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“Ninguém ¢ igual a ninguém. Todo ser humano é um estranho impar”
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A esclerose hipocampal (EH) ¢ a alteragfo histolégica mais comum em pacientes com
epilepsia do lobo temporal medial (ELTM). A Ressonincia Magnética (RM) de cranio
possibilita a deteccio in vivo de sinais associados & EH, permitindo que pacientes com
ELTM refrataria & medicagfo sejam submetidos a ressecgfio cirfirgica do hipocampo para
tratamento de crises epilépticas. As causas de refratariedade 3 medicacéio e ao tratamento
cirirgico ainda so desconbecidas, porém supbe-se que um dos motivos seja a presenca de
lesdo neuronal acometendo outras dreas cerebrais além do hipocampo. O uso da
morfometria por RM permite avaliagio do dano neuronal tanto no hipocampo como em
outras estruturas cerebrais através da avaliagio e quantificaciio da atrofia presente nestas
estruturas. Para avaliagdo pormenorizada das estruturas cerebrais foi realizada a
implementagio e validacdo de um protocolo anatdmico para mensuragio da regido mesial
do lobo temporal, com uso de RM tridimensional de alta definicsio. Foi também definido
um protocolo para volumetria automatizada baseada em voxel de todo o cérebro. Foi
observado que o dano neuronal em pacientes com ELTM se estende além do hipocampo e
acomete regides que se conectam funcionalmente e anatomicamente ao hipocampo. Tal
achado sugere que exista leséio abrangendo uma rede neuronal, o que pode ser responsavel

em conjunto pelas manifestacdes clinicas observadas nesses pacientes.

Resumo
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Hippocampal sclerosis (HS) is the most common histological finding in patients with
medial temporal lobe epilepsy (MTLE). Magnetic resonance imaging (MRI) permits in
vivo detection of signs that are associated to HS, permitting the surgical treatment for these
patients. The causes of medical and surgical refractoriness observed in patients with MTLE
are still unknown. One possible explanation is the fact that the neuronal loss encountered in
these patients spans over other brain areas beyond the hippocampus. The use of
morphometric quantification of brain structures through MRI is a powerful tool to
investigate the neuronal loss in the hippocampus and in other areas of the brain. In order to
assess the neuronal damage in brain structures of patients with MTLE, we developed a
protocol for manual MRI morphometry of the medial temporal lobe structures. We also
developed an automatic protocol to assess the concentration of gray matter in the whole
brain of these patients through the use of Voxel Based Morphometry. We observed that
patients with MTLE exhibit neuronal loss that is not restricted to the hippocampus, but
affects different areas throughout the brain that are functionally and anatomically connected
to the hippocampus. These findings suggest that a lesion of a network of neural structures
may be responsible for the clinical symptomatology exhibited by patients with MTLE.

Abstrace
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Epilepsia de Lobo Temporal

Epilepsia ¢ a condicsio neurolégica grave mais comum, afetando

aproxirnadamente 1 % da populacsio mundial’.

Na cidade de Sdo José do Rio Preto estima-se uma prevaléncia de cerca de 18,6
pessoas com epilepsia para cada 1000 habitantes’. Se essa propor¢dio for constante,

3 milhes de pessoas no Brasil apresentam alguma forma de epilepsia.

O mmpacto sécio-econdmico da epilepsia no Brasil ainda & desconhecido, mas
em virtude do grande nimero de pessoas com a doenca, estudos que contribuam para o
entendimento biolégico da epilepsia, melhorem seu diagndstico ¢ seu tratamento sio de
grande importéncia para reducdo do sofrimento de milhdes de pacientes e diminuicdo de

gastos indiretos e diretos dos cofres puiblicos.

A Epilepsia de Lobo Temporal (ELT) é uma das formas mais comuns de
epilepsia. Cerca de 40 % dos individuos portadores de epilepsia sdo portadores de alguma
forma de ELT? Dentre as formas de ELT uma, no entanto, se destaca pela freqiiéncia, pelos
mecanismos patolégicos subjacentes e pela responsividade ao tratamento: trata-se da ELT
com origem nas estruturas mediais do lobo temporal, ou Epilepsia Medial do Lobo

Temporal (ELTM)*>.

Os achados andtomo-patolégicos mais comum nos individuos com ELTM sfio a
atrofia e perda neuronal na regifio medial do lobo temporal®. Essas caracteristicas s0 mais
comuns nos individuos com ELTM n#o controlada ou refratdria a medicago.

Em 1890 Sommer ’ descreveu a presenca de perda neuronal no hipocampo de
pacientes com epilepsia. Anos mais tarde, Babb ¢ Brown et al. " definiram que a perda
neuronal abrange todas as regides do hipocampo, com preservacdo relativa da regidio CA2.
A presenca de perda neuronal em mais de 30% associada a gliose constitui a esclerose
medial temporal (EMT), que ¢ o correlato estrutural da origem de crises epiléticas no lobo
temporal e da atividade elétrica epileptiforme da regifo medial do lobo temporal. Juntas, a
EMT e as crises epiléticas provenientes da regifio medial do lobo temporal definem a
ELTM °,

Introdugdo
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As epilepsias parciais se¢ manifestam pela presenca de crises epiléticas do tipo
parciais com ou sem generalizacio secunddria. O tratamento das epilepsias parciais,
inclusive da ELTM, se baseia fundamentalmente no uso a longo-prazo de drogas anti-
epilépticas (DAE), de preferéncia de um tipo por vez, com o intuito de controlar de forma

segura as crises epilépticas com um nivel aceitavel de efeitos adversos'.

Dentre as DAE, algumas sio mais eficazes no tratamento da ELTM por
reduzirem ou eliminarem crises parciais em mais de 50% dos pacientes com ELTM. As
drogas aprovadas para o tratamento da ELTM sfio, dentre as DAE de primeira linha, o
Fenobarbital, a Fenitoina, a Carbamazepina, o Acido Valproico e a Primidona. Dentre as
drogas de segunda linha a Gabapentina, a Lamotrigina, 0 Topiramato, a Tiagabina e o
Felbamato, ¢ dentre as drogas de terceira linha a Oxcarbazepina, a Zonisamida e o

. 11
Levetiracetam .

Se 0 uso de uma das DAE nfio for eficaz quanto ao controle de crises, uma
segunda DAE pode ser tentada ou adicionada. No entanto, a chance de uma nova droga
conferir liberdade de crises a wm paciente que nfo obteve bom resultado com uma DAE é
cerca de apenas 20%'%. Em outras palavras, a resposta a uma primeira DAE & um forte
preditor da resposta ao tratamento por outras DAE'%5,

N&o se sabe ao certo quantos individuos com ELTM sfo refratarios ao
tratamento medicamentoso. As crises podem desaparecer ou ndo com o uso de DAE, porém
a definicio de auséncia de resposta ao tratamento medicamentoso depende de um
julgamento subjetivo. A presenca de crises eventuais pode nfio ser intolerdvel a certos
individuos, a0 passo que uma tnica crise pode ser catastréfica para outros. Por esse motivo,
a confirmagio de refratariedade ao tratamento precisa ser julgada de forma individual,
sobretudo quando se considera o tratamento cirdrgico como alternativa terapéutica®. De
forma geral, consideram-se portadores de ELTM refratéria aqueles individuos com ELTM
que ndo apresentaram controle adequado de crises epiléticas com ¢ uso de duas ou mais
DAE tradicionalmente usadas no tratamento de ELTM, e que possuam a vida
profundamente prejudicada pela presenca de crises.

Introdugdo
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Embora exista controvérsia sobre o assunto, alguns autores acreditam que o
numero de pacientes com ELTM que de fato obtém controle de crises com o uso adequado

de DAE n#o ultrapassa os 40%, e na pratica varia entre 25% a 40%%%15

Ainda nfo esti claro porque alguns individuos com ELTM se tornam refratarios
ao tratamento cirdrgico. Algumas varidveis clinicas tém, entretanto, sido incriminadas
como potenciais preditoras de mau prognéstico. Dentre elas, destacam-se idade precoce de

inicio de crises, histéria de crises febris e hist6ria de status epilepticus'>"”.

Para os pacientes refratarios, a cirurgia pode ser considerada uma alternativa
segura de tratamento. O tratamento cirtirgico tem por premissa a retirada da regifio cerebral
necessaria e suficiente para geragio e manutencio de crises™. Para os pacientes com
ELTM isso immplica na regifio estruturalmente comprometida onde haja evidéncia de
atividade eletrofisiologica anormal’. Para os pacientes com ELTM, isso implica no

hipocampo a na regifio temporal anterior.

A remogio do hipocampo e da regifio anterior do lobo temporal s3o formas bem
estabelecidas de tratamento de pacientes com ELTM resistentes ao uso de DAE'®", Mais
de 80% desses pacientes se tornam livre de crises ou quase livres de crises depois da

cirurgia. Nesses pacientes a esclerose medial temporal é o achado mais comum 2*%2,

Como a presenca de esclerose medial temporal se correlaciona com o
prognéstico da cirurgia para ELTM?>*?, g detecclo in vivo da esclerose medial temporal
perfaz grande parte da investigagiio pré-operatéria destes pacientes.

A avaliagdo pré-cirirgica implica no estabelecimento e na localizagfio do lobo
temporal acometido. Além do exame fisico e da histéria clinica, a combinacio de exames
complementares fornece informagGes valiosas que autorizam a realizagio do procedimento
ablativo. Estes exames sfo fundamentalmente o registro eletroencefalografico interictal e
ictal, a ressondncia magnética (RM), a Tomografia por emissio de pésitron tnico (SPECT),

e a avaliaciio neuropsicolégica.

A RM ¢, dentre 0s exames pré-operatérios, um dos que fornece mais
informagbes acerca da etiologia das diferentes formas de epilepsia, sobretudo sobre a

ELTM®. O grau de atrofia hipocampal vista & RM correlaciona-se com a severidade dos

29-31 2328

achados histopatologicos™" e com o resultado da cirurgia

Introdugdo
29



A presenca de atrofia hipocampal unilateral ou marcadamente assimétrica,

determinada pela RM, indica bom progndstico cirdrgico”™>

. A atrofia hipocampal
associada ou nde com sinal de T2 hiperintenso € a caracteristica mais importante de
esclerose medial temporal e pode ser aferida de forma confidvel por anilise visual
cuidadosa e por medidas volumétricas computadorizadas'>32430,

No entanto, ainda nfio esta claro porque alguns pacientes nfio conseguem atingir
bom resultado cirdrgico®® e virios estudos tém procurado definir quais varidveis clinicas
poderiam predizer o resultado cirtrgico. As varidveis que independentemente puderam
predizer o resultado cirirgico em pacientes com ELTM s#o: a.) a presenca de atrofia
hipocampal’> (sobretudo se associada a localizagio concordante por EEG);
b.) hipometabolismo temporal ao PET?; ¢) lateralizagio de meméria®*; e d) auséncia de

crises generalizadas ou crises imediatamente ap6s a cirurgia®.

Embora o hipocampo seja a estrutura mais intensamente acometida nos
pacientes com ELTM, acredita-se que geracdo e manutencio de crises niio se restrinja
apenas ao hipocampo®. Ao contrario, uma ou algumas redes neurais podem estar
envolvidas com os fendmenos que geram a sintomatologia da ELTM. Essas redes neurais
s3o constituidas pelas conexdes anatdmicas e funcionais do hipocampo que se mostram
intensamente ativadas pelos estudos neurofisiologicos ou de SPECT durante as crises
desses pacientes”. As estruturas mais densamente conectadas ao hipocampo, tal como o
cortex entorrinal, podem inclusive ser responséveis pela geragfio de crises e a incompleta
retirada do giro parahipocampal pode ser a causa de insucesso da cirurgia para tratamento
de ELTM”.

Para a compreensiio da fisiopatologia da ELTM, portanto, é necesséria a
compreensdo de quais estruturas cerebrais estio acometidas. Em outras palavras é
necessario o estudo das redes neurais envolvidas na geragfo, transmissdo e manutencdo das
crises epiléticas. Logo, faz-se necessario o estudo da anatomia do lobo temporal e de suas

conexoes.
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Anatomia funcional do lobo temporal

A amigdala e o hipocampo, em conjunto com as estruturas corticais adjacentes
tais como os cortices entorrinal, peririrrinal, témporo-polar ¢ parahipocampal, constituem a
porgdo medial do lobo temporal. Essas estruturas funcionam em conserto através de um
grande ¢ intricado mimero de interconexdes’® e realizam um importante papel ao
realizarem tarefas complexas do comportamento tal como o processamento das memdrias

declaradas e representativas®’¥4!,

O hipocampo ¢ a amigdala constituem o centro do sistema Lmbico. O
hipocampo, devido s suas numerosas conexdes é considerado o centro para as fungdes da

memdria e aprendizado®4%4°,

Em primatas, as conexdes hipocampais envolvem principalmente o isocortex
localizado nos lobos frontal, parietal e temporal. Essas conexdes sio mediadas em ambas
dire¢Ses pelo cortex entorrinal, ¢ na diregio eferente pelo complexo subicular. Projecdes
corticais aferentes ao cértex entorrinal provém areas miltimudais corticais associativas,
particularmente dos cortices perirrinal e parahipocampal, que estdo intimamente associados

ao cortex entorrinal tanto funcionalmente quanto anatomicamente®.

Lesdes realizadas estereotaticamente 4 amigdala, ao hipocampo e aos cortices
anatomicamente relacionados adjacentes tém demonstrado que o sistema de meméria
temporal € estabelecido sobre uma intricada rede conectando o hipocampo, o cortex
perirrinal, o entorrinal e o coértex parahipocampal®®®®. Esses achados confirmam
observagdes clinicas pregressas de déficit de memoéria em pacientes vitimas de lesdes da
por¢do medial do lobo temporal®®, e refinam as definicbes dos componentes anatdmicos e
conexdes do lobo temporal de primatas*®™®. A funcdo precisa, no entanto, de cada um
destes componentes na fun¢do cognitiva normal, ou sua relevincia em condi¢des

patol6gicas ainda est4 por ser determinada.*2.

Estudos realizados em humanos e primatas nio-humanos com ammnésia
definiram os components funcionais ¢ anatémicos do processamento de memoria declarada

na porgdo medial do lobo temporal (LTM)***%2, O LTM tem conexdes reciprocas com
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amplas dreas isocorticais associativas e outras estruturas subcorticais € € essencial para o
estabelecimento de meméria declarada a longo prazo de conhecimentos gerais (memoria
seméantica) ou eventos (memoria episddica)™. Os componentes do sistema de memoria do
LTM sdo o hipocampo, a amigdala, que em conjunto constituem o centro do sistema
limbico, e cortex anatomicamente adjacente, ie., os cortices entorrinal, perirrinal,
parahipocampal e témporo-polar. A informagdo atinge o hipocampo através do cortex
entorrinal, que repesenta a principal conexdo aferente ao hipocampos®, enquanto a

projegéio eferente é mediada pelo complexo subicular®.

O cortex entorrinal, por sua vez, recebe suas informagdes provenientes de areas
multimodais associativas, perticularmente dos cortices perirrinal e témporo-polar, que estdio

reciprocamente conectados a 4reas isocorticais associativas no restante do cérebro >3,

Por fim, a amigdala ¢ responsdvel por definir a intensidade de respostas
emotivas € 0s alvos para os quais as emogdes s3o direcionadas. As amigdalas sio também
responsaveis por arquiteturar alteragdes comportamentais e viscerais em resposta a
estimulos com conteido emocional. Elas ainda desempenham papel importante em
respostas autondmicas, comportamento emocional, ingestdo de alimentos, excitacio sexual,
e atividade motora®. Estudos por imagem tém demonstrado o papel da amigdala no
reconhecimento afetivo envolvendo meméria®*®, condicionamento de medo®’, expressdes
faciais®® e estimulos auditivos®*, Todas essas funcSes séo consideradas consequentes &
aglo da amigdala em formar memoria a longo prazo associada a eventos desencadeadores

de emogio™ =8,

Mecanismo e dano neuronal em pacientes com ELTM

Em pacientes com ELTM, o mecanismo de dano neuronal que envolve algumas

regides cerebrais, dentre as quais o hipocampo, nfo ¢ de todo claro. Possivelmente nio
existe apenas um Unico fator responséavel pela lesdo neuronal, mas vérios, dentre os quais

destacam-se  excitoxicidade®®?

inflamatéria®®.

, lesBes vasculares, predisposicio genética e reachio
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Estudos usando volumetria e espectrocopia de prétoms por ressondncia
magnética desmonstram que o dano neuronal ocorre ao longo do tempo, possivelmente em
decorréncia de crises generalizadas ténico-clonicas®®. Porém ainda niio esta claro se o dano
hipocampal estd presente desde o inicio da vida do individuo com ELTM, se acentua
durante a vida ou surge com o tempo®. Na realidade, ainda € controverso se as crises

epiléticas sdio causa ou consequéncia da esclerose hipocampal®®*,

Estudos com modelos experimentais demonstraram que as descargas elétricas
deflagradas apés crises convulsivas induzidas quimica ou eletricamente podem produzir

dano hipocampal muito semelhante 4 esclerose hipocampal®.

Interessantemente, estudo recente demonstrou que alteraces hipocampais
podem estar presentes em familiares assintomaticos de pacientes com epilepsia do lobo
temporal familiar, 0 que sugere que as alteragdes hipocampais estdo presentes antes do
inicio das crises®. Nesse grupo de individuos, o grau de atrofia hipocampal também estava
associado ao estado de controle das crises, ie., pacientes com epilepsia refrataria tinham
hipocampos mais atroficos. Estes achados podem pertencer somente ao sub-grupo de
epilepsia do lobo temporal familar, e outros mecanismos podem ser responsaveis pelo dano
hipocampal e sua progressio em outros pacientes com ELTM. No entanto, essas
observagbes indicam que pacientes com ELTM apresentam dano neuronal que,
intensificado ou néo pelo progredir da vida, se associa com a gravidade da doenca quer

como causa ou conseqiiéncia das crises epiléticas.

A compreensdo dos mecanismos responsdveis pela origem e perpetuacdio do
dano neuronal em pacientes com ELTM tem especial importéncia quanto a perspectivas
futuras de tratamento. Ainda nfio € claro, no entanto, qual a extensio do dano neuronal em
pacientes com ELTM, sobretudo nas regides além do hipocampo.

