvolvimento ndo recebam nenhum tratamento (9-11).
Mesmo nos lugares em que se dispoe de tratamento prontamente, consideravel parte dos

pacientes ndo atinge melhora expressiva com tratamento clinico.

A probabilidade de um individuo com epilepsia estar em remissao por 5 anos aos
20 anos de diagnostico (ou seja, remissao terminal) é de 75% em alguns trabalhos (12). Do
total de pacientes com diagndstico de epilepsia, um terco entra em remissdo
“espontaneamente” (sem tratamento), 20 a 30% entram em remissdo com tratamento
(monoterapia ou terapias associadas) e até 40% continuardo a ter convulsGes a despeito
dos tratamentos clinicos (13, 14). Dentro das varias sindromes epilépticas, a epilepsia do
lobo temporal (ELT) destaca-se por conter a maior parte dos casos refratarios ao

tratamento clinico (15-17).
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Pouco se sabe ainda sobre a histéria natural da ELT, j3 que a maioria das
informacdes deriva-se de séries cirurgicas (18). Pelo préprio desenho destes estudos sdo
pacientes com epilepsia refratdria e que sé encontraram melhora com o tratamento

cirdrgico (19).

Das séries de pacientes cirurgicos, alguns estudos podem nos oferecer algumas
informacBes para entender melhor a histdria natural da ELT (20-24). Aproximadamente
um tergo dos pacientes com ELT refratario tem histdria de convulsdes febris, dois tergos
tem atrofia hipocampal observada a RNM (um marcador pré-cirirgico de esclerose

hipocampal).

A idade média dos pacientes com ELT refrataria nestas séries é de 30 anos e o
tempo de duracdo da epilepsia até a cirurgia gira em torno de 20 anos. Este atraso na
realizagao da cirurgia é usado como justificativa por alguns autores para indicar a cirurgia
mais cedo e assim prevenir conseqiéncias sociais dos anos de refratariedade clinica (19).

Entretanto esta decisdo ndo é tao facil assim.

A maioria dos pacientes com ELT (cerca de dois tergos) tem inicio das crises na
infancia e inicio da adolescéncia, ainda hoje estes correspondem a uma pequena parcela
dos casos encaminhados para cirurgia (25). Em uma série de 198 criangas com epilepsia
refratdria submetidas a cirurgia, apenas 31 (16%) foram indicadas para ressec¢do de lobo
temporal (destes, metade possuia esclerose hipocampal) (25). Outra série com 79 criancgas

submetidas exclusivamente a resseccao temporal colaborou com a freqUéncia de
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esclerose hipocampal observada acima, encontrando esta alteracdo em 46% dos pacientes

(26).

Uma possivel razdo para a demora na indicagdo cirurgica nos pacientes com ELT
refrataria com inicio na infancia pode dever-se a um curso inicialmente controlado das
crises, e depois de alguns anos advém o periodo de crises refratarias a medicacao (27).
Esta argumentacdo é corroborada por alguns estudos que mostram que até 25% dos
pacientes com ELT submetidos a cirurgia tiveram periodos de remissdo de alguns anos até

voltarem a apresentar refratariedade as droga anti-epiléticas (28).

Nosso entendimento sobre o processo inicial da epilepsia até chegar nos pacientes
refratarios com epilepsia mesial temporal é pequeno. Em um estudo onde se procurou
determinar a extensdo e severidade das alteracGes de sinal na regido mesial temporal e
subcortical de pacientes com epilepsia parcial, observou-se que mesmo pacientes com
epilepsia neocortical com foco epileptogénico distante da regido mesial temporal
apresentavam alteragdes no sinal ponderado em T2 a RNM no hipocampo. Sugere o autor
gue o hipocampo é uma regido que recebe e é afetada pela atividade de areas cerebrais e

gue ndo estaria necessariamente associada a ele (29).

A literatura sobre a epilepsia do lobo temporal, em especial nos trabalhos com
pacientes candidatos ou submetidos a cirurgia, deixa muitas lacunas no nosso
entendimento sobre como a atrofia hipocampal se desenvolve. Nao esta claro se a atrofia

de hipocampo representa uma desordem Unica ou simplesmente o resultado final de
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varios mecanismos ou rotas diferentes, todos estes levando a uma rota final com

pacientes refratarios com atrofia do hipocampo (18).