Estudos neurofisiologicos realizados em pacientes com ELT mostraram que
existe uma grande rede neural envolvida na geragio e manutengio de crises epiléticas™.
Ainda, o inicio das crises epiléticas em pacientes com ELT pode em alguns casos ocorrer
em outras regides além do hipocampo pertencentes a rede neural do sistema limbico™.

Posto que a rede neural que envolve o hipocampo compreende quase todo o sistema
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limbico, hé provavelmente perda neuronal em todas as 4reas que participam da rede neural,

inclusive aquelas fora do lobo temporal.

Dados adicionais sobre a magnitude do dano neuronal em pacientes com
epilepsia provém de estudos realizados com pacientes submetidos a cirurgia. O tratamento
cirtrgico nos pacientes com ELTM envolve a remogdo das estruturas mediais do lobo
temporal, sobretudo do hipocampo. No entanto, ainda ndo estdo definidas quais as
estruturas da por¢do mesial do lobo temporal devem ser ressecadas ou qual a extensio da
ressecclo que deve ser realizada. Os resultados cirtrgicos sio de modo geral similares para
diferentes tipos de procedimento (amigadalo-hipocampectomia seletiva versus lobetomia
temporal anterior mais ressec¢fio da amigdala e hipocampo®, ou retirada seletiva da
amigdala®’, ou somente do hipocampo®®). Uma possival razdo para o resultado similar para
procedimentos diferentes € a secglio das vias condutoras das crises, prevenindo que a
atividade elétrica epiletptogénica se propague para regides sintomatogénicas do cérebro.
Em pacientes com ELT e atrofia hipocampal bilateral, a espectroscopia de prétons por
ressonincia magnética (RM) pode fornecer informagdes sobre a disfungfio neuronal mais
ampla e sobre o prognéstico cirtirgico®. Da mesma forma alteragBes de substincias
cinzenta mais difusas avaliadas por parcelamento de imagens volumétricas de RM cerebral
em fatias se associam a piores resultados cirirgicos’ As alteragies estruturais ou
metabolicas detectadas por técnicas de RM quantitativa demonstram uma possivel

explicagdo para o insucesso naqueles pacientes com atrofia unilateral.

Sob esta perspectiva, a busca de fatores prognésticos mais precisos sdio
importantes na orientagdo de pacientes quanto & indicagio de cirurgia. A RM tem mostrado
de valor preditivo superior a outras varidveis como clinica ou eletrofisiologica "™ e
associada com outras técnicas de pos-processamento pode incrementar ainda mais o seu

poder prognéstico.

Avaliacdo do dano neuronal por RM

A possibilidade de se realizarem estudos quantitativos através de RM permite a
avaliagdo in vivo da anatomia cerebral. A andlise de estruturas cerebrais em individuos sios

€ sua comparagio com individuos doentes fornece uma grande quantidade de informacBes e
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permite a compreensdo de alguns aspectos da fisiopatologia de determinadas doencas” 7,

Fundamentalmente, a quantificacio volumétrica por RM da amigdala e do
hipocampo tem sido usada com sucesso para a determinacio de dano tissular em pacientes
com ELTM"". As outras regides do lobo temporal, no entanto, tém sido avaliadas de forma
mais esparsa, € 0s protocolos de delineagfio anatbmica para uso na volumetria dessas
regides ainda nfio sfo completamente definidos ou esparsos’>’®. A segmentacfo das
estruturas mediais temporais, sobretudo das estruturas corticais, confere algumas
dificuldades em virtude da definico precisa dos limites anatémicos dentro do lobo
temporal. Esse problema pode em parte ser solucionado pelo uso de imagens de RM de alta
resoluco, submetidas a andlise de pos-processamento com possibilidade de visdo
multiplanar dos planos ortogonais™.

Condiges patolégicas acometendo a regific medial do lobo temporal podem
levar a alteragbes volumétricas dessa regifio, vistas 3 RM. Pacientes com doenca de
Alzheimer e deméncia fronto temporal tém volumes significativamente menores do cortex
entorrinal ¢ do hipocampo’®%**, Em pacientes com ELTM, ha certamente reducio
significativa do volume dos hipocampos e dos cortex entorrinal ipsilateral, ao passo que as

regibes adjacentes possivelmente também se encontram atrofiadas™®3.

A redugdo de volume das estruturas mediais temporais, condicionadas por dano
neuronal, dificulta ainda mais avaliacio destas estruturas, uma vez que seu tamanho, em
individuos normais, ja ¢ diminuto. O cértex entorrinal é talvez um dos melhores exemplos.
Em individuos normais, seu tamanho ¢ cerca de 1 a 2cm’, enquanto esse volume se reduz
significativamente em individuos com ELTM. 3778486 pequeno tamanho do cortex
entorrinal, associado ao fato de que seus limites ndo correspondem a pontos de reparo na
superficie cerebral fazem com que a andlise morfométrico se torne particularmente dificil.
O mesmo se aplica &s estruturas corticais adjacentes, com caracteristicas anatmicas
analogas, i.e., tamanho reduzido e auséncia de pontos de reparo. Por esse motivo, imagens
de RM com adequada resolugio antémica e um protocolo de segmentacio sdo de grande
importéncia para que o estudo volumétrico da regido temporal se realize de maneira
confiavel e reprodutivel.

Introducdo
35



Ainda, fatores diretamente envolvidos com a qualidade da imagem tais como a
espessura do corte, orientagio do corte e poOs processamento da imagem de RM podem
desempenhar um papel importante no processo de segmentag:éog?. Um bom exemplo € a
amigdala. A avaliagio in vivo do volume da amigdala com o uso de RM tem demonstrado
alteracdes em alguns subtipos de doengas neurolégicas. A reducfio do volume da amigdala
¢ capaz de lateralizar pacientes com ELTM®® e tem sido descrita em depressio
recorrente, transtorno obsessivo-compulsivo™, doenga de Alzheimer” e em sujeitos do
sexo masculino com esquizofrenia®®. Contrariamente, pacientes com autismo®”, transtorno
afetivo bipolar e pacientes do sexo feminino com esquizofrenia mostram aumento do
volume da amigdala®. Porém, uma caracteristica marcante dos estudos que se propuseram
a avaliar o volume da amigdala é a ampla variacio dos valores dos volumes encontrados.

Os estudos ja citaram volumes entre 1 e quase 4 cm® em individuos normais’™

#4. Qutra
caracteristica marcante € o numero de discrepéncias envolvendo os pontos de reparo
anatdmico para os limites da amigdala adotados nos diferentes protocolos de segmentagio
manual por RM. E presumivel que a avaliagiio volumétrica de amigdala, devido ao seu
pequeno tamanho, possa ser prejudicada pelo uso de imagens de baixa resolucdo por cortes
grossos, ou por orientacfio desfavoravel do corte. Ainda, a substincia cinzenta que compde
a amigdala se funde com a substincia cinzenta do corpo estriado, conferindo um desafio
adicional & segmentacfio acurada . E possivel inclusive que alguns estudos volumétricos da
amigdala tenham superestimado seu volume *°, uma vez que se sabe por estudos post-

mortemn que o tamanho médio da amigdala é de 1.1 a 1.6 ™.

Uma estratégia para avaliagio adequada de todos os limites anatdmicos da
amigdala consiste na constante refer€ncia a varios planos de corte, simultaneamente, de
forma certificar que todos os limites estejam sendo obedecidos’™. N&o se sabe ainda se
existe diferenca significativa entre esse método e o que € usado rotineiramente, baseado

apenas nos cortes coronais.

Uma das restricbes quando se consideram os estudos morfométricos € a
dificuldade de se estudarem amplas areas cerebrais de forma detalhada. Pela necessidade de

se aferir com rigor o volume da estruturas cerebral, os estudos raramente se detém em mais
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que duas ou trés estruturas, devido 4 dificuldade técnica de segmentagiio manual de cada
estrutura.

Uma outra forma para avaliagfio de diferencas morfométricas entre individuos
ou grupos de individuos ¢ a morfometria baseada em voxels (MBV)®%, A MBV
compreende a determinacio da concentragfio espacial de substincia branca, cinzenta ou
liquor. Para a realizacfo da estimativa da concentragfio de diferentes porgdes cerebrais, A
MBYV utiliza imagens previamente corrigidas quanto  variabilidade individual de tamanho
cerebral pela normalizagdo de cada imagem de RM para um formato definido no Atlas de
Talairach e Tournoux *. Estudos com MBV em ELTM demonstraram que existe lesdo
neuronal que se estende além do lobo temporal'®*'®!. No entante, poucos estudos ainda
foram direcionados ao problema e ha uma série questdes que podem ser elucidadas com
investigagdo de ELTM por MBV. Fundamentalmente, a MBV pode ser utilizada para
avaliar se a extensdo de dano neuronal através da comparagio da concentragio da
substdncia cinzenta (CSC) em pacientes com ELTM, variando de acordo com tempo
diferente de sintomas, ou com caracteristicas eletroencefalograficas diferentes como
alteragbes interictais bilaterais. Ainda, a MBV pode ser utilizada para investigacdo de
eventual diferenca de CSC em pacientes com ELTM refrataria a medicagdo que nfo obtém

controle adequado de crises apés cirurgia.

Uso da RM para avaliacdo da extensio do dano neuronal em pacientes com ELTM

Estudos neurofisiolégicos realizados em pacientes com ELTM mostraram que
existe uma grande rede neural envolvida na geragdio e manutengiio de crises epilépticas'®.
Além disso, o inicio das crises epiléticas em pacientes com ELTM pode ocorrer em
diversas estruturas do sistema limbico (amigdala, hipocampo, cértex entorrinal), fato
observado nos estudos eletrofisiolégicos invasivos'®'%, Estudo de espectroscopia de
protons por RM multivoxel mostra que pacientes com epilepsia do lobo temporal tém
reducdo da concentragfio de N-acetil-aspartato, marcador de integridade neurconal, além do
lobo temporal envolvendo regibes extra-hipocampais em 50% dos casos'®. Da mesma

maneira, os estudos em pacientes com ELTM usando SPECT mostram alteracGes que vio
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além das regides temporais'®’

. Estes achados, junto com a explicagdo da seccgio das vias de
propagacdo para os achados similares dos resultados cirirgicos nos diferentes tipos de
procedimento, levantam a hipdtese de que geragfio das crises em ELTM pode iniciar em
qualquer parte dentro de um circuito integrado™ que abrange diferentes estruturas além do
hipocampo. A hipétese de que existe uma rede neural envolvendo estruturas dentro e fora
dos lobos temporais para geragio e manutencfo de crises € de certa forma uma explicacéo
bastante plausivel. Porém requer mais evidéncias, pois as existentes (EEG, espectroscopia
e SPECT) tém uma resolugéio espacial limitada e ndio permitem a inferéncias sobre o grau
de envolvimento das diversas estruturas nesta rede. A metodologia para investigar esta
hipétese deve contemplar técnicas que tém boa resolugdo espacial com ampla cobertura

anatdmica.

A avaliagdo do dano tissular em pacientes com ELTM pode ser realizada
através da avaliacio morfométrica por RM, conforme demonstrado em estudos
prévios® PTTHIESINN0T A reqlizagho da investigagio do dano tissular por RM quantitativa
requer basicamente dois passos. Em primeiro lugar sfio necessarias ferramentas técnicas
que permitam a avaliagdo pormenorizada das estruturas cerebrais a serem investigadas.
Essas ferramentas precisam ser implementadas e avaliadas quanto 4 sua confiabilidade. S6
entdo pode ser realizado o segundo passo: a avaliagio quantitativa das diferentes estruturas
cerebrais em pacientes com ELTM e a comparagio desses valores com aqueles obtidos em

individuos sem doengas neurolégicas.

Esses dois passos, a saber: o desenvolvimento e validagio de novas ferramentas
técnicas e a investigacfio bioldgica pelo uso dessas ferramentas, sio necessarios para que as
conclusdes dos estudos que se propdem a avaliar o dano neuronal em pacientes com ELTM

possam ser confidveis e espelhem os mecanismos subjacentes & doenga.

Nesta tese, serfio entdo perseguidos dois grandes objetivos: o desenvolvimento
¢ a implementacdo de novas técnicas de investigagio morfométrica por RM, ¢ a

quantificacio do dano neuronal em pacientes com ELTM pelo uso dessas ferramentas.
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Com o intuito de avaliar quantitativamente através do uso de RM a presenca de

dano neuronal em pacientes com ELTM, os objetivos do presente estudo sdo divididos em

dois grupos.

No primeiro grupo encontram-se os objetivos referentes 2 investigacgdo,

definicdo ¢ implementag@io de técnica para morfometria por RM da regido medial do lobo

temporal. No segundo grupo encontram-se os objetivos referentes a avaliac@io da relevancia

biologica e fisiopatoldgica das possiveis alteragSes de volume das estruturas mediais do

lobo temporal.

Dessa maneira, os objetivos técnicos sio:

1.

2.

3.

Definir um protocolo anatémico para quantificagio volumétrica manual por
RM da regifio medial do lobo temporal. Esse protocolo tem por objetivo ser
acurado e reprodutivel na avaliacio quantitativa do: a) hipocampo, b) cortex
entorrinal, c) cortex perirrinal, d) cortex parahipocampal, e) cértex
témporo-poler, f) amigdala. Para tanto, o protocolo deve ser definido para
uso em aquisicdes de RM em cortes finos, com avaliagio simultinea dos
planos coronal, sagital e axial.

Definir quais as influéncias da qualidade da imagem de RM, e do método de
volumetria na mensuragio de estruturas mediais do lobo temporal.

Definir protocolo para investigagio automética do tipo voxel por voxel de
concentragéo de substancia cinzenta (CSC), otimizado para pacientes com

epilepsia do lobo temporal.

Os objetivos bioldgicos sdo:

4.

Definir a magnitude e extensfio do dano neuronal nas estruturas da regifo
medial do lobo temporal em pacientes com ELTM refratarios ao tratamento
clinico.

. Definir a influéncia da atrofia das diferentes estruturas mediais do lobo

temporal sobre as manifestacBes clinicas dos pacientes com ELTM
refratarios ao tratamento clinico.
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6. Definir a influéncia da atrofia das diferentes estruturas mediais do lobo

temporal sobre as manifesta¢des neuropsicoldgicas dos pacientes com
ELTM refratarios ao tratamento clinico.

7. Definir a presenca e extensdio do dano neuronal através da redugdo de CSC

em todo o cérebro de pacientes com ELTM pelo uso de MBV,
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Em virtude de cada objetivo contar com métodos especificos para sua realizacfo, bem
como resultados referentes a esses métodos, cada conjunto de métodos e resultados estd

discriminado em cada objetivo.

Objetivo 1 - Definir protocolo para segmentacio manual de estruturas da regido medial do

lobo temporal
Métodos
Sujeitos

Nos estudamos 30 individuos saudaveis (19 mulheres), com idade média de 33 anos
(abrangendo de 22 a 55 anos). Todos estavam em boas condigtes de satde e ndo tinham historia

meédica pregressa, inclusive de problemas neurolégicos ou psiquidtricos.
Etica
Esse estudo foi aprovado pelo Comité de ética de nossa instituico.
Agquisicdo de imagem por RM

Noés usamos imagens ponderadas em T1 com voxel isotropico de 1mm obtidas
usando aquisicdo tipo gradiente-eco tridimensional, com excitagio de volume sagital (TR=22ms,
TE=9ms, matrix=256x220, field of view (FOV) = 25x25¢m, fatias sagitais de 1mm). Todas as
imagens foram obtidas por um scanner com campo magnético de 2 Tesla (Elscint Prestige®)

Pos-processamento de imagem

Todas as imagens foram transferidas para uma estagiio de trabalho Silicon Graphics
O, (Mountain View, CA). Algoritmos diferentes do Centro de Imagem Cerebral McConnell do
Instituto Neurologico de Montreal foram usados para preparar o volume de RM para analise
quantitativa e qualitativa. Em primeiro lugar, as imagens foram convertidas do formato Dicom
para o formato Minc. Em segundo lugar, as imagens foram registradas automaticamente no

108

espaco estereotaxico” de forma a ajustar as diferencas no volume cerebral e orientacio espacial,
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e minimizar a variabilidade na orientagfio das fatias™. Essa transformagfo maximiza a correlagio
entre a imagem individual de RM e uma imagem alvo constituida pela média de um pouco mais
de 300 cérebros ja registrados nas coordenadas estereotaxicas'®®. Nove parimetros de
transformacéio foram utilizados, incluindo as diferengas na posigio cerebral (trés translacdes e
trés rotagdes) e tamanho cerebral (escala anisotrépica nos trés principais eixos). A matrix de
| transformacgfio € aplicada as coordenadas individuais de forma a obter o registro das imagens no
espago estereotaxico. Esse processo normaliza as diferencas no volume intracraniano total. Em
terceiro lugar, as imagens foram submetidas a4 correcdo de nfo-uniformidade do campo

magnético pelo uso do programa N3!%.
Andlise Volumétrica

A segmentac8io foi realizada de forma manual pelo uso do pacote interativo Display
(David McDonald) desenvolvido no Centro de Imagem Cerebral McConnell do Instituto
Neurologico de Montreal. A delineagdo de limites anatomicos é facilitada pelo ajuste de contraste
¢ pela possibilidade de navegagdo através dos voxels isotrépicos de Imm em diferentes
orientagdes com a mesma resolugdo. Os volumes das estruturas marcadas sio automaticamente
calculados pelo programa. Apesar da possibilidade de quantificacio semi-automatica das
estruturas, nos preferimes usar a delineagfio manual de forma a aumentar a acuracia da edicfio das

imagens.

Os volumes foram determinados por dois observadores. Todos os volumes foram
determinados pelo autor dessa tese, enquanto a colega Dra. Eliane Kobayashi mediu os volumes
de 5 individuos para fins de avaliagiio de confiabilidade do método. Todos os pontos de Teparo
apatdmicos foram baseados em trabalhos publicados previamente que estudaram as
caracteristicas histologicas e anatbmicas da regifio medial e anterior do lobo temporal. Embora a

79:83;85:86

maioria desses estudos tenham apresentado completa descrigdo de todos os pontos de

reparo anatdmicos, apenas alguns realizaram a andlise por método tridimensional. Desta maneira
nés intencionamos definir um protocolo que pudesse ser seguido através da referéncia rapida aos
planos axial, coronal e sagital (Table 1) de forma a definir precisamente a localizagio de pontos
de reparo anatdmicos que de outra maneira seriam dificilmente ou de forma inacurada delineados
em anélises morfométricas realizadas em planos tinicos*>%6:119,
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Confiabilidade

A confiabilidade intraobservador foi avaliada pela selegio ao acaso de cinco sujeitos
e pela segmentagio ao acaso de todas as estruturas por duas vezes consecutivas. A confiabilidade
entre observadores foi avaliada pela comparacio dos volumes de todas as estruturas de cinco
sujeitos escolhidos ao acaso avaliados por dois observadores (L.B> e E.K.) que desconheciam os
resultados obtidos por um ou por outro. Foi utilizado o coeficiente de repitabilidade adotado pela
Instituicio de Pardmetros Britanica'"' calculado pelo desvio padréio das diferencas, para avaliar a
confiabilidade intraobservador e enter observadores. A diferenca média é assumida como zero e o
coeficiente € calculado pela adigio do quadrado da diferenca entre as duas medidas. O resultado ¢
a raiz quadrada da soma dos quadrados das diferencas divida por n (ou seja, o nimero de
individuos). De forma a concluir que ndio ha diferenca significativa entre as medidas, espera-se

que 95% das diferencas sejam menos que dois desvios padrdo do valor de cada estrutura.
Anuilise estatistica

Os dados foram avaliados usando o programa Systat para Windows (versdo 9.0).
Foram descritos o valor minimo, o valor maximo, a meédia e o desvio padrio referentes aos
volumes das estruturas avaliadas. Utilizou-se o teste t de estudante para calcular a diferenca
média de idade agrupada por género. A analise de varidncia multivariada (MANOVA) foi usada
para comparagdo dos volumes agrupados por género. Foi aplicado o teste t de estudante para
avaliar a diferenga média lado-a-lado de cada estrutura. Utilizou-se ainda regressfo linear para
avaliacgo de correlacdo entre idade e volume das estruturas. O nivel de significdncia estatistica
foi definido em p<0.05.

Protocolo de segmentacio

Os limites anatdémicos utilizados para segmentacdo estdo descritos na tabela 1. O
plano coronal foi o ponto de partida para a segmentacdo de todas as estruturas exceto a amigdala,
uma vez que a maioria dos pontos de reparo pode ser definida nesse plano. Dividas referentes 3
autenticidade do ponto de reparo visualizado foram resolvidas pela avaliagdo concomitante dos

outros dois planos. Por fim, para a definicio de algumas estruturas especificas encontra-se grande
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dificuldade com o uso apenas do plano coronal. Nesses casos os planos axial ou sagital sfo
usados como ponto de partida.

Os passos envolvidos no processo de segmentagio envolvendo os pontos de reparo

discriminados na tabela 1 e as peculiaridades referentes a cada estrutura sfo discutidos abaixo.
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Figura 1-Glossario de estruturas do sulco
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1. Cortex témporo-polar (Figura 2 - AB,C) — a segmentacio do cértex
témporo-polar segue orientagio rostro-caudal. No pdlo rostral do lobo temporal, todo ¢ cortex
pertence ao cOrtex témporo-polar até que o sulco témporo-polar apare¢a definindo o gire
transverso de Schwalbe, que € lateral ao sulce t8mporo-pelar (Figura 1B). O banco lateral do giro
transverso de Schwalbe define os limites superior e lateral do cortex témporo-polar. Quando ha
dois giros laterais ac sulco témporo-polar, o banco lateral do giro mais lateral é definido como a
borda lateral do cortex témporo-polar. O limite inferior é definido como a borda medial do sulco
temporal inferior.(Figura 1B) ou do sulco temporal superior, se o sulco temporal inferior ndo
estiver presente. O cortex lateral aos pontos de reparo citados tem arquitetura de isocértex e ndo
pertence ao coOrtex témporo-polar. Um aumento de espessura e uma invaginagdo do cortex sfo
percebidos na porgiio medial do cortex témporo-polar em cortes mais caudais. Nesse ponto ndo se
vé claramente um sulco, que seria correspondente ao sulco colateral, que é geralmente visivel em
plano coronal adjacente ao plano de fechamento do sulco lateral. Por razoes de consisténcia, esse
espessamento cortical ndo foi considerado como sendo o sulco colateral, cujo aparecimento
ocorreu na maioria dos casos em cortes 1 a 2mm anteriormente ao fechamento do sulco lateral.
Dessa maneira, o limite anterior do cortex perirrinal foi definido no plano corenal 2 mm anterior
ao fechamento do sulco lateral, e o limite caudal do cortex témporo-polar foi definido no planc

3mm anterior ao fechamento do sulco lateral.

2. Cortex entorrinal (Figura 2 — D,E,F)- a segmentagiio do cdrtex entorrinal segue
orientagio rosto-caudal. O limite superior do cortex entorrinal é o sulco semianular int cortes mais
rostrais (Figura 2E). Em planos caudais onde a fissura hipocampal é visfvel, o limite superior é
definido como o ponto mais medial da parte inferior da fissura hipocampal. O limite inferior é
definido como o ponto médio do banco medial do sulco colateral. O limite medial é a superficie
pial, enquanto ¢ limite lateral € a substincia branca do feixe angular. O limite caudal do cortex
entorrinal € o plano 2mm caudal ao fechamento do giro intralimbico.
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Figura 2- Composto de imagens de RM mostrando o cortex témporo-polar (A — plano
sagital, B — plano coronal e C ~ plano axial) e o cortex entorrinal (D - plano
sagital, E — plano coronal ¢ F — plano axial). As margens anatdmicas estdo
delineadas por desenho das bordas. Em B, a seta indica o sulco témporo-polar e

a cabega de seta indica o sulco temporal inferior. Em D, a seta indica o sulco

semianular.
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3. Cortex perirrinal (Figura 3 - AB,C.D,E) — A segmentacdio do cortex perirrinal
segue orientaglo rostro-caudal. O limite rosiral do cdrtex perirrinal € o plano 2mm anterior ao
fechamento do sulco lateral. Nos dois planos mais rostrais, o cortex perirrinal tem as mesmas
bordas que o cértex témporo-polar, ie., 0 banco lateral do giro transverso de Schwalbe ¢ a borda
medial do sulco temporal inferior (que usualmente corresponde ao giro fusiforme, lateral ao sulco
colateral). No plano em que o fechamento do sulco lateral € visivel e no plano imediatamente
caudal, o limite superior do cortex perirrinal é o ponto mais medial do giro parahipocampal, e ¢
limite inferior € definido na borda lateral do sulco colateral (Figura 2A). A profundidade do sulco
colateral pode ser usada para definir os limites dos cortices perirrinal e entorrinal®®. No entanto,
optou-se por nio adotar a profindidade do sulco colateral como varidvel para alterar os pontos de
reparo pois b4 grande variagdo da profundidade do sulco colateral de um corte para outro.
Utilizaram-se entfc os pontos de reparo definidos para o sulco colateral com profundidade de
tamanho mais ﬁ‘equen‘ze%. No plano 2mm caudal ao fechamento do sulco lateral, ¢ limite
superior do cortex perirrinal € uma linha com 45° de angulagio conectando o ponto médic do
aspecto medial do giro parahipocampal, enquantc ¢ limite inferior ¢ a borda lateral do sulco
colateral (Figura 2B). Nos planos caudais seguintes, o limite inferior € definido como a borda
lateral do sulco colateral até o limite caudal, enquanto o limite superior é definido como o ponto
médio do banco medial do sulco colateral até o plano 2mm caudal ao fechamento do giro
intralimbico (Figura 2C). Nos planos 3mm and 4mm caudais ao fechamento do giro intralimbico,
o limite superior ¢ definido onde a substincia cinzenta forma um continuo com o feixe angular
subjacente, ie., o ponto mais medial da parte inferior da fissura hipocampal. O fechamento do
giro intralfmbico ¢ definido nos plano sagital. O limite caudal do cértex perirrinal é ¢ plano 4mm
posterior ao fechamento do giro intralimbico (Figura 3D).
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Figura 3- Composto de imagens de RM mostrando o cdrtex perirrinal (A, B e C: plano

coronal; D: plano axial; C: plano sagital). A, B e C mostram diferentes pontos
de reparo anatdmicos do cortex perirrinal na seqiiéncia rostro-caudal (A, Be C
respectivamente). As margens anatOmicas estdo delineadas por desenho das
bordas. Em A, a seta indica o ponto mais medial do giro parahipocampal, e a
cabega de seta indica a borda medial do sulco temporal inferior. Em B, a seta
indica o ponto mais medial do giro parahipocampal. Em C, a seta indica a

metade do banco superior do sulco colateral.
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4. Cortex parahipocampal (Figara 4- AB,C) ~ a segmentagic do cértex
parahipocampal segue orientagdo rostro-caudal. O limite lateral do cortex para-hipocampal é a
borda do banco lateral do sulco colateral, ¢ ¢ limite medial ¢ o ponto mais medial da parte
inferior da fissura hipecampal. Nos planos mais caudais, onde o sulco calcarino € presente, o
limite medial é definido como o ponto mais superior, sem envolver o banco inferior do sulco
calcarino (Figura 3B). O sulco calcarino e seu limite rostral s#io definidos pelos cortes sagitais. O
limite caudal do cértex parahipocampal é a se¢fo mais caudal contendo o hipocampo, ie., o
limite caudal do hipocampo.

5. Hipocampo (Figura 4- DEF) -~ cabeca do hipocampo: os limites anterior e
stpero-lateral no limite rostral do hipocampo sfio dificeis de definir. Nessa regifio, a substancia
cinzenta da cabeca hipocampal se funde com a substincia cinzenta da amigdala. O recesso uncal
do ventriculo lateral e o alveus sfo utilizados para distingdo entre a cabecga hipocampal e outras
estruturas. H4 uma grande dificuldade para segmentar essa regifio com base apenas no plano
coronal. A referéncia constante a todos os plano é possivelmente a melhor estratégia para
delineacdo das margens. A cabega do hipocampo foi definida como continuando uma coluna
adicional de pixels anteriormente ao alveus. A definicBo dessa margem ¢ mais facilmente
realizada com a visualizacho do plano sagital e com a defini¢iio das margens posteriores da
amigdala no plano axial (ver sec¢do referente a amigdala abaixo). A margem inferior da cabega
do hipocampo ¢ definida como a transicBo entre as substincia branca e cinzenta que subjaz o
subiculo ou uma linha com angulo de 45° que se estende da parte mais inferior do hipocampo a
cisterna quadrigeminal. Evenfualmente, uma linha de substincia branca separando o subiculo e o
cortex entorrinal € vista, e serve como limite. O limite lateral da cabega do hipocampo € o
ventriculo lateral. Corpo do hipocampo — as margens inferior e lateral do corpo hipocampal séo
definidas da mesma maneira que para a cabega hipocampal. A margem superior inclui a fimbria e
a primeira coluna de pixels imediatamente superior & fimbria. Cauda do hipocampo — o
hipocampo se ipicia em seu limite caudal como massa ovoide de substincia cinzenta localizada
inferior ¢ medialmente ao ventriculo lateral. Nessa regido, onde se observa a fimbria do fornix,
duas colunas de pixels sfo excluidas lateralmente por representarem o plexo cordide do

ventriculo lateral. De forma a ndo incluir o giro de Andreas-Retzius pa segmentagiio, nos

Métodos

38



aplicamos uma linha vertical conectando o ponto medial do ventriculo € o giro parahipocampal,
servindo como borda medial. Ainda, para prevenir a inclusdo do giro faciolar na segmentagio,
nés definimos a margem superior como uma linha horizontal conectando a parte mais lateral da
cisterna quadrigeminal ao ventriculo lateral. As margens mfero-laterais da cauda hipocampal sfio
facilmente definidas pois correspondem & transicio com a substfnecia branca. Uma coluna de
pixels € excluida da borda infero-lateral para excluir o nficleo caudado e o plexo cordide do

ventriculo lateral.

6. Amigdala (Figura 4- G,H,I) — para a segmentacio da amigdala usa-se referéncia
constante aos planos coronal, sagital e axial. A forma mais simples de se definirem os limites
postero-inferior consiste na visualizagio no plano axial do alveus e do ventriculo lateral, sob
grande magnificacdo da imagem (Figura 3I). Quando hd dificuldade para definir o alveus,
pode-se utilizar a regifio da cabeca do hipocampo demonstrada no plano sagital. Uma coluna de
pixels € adicionada na regifo do alveus. Apds a definigio das margens péstero-inferiores, os
limites anteriores por um semi-circulo desenhado anteriormente a origem de seu raio definido no
ponto médio da linha desenbada sobre o alveus. Atengfio especial foi devotada 4 nfio inchiso do
cortex entorrinal na regifio da amigdala. Dessa maneira, evitou-se a inclusdo das colinas de
pixels localizadas anteriormente ou medialmente, ou o cértex entorrinal foi segmentado antes da
amigdala ¢ ja estava demarcado na segmentacio da amigdala. Apos a definiciio das margens no
plano axial, uma andlise completa no sentido rostro-caudal foi realizada no plano coronal, com
atengdo particular ao limite superior da amigdala, definido por uma linha horizontal conectando a
parte mais lateral da cisterna quadrigeminal ao fundo do sulco circular da insula, ao limite
inferior, definido como a transicfo entre substincia branca e cinzenta. Por fim, o surgimento do
limite rostral do hipocampo na regifio infero-lateral & amigdala também foi usado como

referéncia.

Métodos
39



Figura 4- Composto de imagens de RM demonstrando o cértex parahipocampal

cortex (A — plano sagital, B — plano coronal e C ~ planc axial), o
hipocampo (D — plane sagital, E — plano coronal e F — plano axial) e a
amigdala (G - plano sagital, H — plano coronal e I - plano axial).Em B, a
seta indica o limite inferior do banco inferior da fissura calcarina. Em D, a
seta indica o fechamento do giro intralimbico. Em I, a seta indica ¢ como

temporal do ventriculo lateral, ¢ a cabeca de seta indica o alveus.
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Resultados

Foram estudados 30 individuos (19 do sexo feminino) com idade média de 33,5 anos
(+10,25 anos) abrangendo de 21 a 55 anos.

Os valores méximos, minimos, a média e o desvio padrio relativos aos volumes de
cada estrutura analisada estdo demonstrados na tabela 2.
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Avaliacio da confiabilidade

Os resultados dos célculos relativos 4 avaliagio de confiabilidade estdo mostrados na
tabela 3. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os resultados das mensuragdes
realizadas por um observador ou entre dois observadores, uma vez que todas as diferencas entre
as duas mensuragdes equivaleram a menos que dois desvios padrio das diferencas de cada

estrutura.

Mérodos
64



mapepy)iqeydos

ges 99¢ 082 8s¢e 09t 865 H34 $52T (A4 vee [£44 (444
op SJUBIRE0))
esRduSIIp SBp
697 £81 Al 6L1 0tc 667 £0T XAl gl LIl 934 90¢
ogaped omasag)
987 S61 ¥11 6LC Vil £6L SOE 01T 4721 651 T £vi opiped ofasa(|
3491 gFesl AR 190¢ 909281 128681 v'Eate LA A 81edl FETlt LLTE ¥'65ET BIPON
JOPBAISSGO-21H]
90¢ 602 191 68¢ oLy bit 1y A 17T £91] Y0t 61 opiped ojasagy
80LL 9’891 7°L96T 91862 6481 ¥yIsl TPele ¥'zote T8LLY 1811 80vT 90rE BIPAA
S=U BPIPALLE VAL
onall opionbss
onaHp opionbsa oleop 0jjoup opaanbsd opoap  opaenbss
BHALP gpJanbsa OIHP opianbsa awpod apod
Jedwesodyesed  fedwesodyyered jpupsoja  TRIHHOND  punpiod  pupiped  smmngsg
eepBjuy  epepBiuy  odwmsodiy oduesodiy -ojodwy  -csoduy
XOUIQD) XRNIOD) X2H9) X010 X0 X0}
¥oL0T XOHO)

Métodos

(WU wio) OpepYIqRIu0d Sp OBSBI[eAR Bp SIIO[RA -¢ B]AqR],

65



1y BININISS SBP 2pIpow ep ogsped solAsop sjop anb sousws ¥ sajuseAInbd wields 94ce onb os-wiadss ‘sepdunsusu

S& U BAREOYIUBLS BOUSIAJIP Y OgH oanb JINjU0d B LU0} o seduaIIp sep opiped OIASOP O SOZOA SENP P AJUSIOH0D () :epEpIjIqENdal Bp AJUBIOYEO) B

"1;110]BA 9550 epeIpEnb Z1B1 B 95-WIPIGO 0 sepiiadal sagdumsustu op oJowNU Ojod OPIPIAIP OBJUS § OPEINSAL () *SIQSRINSUOL SENP S8 S1jUL

seduaiajip sep opespend o 0s-UIRIBWIOS OB SSUOIJIP 58P OBIPEd OJASIP O S-R[NOJEO © 0I0Z OWIOO BPIWNSSE P LIPIWL BAUAIANIP V :Seduasapip sep ogiped O1ASH(] e

mopepijiqejidas
H 44 98y 86¢ 0t 08¢ 1634 5% God 0LE [4:14 eLs TLE _

ap 2JULIDYI0))

eseduaijip sep
0Cl £ 661 13 06l LT [4Y. 00¢ SEl ¥ 98¢ 981

ogaped oasa(]
FET 6¥ 9t ¥ot §0¢ L¥T 91y 08¢ $81 961 6L 86 ogiped ousag

yosyl 15141 A 454 oLtE Ta8s1 86¢l y1e6T yLsle yenl P81l OIIST  TLST BIDRIA

S§3I0PBAJISQO 243Ul]

Métodos

66



Efeito de género ou idade nos volumes corticais

O teste t de estudante nfo mostrou diferenca na média das idades quando os sujeitos

forma agrupados por género t(28)= 0.151, p=0.881.