Apesar do crescente numero de publicagbes cientificas, algumas questGes
abrangendo o tratamento das epilepsias permanecem sem resposta ou sdo controversas
(8), existindo muitas duvidas sobre a melhor abordagem daqueles que falham na primeira
monoterapia. Qual a proporg¢do de pacientes que respondera melhor a outra monoterapia
ou a combinagdo de drogas ndo se sabe ao certo, assim como se existem diferengas nas

eficacias destas duas abordagens (15).

Ao estudar os indicadores progndsticos de controle das convulsdes, a resposta a
primeira droga anti-epiléptica foi o maior preditor de remissdo em alguns estudos (16,
17). Em um estudo realizado em Glasgow, dos pacientes que ndo obtiveram resposta com
a primeira droga anti-epiléptica, apenas 32% ficaram livres das crises subseqlientemente.
Quando a resposta medicamentosa foi investigada, observou-se que 47% dos pacientes
respondem com a primeira droga, 13% com a segunda droga e apenas 4% com a terceira
droga ou combinacdo de duas drogas (16). Dos pacientes que entram em remissdao com a
primeira droga, mais de 90% destes conseguem com doses moderadas (800mg ou menos
de carbamazepina, 1500mg ou menos de valproato de sdédio e 300mg ou menos de

lamotrigina) (30).

Baseado na grande dificuldade de se atingir remissao em parte importante dos

pacientes, tem-se estudado cada vez mais o metabolismo cerebral implicado no
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desencadeamento das crises epilépticas. Nesta busca, a ressonancia magnética com

espectroscopia pode detectar mudancgas de metabdlitos relevantes na epilepsia (31).

Com os avangos da neuroquimica moderna estd ficando cada vez mais nitido que
uma predisposicdo a crises crénicas ou uma diminuicdo no limiar de descarga cerebral
pode ser demarcada por alguns marcadores bioquimicos (32). Existe uma tendéncia para
aumento da liberacdo da glutamato com ou sem prejuizo gabaérgico, e reducdo nas

concentracoes de N-Acetil Aspartato (NAA).

Diversos metabdlitos cerebrais vém sendo estudados nos ultimos anos. Trabalhos
utilizando pacientes com epilepsia generalizada idiopatica mostram de forma significativa
elevacdes da glutamina/glutamato e redugdes do N-Acetil Aspartato (NAA) no talamo
destes pacientes (33). De forma semelhante, notamos eleva¢Ges do glutamato/glutamina
e reducdo do NAA nas regides epileptogénicas das epilepsias focais (32). Mesmo em
epilepsias do lobo frontal, medidas do NAA, compostos contendo colina e
creatina/fosfocreatina mostram-se Uteis para lateralizar e localizar focos epileptogénicos
(32, 34-39).

Diversos estudos com RNM tém buscado lateralizar o foco epileptogénico na
esclerose mesial temporal(24, 40-48). Utilizando a espectroscopia, estes pacientes
apresentam redugdo do NAA ipsilateral ao foco epileptogénico, conseguindo lateralizar de
forma acurada o foco convulsivo em 60 a 96% dos pacientes (31, 35, 38, 49, 50), trazendo

beneficios tanto para seu diagndstico quanto para programacdo cirurgica.
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Embora a reducdo do NAA seja um achado tipico dos focos epileptogénicos (51),
podemos encontrar alteracbes em areas distintas. Assim, esta alteracdo nas
concentracdes do NAA indica que a desordem pode ser bem mais ampla do que o
imaginado (52-57). Esta redugdo pode ser observada bilateralmente no tdlamo e putamen
de pacientes com ELT.

Varias explicagbes sdo apontadas para justificar a redugao de NAA nos focos
epileptogénicos, onde a mais freqgiiente seria a associagdo com a morte neuronal.
Entretanto, diversos estudos tém apontado que esta reducdo poderia correlacionar-se
também a uma alteracdo no funcionamento mitocondrial mesmo sem perda neuronal (58-
61). Existem estudos que colaboram com estes resultados ao mostrar decréscimo nas
concentracOes de NAA em pacientes com ELT sem alteracbes a RM (62) além de estudos
gue observaram recuperacdao dos niveis de NAA ao conseguir melhor controle sobre as

crises epilépticas (53, 63).
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OBIJETIVOS



OBJETIVOS

Utilizar a RM com espectroscopia de prétons para estudar os marcadores
bioquimicos (NAA, Creatina e Colina) nos pacientes com epilepsia do lobo temporal que
ndo responderam a primeira monoterapia, considerando ser este grupo o principal
segmento de refratariedade futura e por ainda encontrar-se pouco elucidado. Comparar
este grupo com grupo com resposta a monoterapia inicial e estabelecer se ha diferenca
significativa entre eles.