Cortex témporo-polar: o teste multivariado (MANOVA) niio mostrou diferenga no
volume agrupado por género: témporo-polar cértex direito A(28)=0.02, p=0.889; témporo-polar
cortex esquerdo A(28)=0.648, p=0.428. A anilise por regressio linear nio mostrou associagdo
significativa com idade, direito e esquerdo, respectivamente, p=0.976; p=0.956. O teste t com
ajuste de Bonferroni nfo mostrou diferenca no volume do cértex témporopolar agrupado por
lado, t(58)=-0.638, p=0.526. Cértex perrrinal: MANOVA nio mostrou diferenca no volume do
lado direito ou esquerdo agrupados por género, respectivamente  A(28)=1.676, p=0.206;
M28)=2.362, p=0.136. Regressio linear ndo mostrou associagio significativa com idade, lados
direito ¢ esquerdo, respectivamente, p=0.952; p=0.211. Tese t com ajuste de Bonferroni ndo
mostrou diferenga no volume do cértex perirrinal agrupado por lado, t(58)=-0.631, p=0.531.
Cortex entorrinal: MANOVA, lados direito e esquerdo agrupados por género: M28)=0.735,
p=0.398; A(28)=0.576, p=0.454. Regressio linear nio mostrou associacdo com idade, lados
direito e esquerdo, respectivamenté, p=0.056; p=0.083. Teste t com ajuste de Bonferroni nio
mostrou diferen¢a no volume do cértex entorrinal agrupado por lado 1(58)=-0.617, p=0.503.
Cortex parahipocampal: MANOV A, lados direito e esquerdo agrupados por género: M28)=0.904,
p=0.35; M(28)=0.867, p=0.360. Regressdo linear nio mostrou associacfio significativa com idade,
lados direito e esquerdo, respectivamente, p=0.775; p=0.671. Teste t com ajuste de Bonferroni
ndo mostrou diferenca no volume do cortex entorrinal agrupado por lado t(58)=-0.789, p=0.433,
Amigdala: MANOVA, lados direito e esquerdo agrupados por género: AM28)=1.429, p=0.242;
M28)=1.764, p=0.195. Regressdo linear nfio mostrou associa¢do significativa com idade, lados
direito e esquerdo, respectivamente, p=0.370; p=0.172. Teste t com ajuste de Bonferroni nfio
mostrou diferenca no volume do cértex parahipocampal agrupado por lado t(58)=-0.723,
p=0.472. Hipocampo: MANOVA, lados direito e esquerdo agrupados por género: A(28)=3.009,
p=0.094; A(28)=3.541, p=0.070. Regressio linear nio mostrou associacdo significativa com
idade, lados direito e esquerdo, respectivamente, p=0.370; p=0.736. Teste t com ajuste de
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Bonferroni nfio mostrou diferenca no volume do coértex parahipocampal agrupado por lado
t(58)=-0.124, p=0.902.

O intervalo de confianca de 95% foi calculado para cada uma das estruturas avaliada,
e os limites de confianga (minimo e maximo, respectivamente) sdo: 1. cortex perrinal esquerdo
(2128-2410 mm’), 2. cortex perirrinal direito (2047-2355mm’), 3. cortex entorrinal esquerdo
(1022-1212mm®), 4. cértex entorrinal direito (1043-1265mm’), 5. cértex témporo-polar esquerdo
(3070-3400mm3), 6. cortex témporo-polar direito (2939-3359mm’), 7. cortex parahipocampal
esquerdo (1239-1505mm®), 8. cortex paraipocampal direito (1455-1733mm’), 9. amigdala
esquerda  (1464-1640m’), 10. amigdala direita (1412-1596mmnr’), 11. hipocampo esquerdo
(3118-33961331113 ), 12. hipocampo direito (3115-3375mm’). O intervalo de confianga de estudos
£1:83;84;86;112

prévios sfo mostrados na tabela 4 para comparagio.
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A defini¢do do protocolo morfométrico permitiu observar que estruturas pequenas
como o cortex entorrinal necessitam de grande rigor para a correta delineagdo e quantificacio.
Pequenas alteragbes referentes & qualidade das imagens ou as ferramentas utilizadas podem
portanto ser responsaveis por gerar alieracSes significativas, Esta hipdtese ¢ testada no préximo

objetivo.

Objetivo 2 — Definir a influéncia da qualidade da imagem de RM e do método na

morfometria manual de estruturas da regiio medial do lobo temporal.

Avaliagdo da influéncia da espessura do corte de RM e do método utilizado para

morfometria do cértex entorrinal.
Métodos
Sujeitos

Foram estudados 16 individuos saudaveis (13 mulheres) com idade média de 31 anos
(abrangendo de 21 a 53 anos). Nenhum dos individuos apresentava histéria médica pregressa,

inclusive sem historia de problemas neurolégicos e psiquidtricos.
O estudo foi aprovado pelo comité de ética da nossa instituico.
Aquisicdo de imagem de RM

Todos os participantes foram escaneados em aparetho de RM de 2 Tesla (Elscint
Prestige®). A analise volumétrica pelo método pixel por pixel foi realizada em imagens
ponderadas em T1 com aquisi¢io de voxel isotrépico de 1mm usando seqiiéncia tridimensional
gradiente-eco com excitagio do volume sagital (TR=18 ms, TE=10 ms, flip angle=30°, FOV =
256 x 204). A analise volumétrica pelo método de delineagiio de bordas foi realizada em imagens
ponderadas em T1 tipo “Inversion Recovery” (IR) com cortes de 3mm (TR=2.700 ms, TE=14
ms, TI=840 ms, flip angle=200°, matrix=130 x 256, FOV=16 x 18 cm) adquiridas
perpendicularmente ao longo eixo do hipocampo.
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4

A analise volumétrica tipo pixel por pixel foi realizada através da segmentacio
manual do cortex entorrinal em imagens convertidas para o formato MINC, com o uso do
programa Display (David McDonald) desenvolvido no Centro de Imagem Cerebral McConnell
do Instituto Neurolégico de Montreal. Através desse programa o volume da regido de interesse
(ROI) ¢ calculado pela soma de 4rea dos pixels manualmente escolhidos em cada corte,
multiplicados pelo nimero de cortes contendo a ROI. Por esse método, a definiciio da ROI ¢
realizada ao se selecionarem os pixels mais externos com o mesmo nivel de cinza que circundam

contém o mesmo nivel de cinza da ROI, e subseqiientemente pela selecio dos pixels contidos no

interior dessa area.

O método de delineagio de bordas foi realizado utilizando-se o programa NIH
(“National Institutes of Health”) através do desenbo manual da linha que envolve a ROI, e o
software calcula a drea da 4rea envolvida e multiplica a drea pelo numero de cortes para obter o
volume da RCL

Foi comparado o efeito na andlise volumétrica da espessura do corte através do uso
de volumes medidos pelo método pixel por pixel em imagens volumétricas submetidas a
reconstrugio em cortes de 1 mm, 2mm e 3 mm de espessura perpendiculares ao longo eixo do
hipocampo. Foi entfio realizada a comparagio dos métodos delineagio de bordas e pixel por
pixel com imagens que foram obtidas no mesmo periodo de tempo. O método pixel por pixel foi
realizado pelo uso do software Display com imagens que foram submetidas & reconstruciio em
cortes de 1,2 ¢ 3 mm, ¢ o método de delineagdo de bordas foi avaliado pelo programa NIH com

imagens nativas, conforme descrito acima.
Andlise volumétrica

Foi utilizado um protocolo anatémico para a definicio dos pontos de reparo
anatmicos utilizados para a segmentagdio. Esse protocolo foi descrito no objetivo 1, e foi
baseado em descriches prévias de anatomia e estrutura do lobo *£e1rnporaﬁ74 e do cortex
entorrinal®. Todas as mensuragBes foram realizadas pelo mesmo investigador (o autor desta
tese). O conhecimento a priori da espessura dos cortes das imagens durante a segmentagfio foi

impossivel de ser evitado, uma vez que o ntmero de cortes contendo o cdrtex entorrinal no
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sentido rostro-caudal era notoriamente diferente entre imagens com cortes de espessuras
diferentes. O investigador, no entanto, era inconsciente do resultado de cada mensuracio até que

todas as mensuragdes tivessem sido feitas. A descrigio sumarizada do processo de segimentacio.

Protocolo anatdmico- O cortex entorrinal surge 2 a 3mm caudal a jungdo dos lobos
temporal e frontal””. Com imagens reformatadas em !mm de espessura de corte, a distdncia a
junc&o dos lobos frontal e temporal foi contada pelo niimero de cortes. Nas imagens reformatadas
de 2 e 3mm de espessura, ¢ para imagens nativas coronais com 3mm, o limite rostral do cortex
entorrinal foi definido no primeiro corte caudal 4 jungdo dos lobos temporais € frontais. O limite
lateral foi definido pela transicio de substancias branca e cinzenta, enquanto o limite medial foi
definido como a superficie pial. O limite superior foi definido como o ponto mais medial do giro
parahipocampal ou o funde do sulco semianular. Em cortes caudais, a fissura hipocampal ¢
definida como a borda superior, ou, na sua auséncia, define-se o himite superior a linha que forma
um continuo com a substincia cinzenta do feixe angular. O limite inferior foi definido no ponto
médio do banco superior do sulco colateral. O limite caudal do cortex entorrinal foi definido
como o corte 2mm caudal ao fechamento do giro intralimbico®, que foi definido no plano sagital,
Se a visualizagiio do fechamento do giro intralimbico fosse dificil de ser realizada no método por
delineacfio de bordas, a borda caudal do cértex entorrinal era definida no corte contendo a juncéo
entre o corpo e a cauda do hipocampo e o limite caudal do corpo geniculado Jateral'™®,

Apos a segmentacio, foi realizada a re-avaliacio da regido marcada em todos os
planos, com o intuito de confirmar a correta definicdo dos limites pelos pontos de reparo

anatdmicos.
Andlise estatistica

Foram descritas a média, o desvio padrio, os valores maximos € minimos dos
volumes obtidos. Os valores foram avaliados para distribui¢io normal através do teste Os valores

dos volumes foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Kolmo gorov-Smirnov.
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A avaliacdio de confiabilidade da mensuragfio foi realizada pela mensuragfio em dois
momentos diferentes do cortex entorrinal em imagens com cortes de Imm espessura de quatro
individuos selecionados aleatoriamente. Nds usamos o teste t pareado, coeficiente de correlacio

intra-classe e o coeficiente de repitabilidade para avaliar a confiabilidade da mensuraggio''’.

ANOVA com teste de comparacfio post-hoc tipo Tukey com o hemisfério (lado
direito ou esquerdo) e género definidos como varidveis independentes e a idade definida como
covariavel, foi utilizado para a avaliagBo dos efeitos putativos de hemisfério e idade nos valores
de volumes obtidos. ANOVA com teste de comparagio post-hoc tipo Tukey foi também utilizado
para avaliar a diferenca entre as mensuracdes obtidas com imagens reformadas com diferentes
espessuras de corte. Regressdo simples fol utilizada para comparagfio dos volumes obtidos com

imagens reformatadas com diferentes espessuras de corte.

O teste t pareado foi utilizado para a compara¢io do método de delineacfio de bordas
e o método pixel por pixel. O nivel de significincia estatistica foi definido como p<0.05 ¢ a
analise estatistica foi realizada com o programa Systat 9.0.

Resultados
Analise tipo pixel por pixel

A andlise utilizando imagens com Ilmm de espessura mostrou volumes = desvio
padrio (DP) de 895mm’ * 143mm’ (amplitude de 703mm’ a 1098mm’) para o cértex entorrinal
esquerdo € 968mm’® + 186mm® (amplitude de 673mm® a 1317mm’) para o cortex entorrinal
direito. A analise realizada com imagens com espessura de corte de 2mm mostrou volume + DP
de 1299mm’ + 182mm’ (amplitude de 943mm’® a 1686mm’) para o cortex entorrinal esquerdo €
1317mm’ + 151mm’® (1105mm’ to 1592mm>) para o cértex entorrinal direito. A anslise realizada
com imagens com 3mm de espessura mostrou volume + DP de 1609mm’ + 187mm’ (amplitude
de 1259mm’® a 1896mm’) para o cortex entorrinal esquerdo e 1722mm’ + 179 mm?® (1463mm’ a
2016mm®) para o cortex entorrinal direito. Todos os volumes obtidos seguiram distribuiciio

normal de acordo com o teste Kolmogorov-Smirnov test (p>0.05). Os fatores hemisfério e
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género, com idade definida como covariavel nfio influenciaram o volume do cértex entorrinal
F[1,1231=0.008, p=0.929).

A avaliagdo de confiabilidade nio mostrou diferenca entre as mensuragdes dos
mesmos individuos realizadas com um periodo de intervalo de tempo(p=0.85). O coeficiente de
correlagéo intra-classe foi 1=0.923, ¢ todas as diferengas entre as duas mensuracdes foram menor

que dois desvios padrdes.

ANOVA dentro dos sujeitos revelou diferenca entre os volumes obtidos pela anélise
realizada com cortes de espessura de lmm, 2mm e 3mm (F[2,30]=141.326, p<0.001). A
comparacdo post-hoc tipo Tukey revelou diferenga entre todos os grupos (p<0.001) (Figura 5). A
correlagio obtida entre as mensuragBes foi: Matrix de correlagio Pearson = 0.353; cotes de 2 e
3mm — Pearson = 0.405; cortes de 1 e 3mm ~ Pearson = 0.566. Regressdo simples realizada com
os dados da segmentacdo de cortes de 1mm de espessura definida como varidvel independente e
de cortes de 2 e 3mm definidas como varidveis dependentes demonstrou R? = 0.339, com
p<0.05.
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ANOVA

F(2,30)=141,33; p<0.001

Tukey:3mm>2mm>1mm
2500 , ; ,

w 1925
o
£
a
‘8 1350
E
=

775

200 1 ; I

1mm 2mm 3mm
Espessura de corte

o Cértex entorrinal esquerdo
X Cortex entarringl direifo

Figura 5- Grafico tipo Box e Whiskers da média dos volumes obtidos pela andlise de
diferentes espessuras de cortes (1, 2 ¢ 3 mm — volumes obtidos pela analise

de cada uma dessas espessuras).
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O método de delineacdo bordas realizado em cortes de 3mm mostrou volume + DO
de 1905mm’ + 264 mm’ (amplitude de 1602mm’ a 2439mm’) para ¢ cOrtex entorrinal direito e
1903mm’+ 226 mm’ (1530mm’ a 2339mm’) para o cértex entorrinal esquerdo. Os volumes

obtidos seguiram distribui¢do normal segundo o teste de Kolmogorov-Smirnov (p>0.05).

O teste t pareado mostrou diferenca estatisticamente significativa entre os métodos
delineacdio de bordas e 0 método pixel por pixel para o cortex entorrinal esquerdo t(15)=4.990,
p<0.001 e para o cortex entorrinal direito t(15)=2.684, p<0.05 (Figura 6).
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Teste t pareado

cériex entorrinal esquerdo Cériex entorrinal direilo
T(1 5)=4,99; p<0.001 T{15)=2,68; p<0.06

2500 .

Mm cubicos

1500 0;:'
o Pixel por pixel

1000 L L N
esquerdo direito Delineago de bordas

L.ados

Figura 6- Gréfico tipo Box ¢ Whiskers mostra a distribui¢io dos volumes dos cortices
entorrinal direito e esquerdo medidos pelo método pixel por pixel e por
delineacdio de bordas.
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O efeito do volume parcial nfio afeta a morfometria de estruturas cerebrais com maijor
volume como o hipocampo®’ ou a amigdala’**!"*. No entanto, outros fatores podem influenciar a
acuracia da volumetria de estruturas cerebrais como por exemplo a capacidade de definigio
precisa de estruturas anatGmicas que servem como pontos de reparo & morfomefria. Em estruturas
cuja definigio de bordas € dificil, como a amigdala, esta varidvel pode gerar diferenca
significativa. Essa hipétese ¢ testada a seguir.

Avaliaciio do efeito da visualizacdio por viries planos ortogonais para definiciio

de pontos de reparo anatémicos na quantificacio do volume da amigdala.

Métodos
Sujeitos

Foram estudados 15 individuos saudaveis (13 mulheres), sem histéria médica

pregressa, sem histéria de eventos neuroldgicos ou psiquidtricos.

Foram também estudados 15 pacientes com ELTM refratiria a tratamento
medicamentoso (9 mulberes), sem co-morbidades. Todos os pacientes apresentavam atrofia
hipocampal unilateral e tinham registro eletroencefalografico do inicio de crises do mesmo lado
da atrofia.

-

Efica
O estudo foi aprovado pelo comité de ética de nossa instituicdo.
Aquisicdo de imagens de RM

Os participantes foram submetidos a protocolo diagnéstico padrio’'®, que inclui
aquisigbes tipo volumétrica ponderada em T1, e coronal tipo IR ponderada em T1, que foram
utilizadas neste estudo.

As imagens coronais foram adquiridas perpendiculares ao longo eixo do hipocampo,
definido por imagens sagitais (ponderadas em T1, tipo IR, cortes de 3 mm de espessura, flip
angle = 200°, TR = 2,800 ms, TE = 14 ms, tempo de inversio = 840 ms, matrix = 130 x 256,
FOV =16x 18 cm).
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As imagens volumétricas ponderadas em T1 com voxel isotrépico de 1 mm foram
obtidas utilizando aquisiclio tridimensional gradiente-eco, com excitacio de volume sagital
(TR=18, TE =10, flip angle =30°, FOV = 256 x 204, cortes sagitais de 1mm). Essas imagens
foram submetidas a pds-processamento: em primeiro lugar, as imagens foram transformadas para
formato Minc, em segundo lugar as imagens foram submetidas & transformacio linear
estereotaxica para o espago padrio® e em terceiro lugar as imagens foram submetidas a corregfes

de inomogeneidade do espago estereotaxico utilizando o software N3'%,
Andlise volumétrica

Os pontos de reparo anatémicos utilizados para segmentagio foram aqueles definidos
pelo protocolo (tabelal — objetivol) e foram idénticos para e segmentagio das imagens
volumétricas com 1mm de espessura de corte ou para segmentacio de imagens coronais com
3mm de espessura de corte. Os passos utilizados em cada uma das formas de segmentagfo sfio

descritos a seguir.
Segmentacdo de cortes coronais de 3mm de espessura:

Foi utilizado o programa NIH, que permite a visualizagfio ¢ magnificagiio da imagem,
com a possibilidade da delineagfio de regides de interesse. A andlise quantitativa foi realizada em
imagens de RM ponderadas em T1, tipo IR, com cortes de 3mm de espessura.

Um outro observador determinou 0s volumes desse protocolo, através de referéncia a
pontos de reparo anatdmicos definidos no protocolo (objetivo 1) e em estudos prévios' ™
(figura 7A).

O limite rostral da amigdala foi definido no corte mais rostral contendo o tronco do
lobo temporal. O limite inferior foi definido pela substincia branca do feixe angular em cortes
mais rostrais. Em cortes mais caudais foi definido pela presenga do hipocampo, que surge como
massa de substincia cinzenta inferior e lateral 34 amigdala. O alveus ou o recesso uncal do
ventriculo lateral foram utilizados para separacio da amigdala da cabeca do hipocampo. O limite
lateral foi considerado a transicdo entre a substincia branca do lobo temporal e substincia
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cinzenta da amigdala; o limite medial foi definido come a superficie pial superiormente ao giro

semianular ¢ o feixe angular inferiormente ao giro angular. O limite superior foi definido como

uma linha arbitraria da cisterna quadrigeminal ao limite inferior do sulco circular da insula.
Os volumes obtidos foram corrigidos pelo volume intracriano total®®.
Segmentacdo tridimensional:

Foi utilizado o programa Display (David McDonald) desenvolvido no Centro de
Imagem Cerebral McConnell do Instituto Neurologico de Montreal. Os volumes foram
determinados por um observador (Leonardo Bonilha) com referéncia ao protocolo desenvolvido
no objetivo 1, e métodos previamente descritos para segmentagio tridimensional da amigdala 7,

bem como estudos de finggo e anatomia do lobo temporal® (Figura 7B).

Métodos

81




Figura 7A- A amigdala do hemisfério direito é delineada em imagens TI-IR com 3mm de
espessura, em sua extenso rostro caudal. B) A amigdala do hemisfério direito €
delineada em imagens T1 de 1mm de espessura respectivamente nos planos

coronal, axial e sagital.
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Diferentemente da segmentacfio realizada no plano coronal, o plano axial fo1 a base
para a segmentagdo tridimensional da amigdala. Os planos sagitais e coronais foram usados como
constante referéncia, mas a forma mais facil de se visualizarem os limites postero-inferiores da
amigdala foi a definicio do alveus e do ventriculo lateral no plano axial Quando havia
dificuldade para definir o alveus, para definicio do limite imnferior foi utilizada a cabeca do
hipocampo através de cortes sagitais. Uma coluna de pixels foi adicionada ao hipocampo na
regifio do alveus. Apds a definicio dos limites posterior-inferiores, o limite anterior foi definido
por um semi-circulo desenhado com sua origem definida no ponto médio da linba desenhada

como limite posterior.

Cuidado especial foi tomado para nfo se inserir 0 cortex entorrinal na regifio definida
como amigdala, e isso foi feito através da exclusio das colunas de pixels mais anteriores e
mediais 4 amigdala, ou segmentando o cortex entorrinal concomitantemente. Finalmente, apds a
segmenta¢fio no plano axial, fol realizada revisdo com visualizagfic dos trés planos ortogonais de
toda a regifio definida come amigdala com aten¢de particular ao Limite superior definido como
linha horizontal passando pela por¢éio mais lateral da cisterna quadrigeminal.
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Figura 8- Delineacdo do limite anterior da amigdala. A figura 3 esquerda mostra um corte
axial no nivel da amigdala de uma imagem de RM ponderada em T1, e a figura
da direita demonstra magnificagio da regifio anterior do Jobo temporal. A
delineacdo da amigdala ¢ demonstrada em preto.
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Andlise estatistica

Foram descritas a média e os desvios padrBes dos volumes das estruturas analisadas.
Esses valores foram separados em um grupo de controles e um grupo de pacientes com ELTM. O
grupo de pacientes foi dividido de acordo com o lado da atrofia hipocampal. Os dados foram
avaliados quanto & normalidade da distribuicdo pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para
comparagio entre as duas diferentes formas de andlise foi utilizado teste t pareado. Foi ainda
realizada ANOVA para avaliagiio de diferengas putativas entre o volume da amigdala esquerda e
direita entre controles e pacientes com EL'TM com atrofia hipocampal a direita e 4 esquerda. O

nivel de significincia estatistica foi definido em p<0.05.
Resultados

Foram avaliados 15 pacientes (6 homens) com ELTM refrataria a tratamento clinico e
15 individuos mormais (2 homens). Todos os pacientes com ELTM apresentavam atrofia
hipocampal unilateral e lateralizagdo de crises por registro eletroencefalografico ictal concordante
com o lado da atrofia hipocamapal. Nove pacientes apresentavam ELTM & esquerda e seis a
direita. Os volumes obtidos pela segmentagio do plano coronal e pela segmentacfio do

tridimensional seguiram distribui¢@o normal segundo o teste de Kolmogorov-Smimov (p>0.05)
Segmentacdo no plano coronal

O volume médio ¢ o DP da amigdala direita dos controles foi 1742 + 151 mm’, e o
volume médio e o DP da amigdala esquerda foi 1703 + 146 mm’. Entre os pacientes com MTLE
3 direita, a amigdala medin =1875 + 323 mm?; a amigdala esquerda =1829 + 245 mm’; e para os
pacientes com ELTM a esquerda: amigdala direita =1842 £ 225 mm’; amigdala esquerda =1733
+ 258 mm’. O teste t dependente realizado com os dados da segmentagio coronal nio mostrou
assimetria entre os controles t(14)=1.316, p>0,05, pacientes with ELTM & esquerda t(8)=1.244,
p>0,05 e pacientes com ELTM a direita TLE t(5)=0.768, p>0,05. ANOVA n#o mostrou diferenca
sigpificativa entre os volumes da amigdala dos controles e dos pacientes, com poder
>95%(Figura 9A). O indice de assimetria (=[100.(R-L)}/[(R+L)2]) nfic foi diferente entre

pacientes e controles, com poder >95%.
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Segmentacdo tridimensional

O volume médio ¢ o DP da amigdala esquerda dos individuos controles foi 1459 =+
229 mm’, e da amigdala direita foi 1413 % 199mm’. Dentre os pacientes com ELTM 2 direita, o
volume médio da amigdala esquerda foi =1410 + 167 mm®; da amigdala direita foi =1473 + 189
mm’; e dentre os pacientes com ELTM 3 esquerda foi: amigdala esquerda =1422 + 141 mm’;
amigdala direita =1349 + 188 mm’. O teste t pareado realizado com os valores da segmentagio
tridimensional nfo revelou assimetria entre os controles t(14)=1.731, p>0,05, pacientes em
ELTM a esquerda t(8)=0.839, p>0,05 e pacientes com ELTM & direita t(5)= -0.584, p>0,05.
ANOVA nfo mostrou diferenca estatisticamente significativa do volume da amigdala entre
controles pacientes com ELTM com poder >95% (figura 9B). O indice de assimetria também no

foi diferente entre pacientes e controles, com poder>95%.
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Figura 9- Gréfico tipo Box e Whiskers mostra a distribuicdo dos volumes da amigdala

entre pacientes com ELTM e controles.
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O teste t dependente demonstrou diferenca entre os volumes obtidos pelas
mensuracSes baseadas nos cortes coronais ¢ os volumes obtidos pela mensuragdo baseada na
visualizagdo tridimensional (controles: amigdala direita 1(14)=6.832, p<0.001, amigdala esquerda
t(14)=4.814, p<0.001; ELTM direita: amigdala direita t(5)=2.668, p<0.05, amigdala esquerda
t(5)=3.328, p<0.05; ELTM esquerda: amigdala direita t(8)=5.756, p<0.001, amigdala esquerda
t t(8)=2.956, p<0.05) (Figura 10).
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Figura 10

A morfometria manual quando realizada com estrita aderéncia aos critérios
anatdmicos gera resultados confidveis. A desvantagem da morfometria convencional, entretanto,
reside no grande tempo gasto para avaliagio de pequenas estruturas dentro do cérebro, e na
incapacidade de se avaliarem concomitantemente diferentes regides cerebrais. Com finalidade de
implementar uma ferramenta que permita a avaliagdo automatizada de diferentes areas cerebrais

em conjunto tem-se o objetivo a seguir.
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Objetivo 3- Definir protocolo para investigacio automditica do tipo voxel por voxel de
concentracio de substincia cinzenta (CSC), otimizado para pacientes com epilepsia do lobo

temporal.

Métodos

O protocolo para a avaliagio da CSC por MBV é descrito passo a passo a seguir. Um
dos passos do protocolo consiste na normalizagio das imagens de RM para o espago
estereotaxico. Foram utilizadas para a definiciio dos passos duas imagens de RM: uma imagem de
RM de um paciente com ELTM e uma imagem de RM de um individuo normal. Em virtude da
suposta diferenga espacial de CSC da imagem do paciente com ELTM, as imagens foram
submetidas a todos os passos do processamento descritos abaixo e subseqgiientemente checadas

quanto & disposi¢éio anatdmica do resultado da CSC.

Foram utilizadas apenas imagens tipo ponderadas em T1 com voxel isotrépico de
Imm obtidas usando aquisigdo tipo gradiente-eco tridimensional, com excitacio de volume
sagital (TR=22ms, TE=9ms, matrix=256x220, field of view (FOV) = 25x25cm, fatias sagitais de
Imm). Todas as imagens foram obtidas por um scanner com campo magnético de 2 Tesla
(Elscint Prestige®).

As imagens foram submetidas inicialmente 3 transformacio do formato

bidimensional Dicom para o formato Analyze, utilizando o programa MRIcro (Chris Rorden,

www.mricro.com)'’ (Figura 11).
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Subseqiientemente as imagens foram submetidas & corregfio do plano ortogonal para

permitir normaliza¢o para o espago padrfo (Figura 12).

De forma a facilitar o processo de normalizacio das imagens para o espago padrio, a
comissura anterior (CA) foi locahizada e suas coordenadas foram definidas como “origem”, i.e.,

0x0x0mm, para posterior processamento (Figural2)

As imagens no formato Analyze, corrigidas para o plano ortogonal e com a origem
definida na CA foram entfo submetidas 4 redugfo do contetido extracerebral da imagem. Isso foi

feito através da retirada da porgio referente ao pescogo e face nas imagens.

Uma vez realizados todos esses ajustes as imagens estavam prontas para
transformacgdo para o espaco padrfo, ou normalizagdo, que ¢é realizada para correcdo da
variabilidade individual de tamanho cerebral. Cada imagem ¢é normalizada para um formato
definido no Atlas de Talairach e Tournoux™®. Este processo iclui a estimativa de 12
pardmetros 6timos para transformacdo linear e fungfo base 7x8x7 para transformagfo nHo-linear.
Em outras palavras, as imagens sdo rodadas ¢ modificadas em tamanho para que estejam no final

do processo no mesmo espago estereotdxico (Figural3).

A normalizacfio das imagens foi realizada pelo sofiware SPM99 (Wellcome

Department of Cognitive Neurology, www.filion.uckac.uk)”® através de rotinas padrdes

presentes no programa.
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Figural2- A imagem em formato Analyze ¢ corrigida para os planos ortogonais e a CA (ponto

de cruzamento das linhas vermelhas) € definida como origem da imagem
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A Translagdo Zoom
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Rotagdo Esticamento

Figural3- A imagem no formato Analyze é submetida a transformacfo linear e ndo linear para
ser registrada no espago estereotdxico padrio. Em A observam-se as transformagdes
lineares a que a imagem & submetida ¢ em B observam-se exemplos de possiveis
gradientes nfo lineares que podem ser aplicados 4 imagem para transformaciio
(cortesia Dr Chis Rorden, Escola de Psicologia, Universidade de Nottingham).

Ap6s a normalizacfio as imagens foram submetidas 3 segmentagio da substéncia
cinzenta usando rotinas do programa SPM99 que estimam a probabilidade de cada voxel ser
substincia cinzenta. Com o processo de segmentagdo € possivel utilizarem-se apenas as regides
correspondentes & substincia cinzenta para andlise subseqiiente (Figura 14). Uma preocupagio
com a pormalizacio convencional é o fato de que o processo de normalizacfio pode alargar
regies atrofiadas quando da comparagfio das imagens dos pacientes com o espaco estereotdxico
(uma vez que o padrio utilizado na normalizacio € baseado em imagens de pessoas
neurologicamente sadias). Good et al''® propuseram uma técnica para modulagio da
concentragio estimada de tecido em imagens segmentadas baseada na deformaciio encontrada
durante a normalizacdo. Essa técnica preserva a quantidade de tecido, por exemplo substincia
cinzenta, enquanto promove bom alinhamento espacial entre pacientes e controles. As imagens

foram submetidas entfo a normaliza¢iio com e sem modulagfio para posterior comparacio.
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O resultado da segmentacfio sfio imagens contendo apenas substincia cinzenta. Essas
imagens sdo entfio submetidas & suavizagfio com cerne gaussiano isotrépico de 10mm de forma a
reduzir a variabilidade mterindividual de localizagio de sulcos e giros (Figurals).

Figura 14- As imagens normalizadas (A) sfo submetidas & segmentacio em lquor(B),
substdncia branca (C), substincia cinzenta (D). Em cada quadrante véem-se:
imagem superior esquerda - corte coronal, imagem superior direita — corte sagital,

imagem inferior esquerda — corte axial, imagem inferior direita — renderizagdo
tridimensional da imagem com o crinio extraido.
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Figura 15- Imagem correspondente & substdncia cinzenta é submetida & modulagio e

subseqiiente suavizagdo com cerne gaussiano isotropico de 10mm.

Resaltados

Embora as imagens dos controles nfo tivessem apresentado diferengas visuais na
localizagdo da substdncia cinzenta, as imagens de pacientes com ELTM normalizadas sem o

passo definido como modulagdo apresentaram deformidade de substincia cinzenta.

Na imagem do individuo normal, ndo foi possivel definir diferenca visual entre as

segmentagdes com ou sem a modulagdo (Figura 16).

Na imagem do paciente com ELTM e atrofia hipocampal 4 esquerda, observou-se
diferenca qualitativa entre a imagem normalizada segmentada com modulagdo comparada a
imagem normalizada segmentada sem a modulagio. A imagem fruto da modulagio preservou

visualmente a quantidade de substincia cinzenta sobretudo da porgio medial do lobo temporal
(Figura 17).
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Figura 16- Nesta figura observam-se imagens de um individuo normal. A coluna da esquerda
representa imagem ponderada em T1, enquanto a coluna do centre representada
apenas o relativo ao segmentado de substincia cinzenta. Na coluna da direita
observa-se fusdo das duas imagens. Na linha superior, a imagem do segmentado de
substincia cinzenta ndo foi submetida a modulagido. Na linha inferior a imagem
correspondente ao segmentado foi modulada. Observa-se que nfio ha diferenga

qualitativa entre as imagens fundidas quanto & deformagio da substancia cinzenta.
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Figura 17- Nesta figura observam-se imagens de um individuo com atrofia hipocampal 2
esquerda (imagens em convengdo neurolégica, ie., o hemisfério esquerdo
corresponde ao lado esquerdo da imagem.). A coluna da esquerda representa
imagem ponderada em T1, enquanto a coluna do centro representada apenas o
relativo ao segmentado de substidncia cinzenta. Na coluna da direita observa-se
fusdo das duas imagens. Na linha superior, a imagem do segmentado de substincia
cinzenta ndo foi submetida & modulagfo. Na linha inferior a imagem correspondente
ao segmentado foi modulada. Observa-se que na fusdo da imagem modulada a
quantidade e a localizagio de substdncia cinzenta, sobretudo na regifio medial de

lobo temporal e no hipocampo esquerdos (do lado esquerdo da figura), sdo

qualitativamente melhor preservadas.
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Com os trés objetivos expostos até aqui se completa o passo de desenvolvimento ¢
implementagiio de ferramentas para o estudo do dano cerebral. Nos objetivos a seguir seréd
pesquisado o dano neuronal em pacientes com ELTM através do uso das ferramentas até aqui
descritas. Tnicialmente, objetiva-se avaliar a extensfio do dano neuronal na regifo medial do lobo

temporal através de morfometria convencional, como exposto a seguir.

Objetivos 4- Definir a magnitude e a extensio do dano neuronal nas estruturas da regido

medial do lobo temporal de pacientes com ELTM refratarios ac tratamento clinico.
Métodos
Sujeitos

Foram estudados 32 sujeitos adultos normais (12 homens) sem histéria médica
pregressa. Todos esses individuos foram recrutados na comunidade local e foram voluntérios para
este estudo. No6s também estudamos 48 pacientes com ELTM crdnica refratéria. Todos os
pacientes foram encaminhados do ambulatério de epilepsia do HC-Unicamp, onde eles foram
diagnosticados segundo analise clinica detalhada. A definigo da sindrome clinica foi realizada
de acordo com os critérios a Liga Internacional contra FEpilepsia - ILAE'. As crises foram
lateralizadas de acordo com a histéria médica, com exame neurologico detalhado,
eletroencefalograma interictal e video-cletroencefalograma prolongado registrando inicio das
crises. Todos os pacientes apresentavam atrofia hipocampal unilateral 4 andlise visual de rotina
da imagem de RM do protocolo diagnéstico®. Todos os pacientes apresentavam ELTM refratéria
a tratamento a tratamento medicamentoso. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética de nossa
instituico.

Aquisicdo de imagem de RM

Foram adquiridas imagens de RM utilizando-se protocolo padronizado®™. Neste
estudo utilizaram-se imagens ponderadas em T1 com voxels isotropicos de lmm. foram
adquiridas em scanner Elscint Prestige de 2 Tesla, utilizando seqfiéncia tipo gradiente eco
(TR=22ms, TE=%ms, flip angle=35" matrix=256x220, field of view = 25x22cm, cortes sagitais de

Imm).
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Pos-processamento de imagens

As imagens foram transferidas para estagdo de trabalho tipo Silicon Graphics O,
(Mountain View, California, EUA). As imagens foram inicialmente convertidas para o formato
minc, corrigidas para nfio-homogeneidade de campo magnético utilizando o programa N3'% ¢

foram submetidas a transformacéio linear estereotéxica para o espago padrio”.
Anuilise volumétrica

Foi realizada segmentagio manual utilizando-se o software Display
(David McDonald) desenvolvido no Centro de Imagem Cerebral do Instituto Neurologico de
Montreal. O software permite a delineacdio de estruturas de interesse e automaticamente calcula o

volume da regifo delineada.

Os volumes foram determinados por um observador (Leonardo Bonilha). A
delineacfo manual das estruturas de interesse foi realizada de acordo com os estudos previamente
publicados sobre anatomia do lobo temporal’*7#%3#1% ¢ sequindo o protocolo definido no

objetivo 1.