Com esta proposta, poderemos compreender melhor o comportamento
bioguimico nestes pacientes com maior risco de refratariedade medicamentosa,

desenvolvendo técnicas que poderao fundamentar estudos de intervencao clinica futura.
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MATERIAL E METODOS

Identificagdao dos grupos de estudo

Os pacientes com epilepsia do lobo temporal foram recrutados no Ambulatério de
Epilepsia do Hospital das Clinicas da UNICAMP apds aprovacgdo pelo comité de ética.
Foram definidos trés grupos de estudo: 1- grupo controle; 2- pacientes que obtiveram
resposta clinica com a primeira monoterapia; 3-pacientes com epilepsia do lobo temporal

gue ndo obtiveram resposta clinica adequada com a primeira monoterapia.

Resposta clinica adequada foi considerada como controle total ou quase total
(pacientes que persistem com crises esporadicas, com freqliéncia menor que trés crises

por ano) das crises epilépticas.

Critérios de inclusao

1. Pacientes com epilepsia lobo temporal submetidos a uma completa avaliagdo

multidisciplinar para localizar o provavel foco epileptogénico.

2. Auséncia de lesGes estruturais (exceto atrofia medial temporal) em exames de RM de

alta resolugao.

3. Habilidade de fornecer consentimento para o estudo.

4. Disposicdo para submeter-se a mais de um exame de RM.
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Critérios de exclusdo

1. Contra-indicacbes para o exame de RM, como: préteses metdlicas, marca-passo

cardiaco, clipes metalicos intra-cranianos, claustrofobia severa.

2. Co-existéncia de outra doenga afetando o SNC.

3. Gravidez.

Aquisi¢ao das imagens estruturais

As imagens estruturais foram obtidas em um sistema de RNM Elscint Prestige
(Prestige, Haifa, Israel) de 2 Tesla com aquisi¢des nos planos coronal, sagital e axial além
de uma aquisicdo 3D (volumétrica) com cortes finos que permite reconstrucdo das

imagens em qualquer plano ou inclinagao.

Parametros de imagem estrutural:

1 — Imagens sagitais T1 ponderadas “spin-echo” (espessura de 6mm , angulo de excitagdo

de 180°, TR=430, TE=12 matriz de 200 x 350, FOV= 25 x 25 cm);

2 — Imagens do plano coronal obliquo obtidas em um plano perpendicular ao longo do

eixo da formacdo hipocampal, definido nas imagens sagitais;

2.a — T2 ponderadas “fast spin echo” (espessura de 4 mm, angulo de excitacdo de 120°,

TR=5800; TE =129; matriz de 252 x 320; FOV=18x18 cm);

2.b — T1 ponderadas inversion recovery (espessura de 3mm, angulo de excitacdo de 200°;

TR IR=2800; TE= 14 TI=840 matriz 130 x 256; FOV =16x18 cm );
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3 — Imagens no plano axial: duplo spin echo (T2 ponderadas e densidade de prétons): T2
ponderadas (espessura de 6mm, dngulo de excitacdo 180° TR=1800, TE= 90, matriz 165 x
256; FOV=20x24 cm) ; densidade de prétons (espesssura de 6mm ,angulo de excitacdo de
180° , TR=1800, TE=16, matriz 165 x 256; FOV=20 x 24 cm ou “fast spin echo” T2
ponderadas (espessura de 4mm; angulo de excita¢do de 120°, TR =6800; TE=129; matriz

de 252 x 328; FOV=21x 23 cm);

Ill

4 — Aquisicao 3D obtida no plano sagital “gradiente echo” T1 ponderadas (espessura 1,5
mm, angulo de excitacdo de 35° TR=22; TE=9, matriz 256 x 220, FOV= 23 x 25 cm; pixel=

1x1).