Noés avaliamos os volumes do cértex témporo-polar (TPC), do cértex perirrinal
(PRC), do cortex entorrinal (ERC), do cértex parahipocampal (PHC), do hipocampo (HIP) e da
amigdala (AMY). A segmentacio foi realizada por andlise conjunta dos trés planos ortogonais.

Andlise estatistica

Os dados foram avaliados utilizando-se o programa Systat (9.0) para Windows. As
diferengas entre os grupos para idade foram avaliadas utilizando-se AN OVA, e a distribui¢io de
género foi avaliada utilizando-se o teste de Qui-quadrado. Diferengas entre os volumes entre os
individuos controles foram avaliadas com ANOVA multivariada (MANOVA) com dois fatores
dentro-do-sujeito (lado: esquerda e direita; e estruturas: TPC, PRC, ERC, PHC, HIP, AMY). O
valor da medida do volume de cada individuo foi padronizado de acordo com os volumes do
grupo controle através da transformacfo na pontuaciio Z (Z score), i.e., o nimero de desvios

padrbes distantes da média dos controles. Para cada individuo a assimetria dos volumes foi
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calculada de acordo com o indice de simetria (E-D)/[(E+D)/2]. As diferengas entre os grupos de
volume foram avaliadas com MANOVA com um fator de agrupamento entre-sujeitos (grupos:
controles, ELTM-esquerda, ELTM-direita) ¢ um fator de agrupamento dentro-do-sujeito
(estruturas): TPC direito, TPC esquerdo, PRC direito, PRC esquerdo, ERC direito, ERC
esquerdo, PHC direito, PHC esquerdo, HIP direito, HIP esquerdo, AMY direita, AMY esquerda).
A MANOVA foi seguida por comparaggo pelo teste post-hoc de Tukey. ANOVA de uma via foi
utilizada para comparar as diferencas entre as pontuagles Z de estruturas diferentes. Diferencas
entre grupos foram avaliadas com MANOVA com um fator de agrupamento entre sujeitos
(grupos: controles, ELTM-esquerda, ELTM-direita) e um fator de agrupamento dentro-do-sujeito
(estruturas: TPC, PRC, ERC, PHC, HIP, AMY). O nivel de significincia estatistico foi definido
como p<0.05. Noés consideramos o volume da estrutura como anormalmente reduzido se sua

pontuacio Z fosse menor do que dois DP.

Resultados

Vinte e quatro pacientes apresentaram atrofia hipocampal a direita e ELTM & direita,
e vinte e quatro apresentaram atrofia hipocampal ¢ ELTM & esquerda. Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa de distribui¢io de idade (F[72,2]=2,06, p>0.05) ou género (Pearson
Qui-quadrado=0,009, p>0,05) entre os controles e os pacientes com ELTM.

Controles

Os volumes das estruturas dos controles sdo mostrados na tabela 5. Nio houve
diferenca significativa entre os lados direito e esquerdo em nenhuma das estruturas avaliadas
(PRC: A{62,1]=0.56, p=0.46; TPC: A[62,1]=0.61, p=0.44; ERC: A[62,1]=0.4, p=0.53; PHC:
A[62,1}=0.83, p=0.37; AMY: A[62,1]=0.67, p=0.42; HIP: A(58,1)=0.008,p=0.93.

Pacientes com MTLE

Os volumes das estruturas estudadas estfio mostrados na tabela 5. MANOVA com
comparagdo post-hoc entre pacientes e controles mostrou diferenca significativa entre os volumes
das seguintes estruturas: HIPD, HIPE, AMYD, AMYE, ERCD, ERCE, PRCD, PRCE, PHCD,
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TPCE (Figura 18). Em relagdo aos controles, os pacientes com ELTM 2 esquerda apresentaram
redugdo significativa nos volumes das estruturas: HIPD, HIPE, ERCE, PRCE, AMYE, TPCE;

enquanto os pacientes com ELTM 4 direita apresentaram redugdo significativa nos volumes das
estruturas: HIPD, AMYD, ERCD, PRCD, PHCD.
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Hipocampo esquerdo
A[77,2]=113,98; p<0,001
Tukey: ELTM esq<ELIM dir<Conirole

Hipocampo direito
A[77,2]=103,2; p<0,001
Tukey: ELTM dir<Caontrole=ELTM esg
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Cdrtex entorrinal direito Cdrtex entorrinal esquerdo

A[77,2]=13,28; p<0,01 A[77,2]=15,69; p<0,001
Tukey: ELTM dir<ELTA{ esq=Conitrole Tukey: ELTM esq<ELTM dir=Controle
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Cdrtex perirrinal direito Cortex perirrinal esquerdo
A[77,2}=6,99; p<0,01 3[77,2}=16,62; p<0,001

Tukey: ELTM dir<ELTM esg=Conirole Tukey: ELTM esq<ELTM dir=Controle
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Cortex témporopolar direito Cdrtex témporopolar

esquerdop
M77,2=233; p>0,05 A[T7,2]=4,33; p<0,05
Tukey: ELTM esq=ELTM dir=Controle  Tykey: ELTM esq<ELTM dir=Controle
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Cdrtex parahipocampal Cdrtex parghipocampal
direito esquerdo
#[77,2)=5,16; p<0,05 A77,2]=0,97; p=>0,05
Tukey: ELTM dir<ELTM esq=Controle ~ Tukey: ELTM esq=ELTM dir=Controle
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Figura 18- Graficos tipo “box e whiskers”mostrando a distribuicio dos volumes da

regido medial temporal agrupados entre controles e pacientes com
ELTM.
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Assimetria

MANOVA revelou diferenca significativa entre os grupos de controles e pacientes
nos indices de assimetria obtidos para cada estrutura (Figura 19). Houve assimetria em todas as
estruturas analisadas e os pacientes com ELTM a esquerda apresentaram redugfo no indice de
assimetria para todas as estruturas, 2o passo que os pacientes com ELTM a direita apresentaram

aumento do indice de assimetria nas seguintes estruturas: HIP, ERC, PRC, PHC.

Assimetria hipocampo Assimetria amigdala
A[77,2]=316,62; p<0,001 A[77,2]=20,67; p<0,001

Tukey: ELTMesq<Controle<ELTMdir Tukey: ELTMesq<Controle=ELTMdir
10 ; ; 10 : :
040
0.5 ;%i&;; - %
; 23 E
g 00 T Il =
3 3
8 00po 8
-1
£ o5t 0000 7] =
QG0
-1.0 L i -1.0 ' L
’ ELTMdir  ELTMesq ELTMdir  ELTMesq
GRUPOS GRUPOS

Métodos
108



Assimetria cortex perirrinal  Assimetria cortex entorrinal

A[77,2]=39,75; p<0,001 A[77,2]=92,44; p<0,001
Tukey: ELTMesq<Controle<ELTMdir Tukey: ELTMesq<Controle<ELTMdir
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Figura 19- Graficos tipo “box e whiskers”mostrando a distribuicdo dos indices de assimetria
das estruturas da regifio medial temporal agrupados entre pacientes com ELTM.
direita e esquerda. Os valores de 1 desvio padrio do fndice de assimetria dos

individuos controles sfo mostrados como linhas tracejadas horizontais.
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Andlise individual

A analise individual através da pontuagdio Z mostrou diferenga graduacdo de atrofia
entre as estruturas da regido medial do lobo temporal em pacientes com ELTM a esquerda ¢ a
direita (Figuras 20 ¢ 21). Em ambos os grupos de pacientes, os cdrtices entorrinal e perirrinal
estavam mais atrofiados que as demais estruturas, porém menos atrofiados que o hipocampo. A
tabulagdio das estruturas contralaterais ao hipocampo atréfico demonstraram discreta diferenca
entre as pontuagdes Z.
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ELTM esquerda

ANOVA F (23,5)=53.9
p<0.001

Tukey: HIPE<PRCE=ERCE<TPCE=AMYE=PHCE

Pontuagao Z

ESTRUTURA

Figura 20- Grafico tipo “box e whiskers”mostrando a distribuicio das pontuacdes Z das
estruturas da regifio medial temporal ispilaterais ao lado da atrofia hipocampal e
ELTM, em pacientes com ELTM 2 esquerda.
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ELTM direita

ANOVA F (23,5)=60.36
p<0.001

Tukey:HIPD<PRCD=ERCD<TPCD=AMYD=PHCD
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Figura 21~ Gréfico tipo “box e whiskers”mostrando a distribuicio das pontuagbes Z das
estruturas da regifio medial temporal ispilaterais ao lade da atrofia hipocampal ¢
ELTM, em pacientes com ELTM 4 direita.
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ELTM direita e esquerda

ANOVA F (47.11)=4.43
p<0.001

Tukey -HIPD<AMYD): HIPE<ERCD e E<AMYD

Pontuagdo 2
N
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Figura 22- Grafico tipo “box e whiskers”mostrando a distribuicio das pontuacdes Z das
estruturas da regifio medial temporal contralaterais ao lado da atrofia hipocampal e
ELTM.

Métodos
113



Uma vez definidas quais as estruturas da por¢do medial do lobo temporal que
apresentam reducfo de volume em pacientes com ELTM, surge a duvida se a atrofia dessas

estruturas influi na sintomatologia desses pacientes. Esta questfio € abordada no objetivo a seguir.

Objetivo 5- Definir a influéncia da atrofia das estruturas mediais {emporais nas

manifestacdes clinicas dos pacientes com ELTM.
Métodos
Sujeitos

Dentre os pacientes com ELTM, foram selecionados 40 individuos submetidos a
cirurgia para tratamento de ELTM. Desses pacientes foram obtidas as informagbes clinicas, as

quais foram comparadas com os volumes das estruturas da regifio medial do lobo temporal.
Dos individuos com ELTM, foram tabulados ent&o:
1.)Idade: definida como a idade em que o individuo realizou a RM;

2.)1dade de inicio de crises;

3.)Tempo de sintomas: calculado pela subtracio da idade no momento em que o

individuo realizou a RM ¢ a idade de inicio de crises;
4.)Freqiiéncia de crises parciais complexas;
5.)Freqiiéncia de convulses;

6.)Presenca e qualidade das crises parciais simples (CPS)/ auras: as CPS foram
agrupadas de acordo com a descricdo do paciente e foram analisadas desta
maneira. Posteriormente, as CPS foram agrupadas segundo sua qualidade (como

psiquicas, autondmicas, motoras, etc...) € novamente analisadas;

7.)Presenca de antecedentes mérbidos nfio-neurologicos;
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8.)Presenga de fatores de risco para epilepsia, ou seja: a) hist6ria familiar; b) histéria
de traumatismo crénio encefélico, ¢) histéria de meningite ou meningo-encefalite,

d) presenga de neurocisticercose 4 investigagio por imagem, tomografia
computadorizada ou RM.

9.)Presenga de alteragSes epileptiformes (ondas agudas ou espiculas) no EEG ictais,
bilateralmente.

10.) Resultado do tratamento cirlirgico. Foram realizadas analises com os pacientes
agrupados de acordo com resultado cirirgico definido pela escala de Engel*”.
Os dados foram ainda analisados com os pacientes agrupados como tendo obtido

resultado cirtrgico favoravel (classes 1 ¢ 2 de Engel) e nio favoravel
(classes3 e 4)

Os pacientes foram submetidos 4 segmentagfio das estruturas da regifio medial do
lobo temporal de acordo o protocolo definido no objetivo 1.

Os resultados foram analisados com o objetivo de avaliar correlagio entre varidveis
continuas como idade ou tempo de crises com o volume das estruturas, ou buscando diferenca na
freqiiéncia de distribuigdo de pacientes de acordo com os dados clinicos e volumes das estruturas
mediais temporais. Para analise de correlagfio utilizamos o coeficiente de correlagdo Pearson e
para avaliagio de distribuigio de freqiiéncia utilizamos o teste de qui~quadrado. Para célculo do
poder estatistico utilizamos programa on-line de céalculo
http://calculators.stat.ucla.edu/powercale/ , que é uma versio baseada no programa completo
STPLAN por Barry Brown et al que estd disponivel no arquivo:

ftp://odin.mdacc.tmc.edu/pub/source/dstplan-4.2.tar.gz
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Resultados

Foram estudados 39 pacientes com ELTM com atrofia hipocamapal 4 analise visual
de RM. Todos os pacientes apresentavam ELTM unilateral, confirmada por registro ictal, e

ipsilateral ao lado da atrofia hipocampal.

Os dados clinicos dos pacientes avaliados podem ser observados na tabela 6.

Tabela 6- Sumario das variaveis clinicas investigadas em pacientes com ELTM.

Idade Idade de Inicio de Tempo de Freqgiiéncia
crises sintomas de crises
Média 34,64 Meédia 5,77 Média 28.74 Média 12,76
Desvio Padrdo 9,25 Desvio padrio 4,85 Desvio padrio 9,96 Desvio padrio 14.37

Freqiiéncia
de convulsies

31% dos
pacientes: 1 ou
mais CTCG no

Gltimo ano

Auras Antecedentes EEG epileptiforme Fatores de risco
moérbidos interictal
Com alteragBes bilateriais:  495% com fatores de
20% Ti5C0
90% dos pacientes com 5% dos pacientes:
auras freqtientes hipertensfo arterial Com alteragdes unilaterais:  51% sem fatores de
sistémica 80% risco
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As variaveis clinicas qualitativas,i.e., tipos de auras e formas de fatores de risco, estdo

discriminadas abaixo, na tabela 7.

Tabela 7- Auras e fatores de risco discriminados segundo tipo e fregiiéncia.

tipos de auras fatores de risco

51% mal estar epigdstrico 35% antecedentes familiars

15% medo nenhum paciente com traumatismo craniano
10% angustia 2,5% meningite ou meningoencefalite
10%perpiexidade 13% crises febris

2,5% déja vu

5% frio

7,7% mal estar inespecifico

2,5% arrepio

Nio foi observada associagfio significativa entre os valores das estruturas mediais do
lobe temporal e varidveis clinicas qualitativas (presenca de auras, tipos de auras, histéria de
hipertensdo arterial, histéria de fatores de risco, tipos de fatores de risco, presenca de alteragdes
epileptiformes iterictais bilaterais a0 EEG, e resultado cirtrgico) (Qui-quadrado, p>0.05)
(poder = 0.92). Também nfo foi observada associacfio significativa entre as varidveis clinicas
quantitativas (p>0.05) (poder = 0.96).

Néo se observaram correlagbes significativas entre as estruturas mediais do lobo
temporal ¢ varidveis clinicas quantitativas (idade, idade de inicio de crises ¢ tempo de sintomas).

A matrix de correlagdo dessas varidveis pode ser vista na tabela 8.
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Tabela 8- A) Matrix de correlagfio tipo Pearson, entre as estruturas mediais do lobo temporal e as

variaveis clinicas quantitativas,

A) Matrix de correlacio Pearson

AMYD AMYE ERCD ERCE Freq.
AMYD 1
AMYE 0.208 1
FERCD 0.638 0.047 1
ERCE -0.11 0.346 -0.274 1
fregiiéncia crises -.064 -0.246 0.138 -0.133 i
HIPD 0.495 -0.087 0.739 -0.578 0.152
HIPE -0.447 0.301 -0.64 0.642 -0.067
Idade 0.269 0.067 0.335 -0.026 -0.075
Idade inicio crises  0.082 -0.098 0.006 -0.14 0216
PHCD 0.354 -0.139 0.526 -0.113 0.008
PHCE 0.048 0.071 0.017 0.477 -0.071
PRCD 0.498 0243 0.673 -0.074 -0.024
PRCE -0.032 0.437 -0.109 0.777 -0.045
Tempo_sintomas 0.215 0.099 0.307 0.043 -0.17
TPCD 0.296 0.12 0.396 -0.13 0.005
TPCE -0.109 0.279 -(.093 0.372 -0.061
HIFD HIPE IDADE Idade inicio crises PHCD
HIPD 1
HIPE -0.632 1
IDADE 0.29 £.263 1
Idade inicio crises  0.056 -0.074 0.097 1
PHCD 0.557 0373 0.263 -0.623 1
PHCE 0.01 0.386 0.024 -0.098 0.391
PRCD 0.524 -0.18 0.169 0.042 (.342
PRCE -0.42 0.592 -0.185 0.035 -0.217
Tempo_sintomas 0.244 -0.21 0.382 -0.383 0.259
TPCD 0.415 -0.002 0.069 0.197 0.317
TPCE -0.28 0.448 -0.347 0.063 -0.657
PHCE PRCD PRCE TEMPO_SINT TPCD
PHCE 1
PRCD 0.2 1
PRCE 0.295 0.269 1
Tempo_sintomas 0.071 0.132 -0.189 1
TPCD 0.189 0.566 0.019 -0.025 1
TPCE 0.23 0.18 0.45 -0.357 0.497
TPCE
TPCE 1
Mérodos

118



A atrofia do hipocampo dos pacientes com ELTM se correlaciona com os déficits de

memoria apresentados por esses pacientes® 4120

. Embora ainda nfo esteja claro se o
acometimento do hipocampo direito se associe a problemas de meméria'®’, a associagdo entre a
atrofia do hipocampo esquerdo e déficits de meméria verbal estd bem definida**'?. O hipocampo
¢ a estrutura central do sistema hipocampal de meméria'>, do qual ainda participam o giro
parahipocampal e o neocortex cerebral. Existe evidéncia de que o giro parahipocampal tem
fungdes individuais e independentes na formagio de meméria'>'?*. Se a atrofia das estruturas da
regido medial do lobo temporal se associa com os déficits de meméria apresentados por esses

pacientes ¢ discutido no objetivo a seguir.

Objetivo 6- Definir a influéncia das diferentes estruturas da regiio medial do lobo temporal

de pacientes com ELTM no desempenho em teste neuropsicolégico.

Métodos

Sujeitos

Foram estudados 39 pacientes consecutivos com ELTM. Todos os pacientes
provieram da clinica de epilepsia do HC-Unicamp, onde foram diagnosticados baseados em
avaliagio neurologica detalhada. A determinacéio da sindrome epilética foi baseada nos critérios
sugeridos pela ILAE'Y. As crises epiléticas foram lateralizadas de acordo com a histéria médica,
um exame neurolégico abrangente, e monitorizagdo prolongada de EEG ictal e interical. Todos os
pacientes apresentavam ELTM refratdria ao tratamento clinico, com inicio unilateral de crises e

AH unilateral 4 analise visual de rotina do protocolo diagnéstico de RM®. O estudo foi aprovado

pelo comité de ética de nossa institui¢do.