Espectroscopia por protons

'H-RNM foi adquirida utilizando uma sequéncia tipo PRESS (“Point Resolved
Spectroscopy”) com um NEX=200, TR (tempo de repeticdo)=1500ms, TE (tempo de
eco)=135ms, banda de 1000Hz e uma freqiéncia de transmissdo de 81,27MHz. Nés
utilizamos uma regido de interesse (ROI) de 2X2X2cm posicionada na por¢do medial dos

lobos temporais incluindo parte do corpo do hipocampo (Figura 1).

Os dados obtidos no aparelho de RNM precisaram ser lidos e convertidos a
linguagem Java e assim analisados pelo software Java Magnetic Resonance User Interface

(Jmrui) na versao 3.0.
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O metabdlitos NAA, Creatina (Cre) e Colina (Cho) foram quantificados e a razdo

NAA/Cre foi calculada.

ESTATISTICA

Para o desenho do estudo, nos baseamos em dados preliminares obtidos em
projeto piloto. Calculamos a quantidade em cada um dos trés grupos a fim de atingirmos
um Test Power de 80% com intervalo de confianca de 95%, chegando a 20 individuos por
grupo (n=60). A distribuicdo normal dos resultados foi avaliada através do teste de

Kolmogorov-Smirnov.

Os valores dos metabdlitos foram testados pela andlise de varidncia (ANOVA)

seguidos de analise post hoc de Tukey quando aplicavel.

Na analise individual, consideramos que uma redug¢ao maior que dois desvios

padrdo (DP) nas concentragGes de NAA seria considerado anormal.
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RESULTADOS

Nds estudamos 27 individuos no grupo-controle (14 homens, idade média +13,86,
idades entre 19 a 68 anos); 25 pacientes no grupo-resposta a primeira DAE (11 homens,
idade média de 37,16 + 13,43 anos, idades entre 17 e 62 anos) e 21 no grupo-faléncia a
primeira DAE (11 homens, idade média 35.09 + 9.28 anos, idades entre 17 e 52 anos). Do

total de individuos, 14 foram excluidos por ma qualidade das espectroscopias (figura 2).

Utilizando analise por Qui-quadrado para sexo e ANOVA para idade nado

encontramos diferenca estatistica entre os grupos (p=0,389 e p=0,758 respectivamente).

Idade de inicio e duracdo da epilepsia também n3do se mostraram estatisticamente
diferentes entre os dois grupos com ELT apds analise com Teste t de Student (p=0,17 e

p=0,33 respectivamente).

A idade média de inicio da epilepsia foi de 18,32 + 12,18 anos no grupo-resposta e
13,38 £ 9,5 anos no grupo-faléncia a primeira DAE. Os aspectos clinicos estdo sumarizados

na tabela 1.

Para utilizar andlise de variancia entre as medidas dos metabdlitos feita pela
espectroscopia, utilizamos o teste de Kolmogorov-Smirnov para confirmar se os dados sao
distribuidos conforme distribuicdo normal. Apds confirmarmos que estes dados possuem

distribuicdo normal, realizamos a ANOVA da razdo NAA/Cre entre os grupos.
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A ANOVA da razdo NAA/Cre demonstrou significativa diferenca entre os grupos ao
comparar o hipocampo ipsilateral e contralateral ao foco identificado pelo
eletroencefalograma (p<0,001 e p=0,021 respectivamente)(figuras 3, 4 e 5). A analise post
hoc de Tukey mostrou ndo haver diferenca estatistica entre o grupo-controle e o grupo-
resposta como mostra a tabela 2, mas esta diferenca mostrou-se significativa entre o

grupo-controle e o grupo-faléncia e entre o grupo-resposta e o grupo-faléncia.

Ao fazer andlise comparativa entre os hipocampos baseando-se apenas no lado
(direito ou esquerdo) sem levar em consideracdo o foco epileptogénico ao EEG, podemos
observar uma alteracdo significativa na razdo NAA/Cre através da ANOVA, com p<0,001
no lado direito e p=0,002 no lado esquerdo (tabela 2). Através da andlise post hoc de
Tukey podemos observar evento semelhante a avaliacdo feita baseada no foco
epileptogénico, ha uma alteragao significativa entre os grupos exceto pela comparagao

grupo-controle X grupo-resposta a primeira DAE.