Além dos pacientes com ELTM, foram submetidos 3 RM 32 individuos normais

(21 mulheres) recrutados na comunidade local, como grupo controle.

Aquisicdo de RM

Nés adquirimos RM utilizando um protocolo padrio®™ e usamos imagens ponderadas
em T1 com voxels isotrépicos de 1mm, adquiridos em um scanner comercial (Elscint Prestige)

de 2 Tesla utilizando seqiiéncia spoiled gradient-echo (TR=22ms, TE=9ms, flip angle=35°
matrix=256x220, field of view = 25x22cm, cortes sagitais de 1mm).
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As imagens foram transferida para uma estacio de trabalho Silicon Graphics O;
workstation (Mountain View, CA) e foram submetidas a conversiio para o formato MINC

(thtp:/fwww.bic.mni.mcgill.ca/software/minc/minc.html), corre¢iio para nfo-homogeneidadde

de campo magnético usando o programa N3
(http:/fwww.bic.mpi.mcgill.ca/software/minc/minc.html)'”® ¢ transformagiio estereotéxica

tinear para o espago padrio™.

Realizou-se entfo a segmentagdo manual das estruturas de interesse usando o

programa DISPLAY (http://www.bic.mni.mcgill.ca/software/Display/Display.html) de acordo
com o protocolo definido no objetivo #1.

Avaliacdo Neuropsicologica

A avabiacBo peuropsicolégica inchiiu os seguintes testes: Wechsler Memory Scale —
Revised (WMS-R) para mvestigar memoria; sub-testes de vocabuldrio e desenho em blocos do
teste Wechsler Adult Intelligence Scale — Revised (WAIS-R) para estimar o QI; teste de
discrimina¢do auditiva teste de linguagem dicética para determinar o hemisfério dominante para
linguagem e para lateralizar memoéria verbal e visual. De forma a controlar outras fungOes
cognitivas que poderiam influenciar os testes de memoria, foram empregados os testes de
percepcdo de formas e cores, linguagem (Testé de Fluéncia Verbal — categoria animais € o teste
de nomeagdo de Boston/ BNT), ateng¢@o (Strub and Black Vigilance Test), e fungdes executivas
(Trail Making Test / TMT and Wisconsin Card Sorting Test / WCST)'>.

Anudlise estalistica

Os dados foram analisados utilizando o programa Systat (9.0) para Windows. As
diferengas para idade determinadas por analise de varidncia de uma via (ANOVA), e a
distribuicio de género pelo teste de Chi-quadrado. Diferengas de volumes entre os controles
foram avaliadas com analise multivariada (MANOVA) com dois fatores dentro dos sujeitos
(lado: esquerda, direita; e estruturas: TPC, PRC, ERC, PHC, HIP, AMY). As diferencas de grupo
foram avaliadas com MANOVA com fator de agrupamento entre-sujeitos (grupos: controles,
ELTM-esquerda, ELTM-direita) e um fator de agrupamento dentre os sujeitos {estruturas: TPC
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direita, TPC esquerda, PRC direita, PRC esquerda, ERC direita, ERC esquerda, PHC, direita,
PHC esquerda, HIP direita, HIP esquerda, AMY direita, AMY esquerda). O teste de MANOVA
foi seguido pelo exame de comparacio Tukey HSD post-hoc, de forma a determinar as estruturas

com redugfio de volume em pacientes com ELTM, comparada a controles normais.

Foi utilizado o teste de qui-quadrado para comparar os dados de desempenho
neuropsicologicos classificados em grupos qualitativos como domindncia manual (direita e
esquerda), dominancia hemisférica para linguagem (direita, esquerda, bilateral). Foi utilizada a
analise de correlacdo para avaliacio dos volumes das estruturas mediais femporats € sua relagéo
com pontuagles nos testes neuropsicol6gicos.

O nivel de significancia estatistico foi definido em p<0.05.

Resultados

Foram estudados 39 pacientes com MTLE (24 mulheres) com idade média de 35 anos
(de 17 a 54 anos), média educacional de 6 anos (de 1 a 16 anos), e média estimada de QI de 89
(de 73 a 115). Trinta e sete pacientes eram dextros (95%), e vinte e oito (72%) tinham
dominincia a esquerda para linguagem. A performance média nos testes neuropsicolégicos foi: -
3.73 DP (de:-12.47/+2.79) no BNT; 13 palavras (6-25) no teste de fluéncia verbal; 0.39 erros
(0-2) no teste de vigilincia; 62 segundos (19-197) no TMTA; ¢ 146 segundos (49-281) no
TMTB. No WCST, trinta ¢ oito (97%) pacientes exibiram amplitude normal de performance ¢
apenas um apresentou déficit de performance. Finalmente, no WMS-R, vinte e quarto (62%)

pacientes tiveram déficits de memoéria.

Dezenove pacientes com ELTM apresentaram AH 3 direita, e vinte AH a esquerda.
Néo foi observada correlacfo entre as estruturas da regifio medial do lobo temporal nos pacientes

com ELTM a esquerda ou a direita.

Andlise multivariada (MANOVA) com comparagio post-hoc de Tukey entre
pacientes ¢ controles mostraram uma redugdo significativa dos volumes das seguintes estruturas:
PRC direito (M69,2)=9.7,p<0.05), ERC direito {M69,2)=13,p<0.05), PHC direito
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(M69,2)=5.7,p<0.035), € HIP direito (A(69,2)=201.3,p<0.05) em pacientes com ELTM direita, ¢
nos pacientes com ELTM esquerda reducfo significativa nos volumes das seguintes estruturas:
PRC esquerdo (A(69,2)=31,p<0.05), TPC esquerdo (M69,2)=4.5,p<0.05), ERC esquerdo
(A(69,2)=18.8,p<0.05), AMY  esquerdo  (M69,2)=7.6,p<0.05), HIP  esquerdo
(M69,2)=275.5,p<0.05) in patients with left MTLE. Os resultados da analise de correlagiio dos

valores morfométricos e a avaliago neuropsicolégica estio mostrados na tabela 8B, abaixo.
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Foi observada correlagiio positiva entre o hipocampo esquerdo ¢ memoria verbal,
fluéncia verbal ¢ BNT; cortex perirrinal esquerdo e BNT; cortex entorrinal esquerdo e fluéncia
verbal; e cortex parahipocampal direito e teste de vigilincia. Por outro lado, foi verificada
correlagdo negativa entre o hipocampo direito € o cortex perirrinal direito e meméria geral,
memoria verbal e teste de fluéncia verbal. Ndo observamos associagio entre as variaveis

quantitativas e os volumes mediais temporais (Pearson Chi-square=39.0, p>0.05).

Volume

© Hip. Bireito
» Hip. Esquerde

-3 -2 -1 0 1 2 3
Memédria Verbai - Wechsler

Figura 25- Gréifico de distribuicdo de pontos com linha convexa circundando os pontos,
mostrando a distribuicsio de volume dos hipocampos direito ¢ esquerdo em relacéo

ao teste de memoria verbal de Wechsler.
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Como demonstrado por morfometria convencional, existe reduciio de volume das
estruturas mediais temporais além do hipocampo. As estruturas atrofiadas sio aquelas que se
relacionam anatdémica e funcionalmente com o hipocampo corroborando a hipétese de que existe
uma rede neuronal que gera e mantém as crises epiléticas, e que estd sujeita a lesdio. Como as
estruturas que pertencem a rede nfo se restringem a por¢So medial do lobo temporal, mas
envolvem as estruturas do sistema limbico, faz-se necessiria a avaliagdo de todo o cérebro. Essa

questio € abordada no objetivo a seguir.

Objetive 7- Avaliar a presenca e extensio do dano neuronal através da reducio da CSC em

todo o cérebro de individuos com ELTM.
Métodos
Sujeitos

Foram estudados 49 individuos normais provenientes da comunidade local (17
homens) com idade média de 34 anos (DP = 11), abrangendo de 19 a 60 anos. Foram ainda
estudados 43 pacientes consecutivos com ELTM. Vinte e dois pacientes tinham ELTM a
esquerda (8 homens) com idade media de 38 anos (DP = 8), entre 18 e 54 anos; e 21 pacientes
tinham ELTM & direita (7 homens) com idade média de 32 anos (DP = 8), entre 17 e 55 anos.

Todos os pacientes do estudo provieram da clinica de epilepsia do Hospital das
Clinicas da Unicamp, onde foram diagnosticados de acordo com a histéria clinica e exame fsico.
A investigacio complementar envolveu eletroencefalogramas (EEG) interictais, tomografia
computadorizada e exames de RM. A determinagio do tipo de sindrome epiléptica foi baseda nos
critérios da ILAE'. As crises foram lateralizadas de acordo com a histéria clinica, com exame
neurologico detathado, EEG interictais e video-EEG com registro do inicio de crises. Todos os
pacientes apresentavam atrofia hipocampal associadas com outros sinais de esclerose hipocampal
4 andlise visual do protocolo diagnéstico de RM'?. Todos os pacientes eram refratérios ao
tratamento clinico com drogas antiepiléticas, apresentavam inicio de crises e atrofia hipocampal
unilaterais.
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Aquisi¢io de imagens de RM

Foram adquiridas imagens de RM utilizando-se um protocolo “standard”, com coleta
de imagens T1 com voxel isotrépico de 1 mm ou com voxels de 1.5x0.97x0.97 mm. Todas as
imagens foram adquiridas no mesmo aparetho Elscint Prestige de 2 Tesla utilizando seqiiéncia
tipo graadiente-eco (TR=22ms, TE=%ms, flip angle=35°, matrix=256x220).

Processamento de dados

As imagens em formato DICOM foram transformadas para o formato ANALYZE
utilizando-se o programa de computador MRIcro (Chris Rorden, www.mricro.com)''”. A anslise
de MBV foi realizada utilizando-se o programa SPM99 (Wellcome Department of Cognitive
Neurology, www.filion.uclac.uk)’®. A rotina normalizaciio do programa SPM99 foi utilizada
para a adequaciio do tamanho e forma do cérebro de cada individuo ao modelo ‘T1.img’
fornecido pelo SPM99. A estimativa dos parimetros para normalizacio foi realizada através do
protocolo padriio do programa SPM99 (usando 12 pardmetros lineares e 7x8x7 fungdes de base

nfio lineares, com o uso de mascara cerebral para certeza de que o ajuste foi baseado no formato
do cérebro e nfio do escalpe). As imagens normalizadas espacialmente foram re-fatiadas em
voxels isotropicos de 1,5mm. Em seguida, as imagens foram submetidas a segmentacio de
substincia cinzenta usando as rotinas do programa SPM99, que estimam a concentragdo de
substincia cinzenta para cada voxel. De forma a evitar que o processo de normalizacio
aumentasse artificialmente areas cerebrais atrofiadas ao ajustar as imagens da pacientes ao espago
estereotaxico, utilizamos a modulagdo da concentracdio estimada de tecido. Tal método foi
proposto por Good et al'’® ¢, baseado na deformagiio especial encontrada durante o processo de
normalizagdo, permite que as imagens seja, transformadas adequadamente para o espacgo padrio e
tenham suas concentracdes de tecido (ou seja, substincia cinzenta) preservadas. Por fim, as
imagens foram submetidas a suavizagfio por um Cerne Gaussiano Isotrépico de 10mm de forma e
minimizar a variagdo inter-indidual de sulcos e giros. A suavizagio cria imagens que sfo mais
bem distribuidas segundo a variagio normal e permita a anilise baseada em voxels. As imagens
resultantes foram comparadas usando-se o teste t de forma a procurar diferencas na CSC entre
individuos controles e pacientes com ELTM. Os contrastes foram definidos de forma a estimar a

probabilidade de cada voxel ser substincia cinzenta.
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Andlise Estatistica

As diferencas de idade entre os grupos foram avaliadas usando-se ANOVA, ¢ a
distribui¢io de género fo1 avaliada com o teste de Qui-quadrado.

As imagens normalizadas, segmentadas, moduladas e suavizadas foram analisadas
usando-se o programa SPM99. Foram conduzidas duas anslises sobre concentragdo de substancia
cinzenta: uma comparando os pacientes com ELTM a esquerda com controles e a segunda
comparando os pacientes com ELTM a direita com os controles. Os pardmetros para as duas
andlises foram idénticos e foram utilizados usando-se o teste t para duas amostras. A anlise
incluiu escalamento para a média, e mascaramento proporcional para limiar (definido em 0.8) e
mascara implicita. O resultado da andlise é um mapa paramétrico de estatistica t (SPMp), e o
SPM; ¢ corrigido para distribuicio normal (SPM,). Foi usado inicialmente um limiar estatistico
mais conservador de p < 0.05 (T= 4.55) corrigido para multiplas comparagdes com um limiar
estendido de conjuntos (“clusters™) de pelo menos 32 voxels contiguos (limiar combinado de
P < 0.027 corrigidos para o volume inteiro). Utilizando esse critério conservador, foram
observadas diferencas de CSC em regites cerebrais tais como o hipocampo e regides adjacentes
na comparacdo de pacientes com ELTM 4 esquerda e controles. Nesse limiar, foram observadas
diferengas de CSC entre pacientes com ELTM a direita controles apenas na cabeca do hipocampo
direito e no cerebelo. Bascado na presenca de atrofia hipocampal observada durante analise
visual dos exames de RM, a priori os pacientes com ELTM 3 direita apresentam padrio de atrofia
similar aquele dos pacientes com ELTM 2 esquerda. No entanto, a diferenca observada de
intensidade de alteragdes de CSC pode decorrer de pequena amostra de pacientes e de limiar
restringente. Por isso, foi conduzido um teste estatistico com limiar Ligeiramente mais liberal com
os pacientes com ELTM 3 direita, examinando clusters com mais de 32 voxels que excediam
p < 0.001 nfio corrigido T = 3.21). Essa andlise de fato revelou atrofia de hipocampo direito
associada & atrofia de outras regides de forma amplamente simétrica ao resultado obtido com a
analise com os pacientes com ELTM 4 esquerda. Logo, os resultados a seguir sdo baseados nos

critérios expostos acima.
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Resultados

Nio houve diferenca significativa de distribuicio de idade (¥[2,89]=1.6, P>0.03) ou

género (Pearson’s Qui-quadrado = 0,02, P>0,05) entre os controles ¢ os pacientes.

Os valores de estatistica t (SPMy,) e (SPM,y) estdo mostrados na tabela 9, revelando
as regides de reducgio de CSC nos pacientes com ELTM comparados com controles. Nao se
observaram regides de excesso de CSC em pacientes com ELTM, mesmo quando da analise
liberal sem extensdo de agrupamento ou com limiar ndo corrigido P<0.05. O mapa paramétrico
de estatistica t (SPMyy) aplicado em um molde normalizado de RM T1 ¢ mostrado nas figuras 26,
27,28 ¢ 29.

Foi observado que existe reducfio significativa de CSC em pacientes com ELTM
refrataria a tratamento clinico. A redugio de CSC afeta o hipocampo ipsilateral ao inicio das
crises e outras regides além da regiio medial do lobo temporal Ao mesmo tempo, nfo foi

observado aumento de CSC em pacientes com ELTM.

Em pacientes com ELTM & direita, observou-se que a redugdo de CSC afetou o
hipocampo direito € o giro parahipocampal direito, ambos 0s hemisférios cerebelares, o tilamo
bilaterél_mente, o micleo caudado a direita, o giro temporal superior a direita, o giro angular a
direita, o mesencéfalo dorsal e regido parieto-occipital a direita (Figuras 1). Em pacientes com
ELTM 2 esquerda foi observada redugio de CSC no hipocampo esquerdo e giro parahipocampal
esquerdo, na insula 34 esquerda, no tdlamo esquerdo, no giro parietal superior esquerdo, no
caudado direito, no mesencéfalo dorsal, nas regides parieto-occipitais bilateralmente ¢ no
cerebelo bilateralmente.
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Figura 28
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Figura 29
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Figura 30
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Figura 31
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A seguir, as discussbes a seguir estio fragmentadas nas consideragdes acerca de

cada um dos objetivos:

Definir um protocolo anatémico para ser wusado para quantificacio

volumétrica por RM da regido medial do lobo temporal.

Nés desenvolvemos um protocolo para segmentagio de estruturas ruediais
temporais com o uso de RM e programa de navegacho multiplanar. A criacio desse
protocolo foi determinada pela necessidade de uma ferramenta para aumentar a acuracidade
da avaliacdo volumétrica das estruturas mediais temporais. Como muitas das ferramentas
atuais que sfo usadas para analisar os volumes cerebrais utilizam imagens espessas em
apenas uma orientacdo de corte, a avaliagio de estruturas pequenas do lobo temporal pode
ser prejudicada. Ainda, as estruturas corticais do lobo temporal tém usualmente limites que
nfo correspondem aos acidentes anatdmicos, ou quando o fazem, envolvem sulcos ou giros
muito sutis que sfo dificeis de serem definidos em apenas um plano ortogonal ou em

imagens de baixa resolug&o.

Algumas doengas prevalentes como esquizofrenia, autismo, doenga da
Alzheimer ¢ fundamentalmente, ELTM, envolvem o lobo temporal na sua por¢do medial. A
lesdo ao hipocampo e & amidala nesses pacientes tém sido extensamente estudada. No
entanto, o gran de comprometimento das estruturas corticais adjacentes ainda ndo é
completamente entendido, como ainda nfio estd determinada a contribuicio destas dreas a
fisiopatologia e sintomatologia dessas doencas. Portanto, existe interesse na criacio de uma

ferramenta mais poderosa para a avaliagio do volume dessa regido.

Com a criagdio do protocolo, observou-se que a definicio dos limites
anatdbmicos foi mais facilmente realizada quando foi possivel visualizar a estrutura de
interesse conjuntamente em diferentes planos ortogonais. Adicionalmente, foi possivel a
definigdo de acidentes anatdmicos que nfio estavam presentes em todos os planos. Os
pontos de reparo observados em diferentes planos foram usados concomitantemente para a
segmentagdo € isso permitiu a confirmaco em diferentes orientagdes dos pontos de reparo,

incrementando a confiabiabilidade da mensuracio.
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Uma desvantagem da avaliagio cuidadosa em vérios planos foi o tempo
devotado para cada segmentagio. Em média, a segmentagiio de cada individuo
(seis estruturas de cada lado, doze estruturas no total) consumia cerca de quatro horas. No
entanto, o treino pelo uso freqiiente do protocolo deve reduzir substancialmente o tempo

gasto.