Na analise individual a razdo NAA/Cre mostrou-se menor que dois DP em nove dos
21 pacientes (42,8%) no grupo-faléncia a primeira DAE (seis com reduc¢do unilateral e trés
com reducdo bilateral) enquanto esta diminui¢do nao foi encontrada no grupo-resposta a

primeira DAE.

A atrofia de hipocampo na avaliagdo pela RNM foi encontrada em 17 (68%) dos
pacientes no grupo-resposta a primeira DAE e em 18 (85,7%) no grupo-faléncia a primeira

DAE, ndo havendo diferenca significativa estatisticamente entre eles (p=0,348).
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SUMMARY

Purpose: To compare relative N-acetylaspartate (NAA) measurements in temporal lobe
epilepsy (TLE) patients with good response to the first trial of AED (an important
prognostic factor) to TLE patients who failed the first AED monotherapy and required

further AED trials with monotherapy or polytherapy (failure-group).

Methods: We studied 25 consecutive TLE patients who responded to first AED
(responders) and 21 who did not (failure-group), as well as 27 controls. Patients were seen
regularly in our Epilepsy Service and underwent EEG investigation, high resolution MRI
and single-voxel proton MR spectroscopy. Voxels were tailored to the medial temporal
region on each side and involved body of hippocampus.

Results: ANOVA demonstrated significant difference of NAA/Creatine (NAA/Cre) values in
both hippocampi, ipsilateral and contralateral to the EEG focus (p<0.001 and p=0.021)
among groups. Pairwise post hoc comparisons showed reduced NAA/Cre in the ipsilateral
hippocampus of failure-group in comparison to controls (p<0.001) and in both hippocampi
in comparison with responders (p<0.05). However, the reduction of NAA/Cre in the
ipsilateral hippocampus of the responders compared to control-group did not reach
statistical significance (p=0.059). Individual analyses showed NAA/Cre ratios lower than 2
standard deviations below the mean of controls in nine of 21 (42.8%) patients in the
failure-group (six with unilateral and three with bilateral reduction) but in none of the

responders.
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Discussion: These results indicate that patients with TLE who respond well to the first AED
have significantly less evidence of neuronal and axonal damage/dysfunction compared to

those who are refractory to the first AED trial.

INTRODUCTION

Epilepsy is one of the most common neurologic disorders with a variable lifetime
prevalence estimated at 2.5 to 10/1000 people (3-7), affecting all socioeconomic classes,
ages and gender (8). Although epilepsy is a well-known disorder in resource-poor
countries, up to 38% receive inadequate treatment (Noronha et al.,, 2007). Another
challenge in recently diagnosed epilepsy is that some may remit “spontaneously” (without
treatment), 20 to 30% achieve seizure control using anti-epileptic drug (AED) treatment
(one or more AEDs) and up to 30% will continue to present seizures regardless of clinical
treatment (13). Initial failure with the first AED is an important predictor of
pharmacoresistant epilepsy and it is more frequent in temporal lobe epilepsy (TLE) (15-

17).

Proton MR spectroscopy (*H-MRS) has been used to access metabolite and
structural abnormalities in seizure focus and the reduction of N-acetylaspartate (NAA) is a
typical finding in this area (51, 64), besides, metabolite changes can also be identified
outside of the seizure focus in patients with TLE, reflecting a widespread disorder (36, 52-

57). The reduction of the ratio NAA/Creatine (NAA/Cre), indicating a neuronal injury/loss,
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is usually recognized in bilateral thalami and putamen of these patients (65-68). This
reduction is generally related to mitochondrial disturbances with or without neuronal cell
loss (58-61) and may explain the reasons why NAA is reduced in some TLE patients even
without hippocampal volumetric reduction (69). 'H-MRS in TLE patients without
hippocampal atrophy (HA) has shown a reduction in NAA concentrations in areas with
increased interictal epileptiform discharges, suggesting impairment in neuronal
metabolism (70). In animal models, the NAA reduction is present early in latent period

without neuronal cell loss (71).

It is still uncertain why some TLE patients become refractory to AED treatment.
NAA is significantly lower in refractory TLE patients compared to mild TLE patients when
both have HA (72) and also lower in TLE patients with HA compared to those without HA

(62).

The purpose of this study was to compare relative NAA measurements in TLE
patients with good response to the first trial of AED (an important prognostic factor) to
TLE patients who failed the first AED trial and required further AED trials with

monotherapy or polytherapy.

METODOLOGY

Subjects

We studied 27 controls (13 women, mean age 34.7 + 13.86 years), and 46

consecutive patients (24 women, mean age 36.21 + 11.64 years), with TLE regularly seen
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at our Epilepsy Service without structural lesions on MRI, except for signs of hippocampal
sclerosis (HS), including hippocampal atrophy (HA). Written informed consent had been
given to all subjects. Fourteen patients could not be evaluated due to poor quality of
spectra. We included patients with clinical and electroencephalography (EEG) features of
TLE (73), older than 12 years of age with or without MRI signs of HS. The diagnoses of
unilateral HA and other MRI signs of HS were confirmed by one of investigators with

expertise on MRI and epilepsy.

Three groups were assigned to study: 1- Controls; 2- Patients with TLE who had
responded to the first anti-epileptic drug (AED) trial (responders); 3- Patients with TLE who
fail to respond the first AED trial and required other AEDs either in monotherapy or
polytherapy (failure-group). We considered treatment failure a seizure frequency equal or

above 3 seizures per year.

MRI acquisition

We used a 2 Tesla Elscint Prestige scanner (Elscint, Haifa, Israel) for both MRI and
proton spectroscopy. For structural MRI investigation, we acquired a sagittal T1 (spin echo
= 6 mm thick, flip angle = 180°, repetition time (TR) = 430, echo time (TE) = 12, matrix 200
x 350, field of view (FOV) = 25 x 25 c¢cm) and after T1 and T2-weighted coronal images
perpendicular to long axis of hippocampus (T1-weighted inversion recovery (IR) = 3 mm
thick, flip angle = 200 °, TR = 2800-3000, TE = 14, inversion time (TI) = 840, matrix 130 x
256, FOV = 16 x 18 cm; T2-weighted with ‘fast-spin echo’ (FSE) = 3 mm thick, flip angle

= 120° TR = 4800, TE = 129, matrix 252 x 320, FOV = 18 x 18 cm). Axial T1-weighted
37



gradient echo (3 mm thick, flip angle = 70°%, TR = 200, TE = 5, matrix 180 x 232, FOV = 22 x
22 cm) and FLAIR (4 mm thick, flip angle = 120°, TR = 6800, TE = 129, matrix 252 x 328,
FOV = 21 x 23 cm) images were acquired parallel to the long axis of the hippocampus. A
T1l-weighted 3D gradient echo was acquired in the sagittal plane for multiplanar
reconstruction (1 mm thick, flip angle= 35°, TR = 22, TE = 9, matrix 256 x 220, FOV = 23 x

25 cm).

Proton MR spectroscopy

'H-MRS were acquired using a PRESS (point-resolved spectroscopy) sequence with
a NEX=200, TR=1500ms,TE=135ms, bandwidth of 1000Hz and a transmitter frequency of
81.27MHz with a ROl of 2x2x2cm placed in the medial portion of both hippocampus. ROIs
included also a portion of grey and white matter from the parahipocampal gyrus. Data
were converted to java language and analyzed by software Java Magnetic Resonance User
Interface (JMRUI version 3.0). N-acetylaspartate (NAA), Creatine (Cre) and Cholin (Cho)

were quantified and NAA/Cre ratio calculated.

Statistics

We used SYSTAT for windows v.11.0 for statistical analyses. The number in each
group was calculated to a test power of 80% with a level test of 0.05 and normal
distribution was verified by Kolmogorov-Smirnov test. Metabolite values were tested with

analysis of variance (ANOVA) followed by post hoc Tukey’s HSD for pairwise comparisons
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with Bonferroni correction. Reduction of at least 2 SDs from the mean of controls was

considered abnormal for individual analyses.

RESULTS

We studied 27 individuals in control-group (14 men, mean age + SD, 34.7 + 13.7
years, age range 19 to 67); 25 patients in the responders group (11 men, mean age 37.16 +
13.43 years, age range 17 to 62) and 21 in the failure-group (11 men, mean age 35.09 +
9.28 years, age range 17 to 52). Both gender and age did not differ among the three

groups (p=0.389 and p=0.758).

Age at epilepsy onset and duration of epilepsy were not different among groups
(p=0.17 and p=0.33 respectively), with mean age at onset in the responders group of 18.3
(£ 12.2) and 13.4 (£ 9.5) in the failure-group. Clinical aspects of these groups are

summarized in table 1.

ANOVA of NAA/Cre demonstrated significant reduction in both hipppocampi
ipsilateral and contralateral to the EEG focus (p<0.001 and p=0.021) (figure 1 and 2).
Pairwise post hoc comparisons showed reduced NAA/Cre in the ipsilateral hippocampus of
failure-group in comparison to controls (p<0.001) and in both hippocampi in comparison
with responders (p<0.05). However, the reduction of NAA/Cre in the ipsilateral
hippocampus of the responders compared to control-group did not reach statistical

significance (p=0.059) (Table 2).
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Individual analysis showed NAA/Cre ratios lower than 2 SD below the mean of
controls in nine of 21 (42.8%) patients in the first AED failure group (six with unilateral and
three with bilateral NAA/Cre reduction) but in none of patients who responded to first
AED. HA was found in 17 (68%) patients in the responders group and in 18 (85.7%)

patients of the failure-group without a significance difference between then (p=0.348).

DISCUSSION

Our study demonstrated a significant reduction of NAA/Cre ratios in TLE failure-
group but not in those who responded to the first AED compared to health subjects.
Similar findings were also observed in refractory and mild TLE patients with HA
(Briellmann et al., 2007) and without hippocampal atrophy (Connelly et al., 1998). These
results indicate that NAA reduction found in patients with failure to first AED can be
associated to a worst outcome and cannot be explained only by HA.

NAA decrease ipsilateral to HA in refractory TLE patients were demonstrated in
several studies (74-76) and even in patients without HA one can find NAA reduction

(Connelly, et al. 1998, Woermann, et al. 1999).

Our results show a NAA/Cre ratio reduction in contralateral hippocampus of the
failure-group that can be explained by more extensive epileptogenic damage in refractory
TLE patients (77-79). This reduction is markedly found in HA region, but a moderate

abnormality was demonstrated even in MRI negative patients (Connely, et al. 1998,
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Dolken, et al. 2008). This NAA decrease in MRI negative patients supports the evidence of
metabolic disturbances prior or independent to structural damage, a finding that is
corroborated by the evidence that seizure control can recover NAA decrease in some

individuals (Cendes, et al. 1997, Vermathen, et al. 2003).

These results indicates that patients with TLE who respond well to first AED have
significantly less evidence of neuronal and axonal damage/dysfunction compared to those
who are refractory to first AED. Whether this difference is related to ongoing seizures or

to more extensive epileptogenic damage remains uncertain.
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First AED
response First AED failure
n 25 21
Age (yr) 37.16(+13.4) 35.09(%9.28)
Gender
Male 11(44%) 11(52.38%)
Female 14(56%) 10(47.62%)
EEG side of TLE
Right 7(28%) 9(42.9%)
Left 15(60%) 9(42,9%)
Bilateral 3(12%) 3(14.2%)
HA 17(68%) 18(85.7%)
Age at onset (yr) 18.32(+12.18) 13.38(+9.58)

Table 1: Clinical aspects from First AED response and first AED failure groups.
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Ipsilateral to EEG Contralateral to EEG
NAA/Cre ratio
MediatSD p MediatSD P

Control group 1.214+0.21 1.214+0.21
0.059 0.933

First AED response 1.0840.15 1.1540.18

Control group 1.21+0.21 1.2140.21
<0.001 0.063

First AED failure 0.84+0.26 0.99+0.23

First AED response 1.08+0.15 1.15+0.18
0.012 0.027

First AED failure 0.84+0.26 0.99+0.23

Table 2: Post Hoc analysis and media of NAA/Cre ratio reduction and statistical

significance between groups.
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Figure 1: NAA/Cre ratio ipisilateral to EEG focus. *Post hoc analysis show statistical difference between First
AED failure group and the others (p<0.001 and p=0.012 for Control and First AED response group

respectively).
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Figure 2: NAA/Cre ratio contralateral to EEG focus. *Post hoc analysis did not show statistical difference

between First AED failure group and Control group (p=0.063).
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DISCUSSAO



DISCUSSAO

Nosso estudo demonstrou uma redugdo significativa na razdo NAA/Cre no grupo-
faléncia a primeira DAE, mas ndo no grupo-resposta a primeira DAE quando comparados
ao grupo-controle. Este achado também foi observado em pacientes com ELT refrataria
associada a atrofia hipocampal (72) e mesmo em pacientes sem atrofia a RM (69).

A observacdo de uma maior reducdo do NAA em pacientes com faléncia a primeira
monoterapia pode estar associada a um pior prognodstico e ndo somente explicado pela
atrofia de hipocampo.

O decremento ipsilateral a atrofia de hipocampo em pacientes com ELT refrataria
foi demonstrada em diversos estudos (51, 74-76) e mesmo em pacientes sem atrofia 3 RM
podemos encontrar uma reducdo moderada do NAA (69, 75).

Nossos resultados mostram uma redugdo na razdo NAA/Cre no hipocampo
contralateral, alteracdo que pode ser explicada por uma presenca mais expressiva de
atrofia hipocampal bilateral em pacientes refratdrios (77-79). Esta reducdo é mais
marcante na regido atrofica, entretanto uma anormalidade moderada foi demonstrada
mesmo em pacientes sem alteracdo visual a RM (62).

A redugdo do NAA encontrado na "H-RNM em pacientes sem atrofia hipocampal da
suporte as evidéncias que indicam um disturbio metabdlico antecedendo ou mesmo

independente do dano estrutural. Este achado é colaborado pelas evidéncias de que o
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controle das crises epilépticas pode recompor a queda do NAA em alguns individuos (53,

63).

Estes resultados indicam que pacientes que respondem bem a primeira DAE tem
significantemente menos evidéncia de dano ou disfuncdo neuronal comparado aos
pacientes com resposta adequada a primeira DAE. Se esta diferenca estd relacionada a

ocorréncia de crises epilépticas ou a um dano epileptogénico permanece incerto.
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CONCLUSOES



CONCLUSOES

Nossos resultados indicam que pacientes com epilepsia do lobo temporal que
apresentam bom controle das crises epilépticas com a primeira droga anti-epiléptica
possuem alteracdes menos marcantes das concentracdes de NAA no hipocampo

comparados aos pacientes com faléncia a primeira DAE.
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TABELAS E GRAFICOS

Grupo-resposta Grupo-faléncia a
a primeira DAE primeira DAE
n 25 21
Idade (anos) 37,16(+13,4) 35,09(+9,28)
Sexo
Masculino 11(44%) 11(52,38%)
Feminino 14(56%) 10(47,62%)
Lado ELT ao EEG
Direito 7(28%) 9(42,85%)
Esquerdo 15(60%) 9(42,85%)
Bilateral 3(12%) 3(14,28%)
Atrofia de Hipocampo 17(68%) 18(85,7%)
Idade de inicio (anos) 18.32(+12,18) 13.38(+9,58)
Duragdo (anos) 18.84(+9,21) 21.71(+10,26)

Tabela 1: Aspectos clinicos do grupo-resposta e grupo-faléncia a primeira DAE.

Ipsilateral ao EEG Contralateral ao EEG
Razdo NAA/Cre
MediatDP p MediatDP P
Grupo controle 1.21+0.21 1.21+0.21
0.059 0.933
Resposta a primeira DAE 1.0840.15 1.1540.18
Grupo controle 1.214+0.21 1.2140.21
<0.001 0.063
Faléncia a primeira DAE 0.84+0.26 0.99+0.23
Resposta a primeira DAE 1.08+0.15 1.15+0.18
0.012 0.027
Faléncia a primeira DAE 0.84+0.26 0.99+0.23

Tabela 2: Analise Post Hoc e média da razdo NAA/Cre e significancia estatistica entre os

grupos.
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Figura 1. llustracdo da regido de interesse (ROI) em cada lobo temporal. Cada ROI inclui

parte do hipocampo e substancia branca adjacente.
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87 INDIVIDUOS

14 EXCLUIDOS POR
MA QUALIDADE DAS
ESPECTROSCOPIAS

27 25 21
GRUPO RESPOSTA A FALHA A
CONTROLE PRIMEIRA PRIMEIRA
MONOTERAPIA MONOTERAPIA

Figura 2: Distribuicdo dos pacientes conforme os grupos de estudo.
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Figura 3: Razdo NAA/Cre ipsilateral ao foco no EEG
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Figura 4: Razdo NAA/Cre contralateral ao foco no EEG
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Figura 5: 'H-MR da regido do hipocampo no grupo-controle, grupo-resposta e grupo-

faléncia a primeira DAE.
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