Qutro aspecto que contribuiu para aumentar a acuracia da avaliacdo das
imagens foi 0 processamento pés-aquisi¢do a que as imagens foram submetidas antes da
analise visual. As imagens foram corrigidas para nfo-homogeneidade do campo magnético
utilizando o programa N3'®®, o que provocava melhora significativa na qualidade da
imagem. Algumas imagens antes da corregfio pelo N3 apresentavam definicdo anatdmica

ruim e se tornaram facilmente segmentéveis apds a corrego pelo N3.

Qutro passo no processamento pos-aquisicdo que contribuiu para a andlise foi a
transformacdo linear estereotaxica. A transformacfo linear foi importante por remover a
influéncia do volume do cérebro como um todo sobre as estruturas cerebrais. Os volumes
obtidos, refletiram entfio o tamanho e a magnitude de cada estrutura comparada a outras
regides cerebrais. O uso de imagens transformadas para o espago estereotdxico pode
minimizar discrepancias entre diferentes estudos e permitir a comparagdo de conclusdes
sobre os efeitos da ELTM, outras doengas e processos fisiologicos normais, como

envelhecimento, sobre estruturas cerebrais.

O processamento pds-aquisicio nfo permite a comparagfo direta entre os
volumes obtidos por este protocolo com os volumes obtidos por outros estudos jd que
alguns desses avaliaram quantitativamente imagens cruas ou submetidas a diferentes
processos de normalizagio. Em comparac@io com outros estudos, os achados principais sdo
agrupados na tabela. 4.

Efeito de género e idade nos volumes avaliados

Nio foi observada diferenca na distribuicdo de idade ou sexc entre os
individuos estudados, assim como nfo foi observada correlacdo linear dos volumes com a

idade. Alguns estudos prévios demonstraram diminuicio nos volumes temporais associada
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com a idade'®'®. Esta diminuicio pode relacionada a metodologias diferentes®® uma vez
que estes estudos avaliaram a substncia cinzenta como um todo ou giros em particular,
com substincias branca e cinzenta sem distingio'*®. Insausti et al®® observaram decréscimo
relacionado com a idade apenas no cértex témporo-polar. No entanto, de acordo com o
mesmo autor **'*° ha uma grande variabilidade inter-individual no padrdo de sulcos e giros
que sfo usados como pontos de reparo para os limites do cértex témporo-polar. Isso faz
com que a avaliagio volumétrica do cortex témporo-polar seja dificil e suscetivel a

variabilidade biolégica.

No presente estudo, nfio foi observada diferenca nos volumes devido a idade ou
género devido a distribuicfio e tamanho da amostra, ou devido ao fato de que as imagens
foram transformadas linearmente para o espago estereotdxico. Estudos adicionais podem
ajudar a esclarecer esse assunto e determinar se ha de fato redugiio do volume do lobo

termporal associada com a idade.
Assimetria hemisférica

Os volumes dos cértices entorrinal, perenal, témporo-polar, e parahipocampal, e
os volumes do hipocampo ¢ da amidala nfio foram afetados por idade. O cértex entorrinal
direito foi descrito como significativamente maior em individuos normais que o esquerdo®,

mas isso ndo foi confirmado por outros estudos’”

8185 Ainda, no presente estudo nfo se
observou assimetria significativa envolvendo a amigdala ou o Iobo temporal anterior
(cortices entorrinal e perirrinal associados), embora alguns autores descreveram a amigdala

direita como sendo maior!35!3?

€ a regifio anterior do lobo temporal esquerdo como maior
que o esquerdo86 ou vice-versa >3, Atualmente, nfo ha dados conclusivos sobre a
existéncia de assimetria em individuos normais. Provavelmente, a inclusfio de varidveis
socio-demograficas em estudos futuros podem contribuir para esclarecer o grau e os

padrGes de assimetria que podem ser considerados normais para certas sub-populacdes'>.

Com a defini¢do deste protocolo, apresenta-se uma nova ferramenta que pode
ser utilizada para analise volumétrica do lobo temporal. Este método incrementa a acuracia
e a confiabilidade da quantificagdo por RM de estruturas cerebrais pelo uso de imagens de
RM de alta resolugcdo e pela possibilidade de se definirem em trés diferentes planos
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ortogonais os acidentes anatdmicos que servem de pardmetro para os limites destas
estruturas. O uso da quantificagio das estruturas mediais do lobo temporal por RM de alta
resolugiio pode ajudar a definir o papel e ¢ envolvimento dessa regido em diferentes tipos
de processos fisiolégicos tais como o envelhecimento, e diferentes doengas neurologicos,
sobretudo a ELTM.

Avaliar a influéncia da espessura da imagem e do método na mensuragio do

cortex entorrinal.

Um grande nimero de variaveis pode afetar os resultados de estudos
volumétricos. A visualizagfio correta dos acidentes anatdmicos € crucial para delineagdio da
regido de interesse "', Por outro lado o volume parcial gerado pelo uso de cortes
espessos de RM pode prejudicar a avaliagdo da variabilidade rostro-caudal de estruturas
cerebrais. Isso pode ser particularmente importante em estruturas pequenas ° e o uso de

métodos diferentes de mensuragfio pode afetar os resultados de maneira geral.

Essas variaveis podem ndo influenciar a quantificacfio de estruturas grandes tais
como o hipocampo®’, o corpo caloso ou o volume geral do cérebro'*®. No entanto sua

influéncia sobre pequenas estruturas pode ser motivo de preocupagéo.

A andlise quantitativa de imagens de RM prove mformacdo sobre a
fisiopatologia da doenca estudada tal como a observagiio de redugfo de volume do
hipocampo em pacientes com esclerose hipocampal’ ™"’ ¢ doenga de Alzheimer®’.

Estudos volumétricos do cortex entorrinal tém sido utilizados para investigar
pacientes com diferentes doengas neurolégicas. Mensuragdes realizadas com o mesmo
protocolo mostraram que o volume do cortex entorrinal estd diminuido em pacientes com

ELTM?77%%%  doenca de Alzheimer ’® e deméncia frontotemporal *.

A andlise volumétrica do cérebro € um método que consome tempo. O fator que
primariamente afeta o tempo devotado para a anilise volumétrica ¢ o nimero de cortes
estudado. Por esse motivo, a andlise quantitativa realizada com menor namero de cortes ¢
imagens mais grossa é eventualmente utilizada para abreviar o tempo da segmentago

manual. Devido ao efeito do volume parcial do processo de RM®’, a imagem processada
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durante a aquisicdo reflete um média contidas deniro da espessura do corte. Logo, a
avaliaghio realizada em imagens espessas, embora mais rdpida, podem sub-avaliar estruturas

anatOmicas sutis ou acidentes de superficie e gerar resultados nfio precisos.

Atualmente, ainda nfo foi demonstrado viés na volumetria do hipocampo por
conta do uso de cortes espessos, mas o uso de cortes finos & sugerido para pequenas
estruturas tais como o cértex entorrinal®’. Quando o pesquisador niio est4 costumado com a
segmentacdio do lobo temporal, ou quando a imagem de RM tem alteracdes devido a
artefatos de técnica ou doenga cerebral, o uso de imagens espessas pode aumentar falsas

estimativas.%’.

Isso 4 particularmente aplicavel ao cértex entorrinal. A andlise morfométrica do
cortex entorrinal depende da visualizago precisa de pontos anatdmicos muito sutis tais
come o sulco semianular, a fissura hipocampal e as bordas do suleo colateral. Ainda, ha
uma considerdvel variagdo do tamanho do cértex entorrinal entre cortes adjacentes na
diregio rostro-caudal®®. Diferente do hipocampo devido ao seu pequeno tamanho e
variabilidade anatdmica, a subestimativa da variabilidade rostro-caudal e do efeito do

volume parcial podem causar superestimativa do volume do cortex entorrinal.

No presente trabalho demonstrou-se que a anilise quantitativa do cértex
entorrinal realizada com diferentes espessuras de cortes gera resultados diferentes.
Demonstrou-se ainda que os volumes obtidos mostram correlagdo positiva com a espessura
do corte. Isso provavelmente se deve a dois fatores: primeiro- cortes espessos diminuem a
resolugdo da imagem e a possibilidade de visualizagdo correta de pontos anatémicos sutis.
De fato, a aplicagdo de um protocolo anatdémico a cortes espessos € realizavel e os limites
anatbmicos podem ser vistos, mas como os cortes representam regides um pouco distantes
entre si, variagdes na localizagdio dos pontos de reparo contidas dentro do corte podem ser
negligenciadas; segundo- volume parcial cria uma média das estruturas contidas dentro do
corte e cria um volume artificial, gerando superestimagio de volume (figura 32) e esse
efeito pode ser mais intenso na regiio anterior do hipocampo onde a variabilidade

anatdmica entre cortes contiguos é mais intensa.
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Figura 32- A) Uma estiutura hipotética € representada por trés cortes segiienciais com
espessura de uma unidade. Assumindo que a drea da estrutura medida nos
cortes da direita para a esquerda € respectivamente 0.8; 0.8 e 0.7
unidades®, o volume calculado da estrutura & (0.8x1) + (0.8x1) + (0.7x1) =
2.3unidades’. B) A mesma estrutura é representada com corte de
Junidades. O efeito do volume parcial causa uma superstimativa das
bordas da estrutura pois representa uma soma das bordas contidas dentro
da fatia. Assumindo que a 4rea medida seja de 1 unidade’, o volume
calculado da estrutura é entfio 3x1= 3 unidades’. C) O grifico demonstra
um exemplo real do esquema representado em A e B em um sujeito
randdmico. O grafico demonstra que hd diferenga consistente nas areas de
cada corte medidas em lmm versus 3mm; uma moldura convexa
envolvendo os pontos ressalta diferenca.
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A espessura do manto cortical é particularmente diferente de um corte para
outro. Em cortes de lmm, com visualizacfio precisa da transigdo substincia cinzenta
substdncia branca, hd uma considerdvel extensdo do cértex que nfio corresponde a mais do

que uma coluna de pixels.

O uso de cortes espessos causa significativa superestimativa do volume do
cortex entorrinal. Na prética cotidiana neuroradiologica isso pode ser de pequena
significincia, no entanto este pormenor técnico pode significativamente influenciar
concluses tiradas de estudos volumétrico do cértex entorrinal. O uso de imagens espessas
para a avaliagdo quantitativa do cdrtex entorrinal e provavelmente de pequenas estruturas
cercbrais gera resultados imprecisos e pode impedir a detecgio de alteragdes sutis
condicionadas por doengas neurolégicas. E possivel que estudos prévios envolvendo o
cortex entorrinal tenham sido influenciados em suas conclusdes pela espessura do corte
utilizado.

Basicamente, hd duas formas pelas quais os programas de computador sdo
projetados para segmentagdo manual ndo automdtica: i) o pesquisador desenha uma linha
definindo as bordas de uma determinada regido e o programa realiza o céleulo adicionando
a regido os pixels sobre 0s quais a linha foi feita; ii) o pesquisador desenha as bordas de
uma determinada regido ao marcar os pixels com o mesmo tom de cinza da estrutura e que
sdo mais periféricos, e o programa calcula a soma dos pixels marcados e dos pixels que sdo

circundados pelos pixels marcados.

No método de delineagiio de bordas, o pesquisador define onde uma linha que
demarca estrutura mais provavelmente estd’!, e isso pode ocorrer sobre pixels de
intensidade de cinza que poderiam nfio ser incluidos na regifio de interesse se o pesquisador
tivesse a oportunidade de escolher os pixels mais periféricos que contém a mesma
intensidade de cinza (Figura 33). O célculo realizado com a inclusio de pixels adicionais
aumenta o volume observado e isso pode ser relevante quando a estrutura estudada é

pequena tal como o cdrtex entorrinal.
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Figura 33- Figura composta por imagens de RM mostrando magnificacio da regifio medial
do lobo temporal em cortes coronais. A margem entre as substincia branca e
cinzenta (linha preta) quando definida pelo método de delineagiio de bordas,
incluiria os pixels brancos e os pixels emoldurados em branco no célculo da
regidio de mteresse. Por outro lado, a definicio da borda pelo método de
avaliagio pixel por pixel incluiria apenas os pixels marcados, i €., os pixels

brancos.
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Demonstra-se entdo que o uso do método pixel por pixel para quantificacdo do
cortex entorrinal gera volumes menores que pelo método de delineacfio de bordas. Os
resultados obtidos pelo método pixel sdo mais préximos que aqueles obtidos por estudos
pregressos T2S1838586,138
O conhecimento de que diferentes resultados podem advir de diferentes
métodos de quantificagio do coértex entorrinal deve guiar a escolha do método antes do

inicio do estudo, para que conchisdes biolégicas possam ser tiradas dos resultados obtidos.

Definir a influéncia da certificacio de pontos de reparo anatomicos pela

visualizagao de diferentes planos ortagonais na mensuracio da amigdala.

Compararam-se os resultados da segmentacio manual da amigdala realizada
através da visualizagdio tridimensional de imagens de RM ponderadas em T1 e através da
visualizagio de cortes coronais de imagens de RM tipo IR de 3m. No6s observamos que hi

uma diferenca significativa dos volumes obtidos por estes dois métodos de anslise.

A analise volumétrica da amigdala n3o ¢ uma tarefa ficil. E dificil separa Os
nicleos amidalbides da substincia cinzenta adjacente, particularmente excluir os cortices
entorrinal e perirrinal e a cabega do hipocampo da regifio de interesse’®,

A maioria dos estudos volumétricos da amigdala foi realizada em cortes
coronais de RM. De forma a superar as dificuldades de distingio dos limites anatomicos
indistintos da amigdala, alguns protocolos de segmentacdio foram desenvolvidos para
aumentar a precisfo da segmentagdio. Esses protocolos buscavam sobretudo estabelecer
limites confiaveis para impedir a inclusio de algumas estruturas na regifio definida como
amigdala. Tais estruturas sfio a formagdio hipocampal, os cértices entorrinal e perirtinal, a
cauda do nicleo caudado ¢ o claustrum.

Os métodos utilizados para defini¢io de margens anatdmicas da amigdala no
plano coronal podem ser enumerados e resumidos como segue™: primeiro — realizacdo da
delineagdo manual da amigdala em um nimero pré-determinado de cortes, de forma a
excluir a cabe¢a do hipocampo; segundo — definicio das margens da amidala baseando-se
nos pontos de reparo da regifio medial do lobo temporal ou pontos de reparo extra-
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temporal; terceiro — anpdlise concomitante de imagens digitais reformatadas em diferentes

planos ortogonais para constante referéncia dos marcos anatdmicos.

Estudos quantitativos da amigdala por RM tém demonstrado valores
discrepantes. E possivel que estudos realizados com imagens de RM apenas no plano
coronal possam superestimar o volume da amigdala. Estudos histolégicos post-mortem
demonstraram que o volume da amigdala é cerca de 1.1 a 1.6 cm’, apds corregdo por
encolhimento relativo 4 fixagio do material'>*'*!, mas diferentes andlises volumétricas por
RM demonstraram valores entre 1 até perto de 4 cm® "%,

A preciso da avaliagio volumétrica da amigdala por RM ¢ influenciada por
alguns fatores. Em primeiro lugar, a possibilidade de se definirem inequivocadamente os
pontos de reparo anatémicos; em segundo lugar: o efeito de volume parcial gerado por
imagens de RM espessas; e em terceiro lugar: o processamento de imagens para o espago

estereotaxico.

Inicialmente, os estudos volumétricos da amigdala utilizavam apenas o plano
coronal para segmentacéio, e protocolos bem determinados foram definidos para uso em

cortes coronais''®.

No entanto, com o desenvolvimento de novas técnicas de
pés-processamento de imagens e com a possibilidade de uso de novos e mais sofisticados
programas de computador, € possivel a visualizagdo muito mais detalhada de imagens do
cérebro. Neste sentido, a definicio das margens da amigdala é muito mais seguramente
determinada quando da visualizagBo concomitante de imagens de RM em diferentes planos
ortogonais, permitindo a confirmacfio por imagens diferentes da localizago de pontos de
reparo. Por exemplo, o uso de imagens reformatadas no plano axial permite que a separagéo
da amigdala e do hipocampo possa ser realizada de forma mais confidvel pela observagio
do alveus ¢ do ventriculo lateral’™®, 0 que é mais incerto em cortes coronais. Ainda, a anslise
no plano coronal previne a superestimativa das por¢des anterior e medial da amigdala por

permitir melhor dngulo de observacio dos cértices do giro parahipocampal’®.

A andlise utilizando imagens em diferentes planos coronais é realizada com
imagens reformatadas para o espago estereotdxico. Esse pode ser um fator adicional para

incrementar a diferenca dos valores observados entre os diferentes métodos, pois o célculo
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manual para a corregfio para o volume intracraniano pode gerar pequenas deformacdes,
posto que o volume intracraniano ¢ calculado também de forma manual. Os volumes
observados pela andlise das imagens reformatadas sfio mais préximos aos volumes
descritos pelos estudos histolgicos pés-mortem que sdo utilizados como o pardmetro mais

fidedigno para comparacio.dos valores quantificados por RM*.

Os volumes menores obtidos com a andlise com diferentes planos ortogonais
podem ser reflexo de definico mais precisa da transigio entre o hipocampo e a amigdala,
¢ a exclusdo da regidio medial que pertence ao cértex parahipocampal. Por outro lado, o
limite superior da amigdala utilizado 4 segmentag¢io pelos dois métodos ¢ uma linha
arbitraria definida no plano coronal que conecta a cisterna quadrigeminal ao limite inferior
do sulco circular da insula. Essa linha previne a inclusiio dos miicleos da base nas regides de
interesse mas pode subestimar o volume amigdaliano por condicionar a inclusio
incompleta do nucleo corticomedial da amigdala. No entanto, este parmetro é comum aos
dois métodos e ndo pode ser responsével 4 diferenca encontrada. De acordo com resultados
similares obtidos por estudos histologicos, a definigio do limite superior desta forma é uma
estratégia justificavel pelo beneficio em nfio se inclufrem regides do diencéfalo na regifio de
interesse e a eventual exclusfio de pequena parte do nicleo corticomedial & possivelmente

inexpressiva.

Uma vez que os volumes obtidos pela analise tridimensional sio diferentes que
os volumes obtidos pela andlise de planos coronais, o método de analise pode ter
influenciado estudos prévios que intencionaram procurar por alteragGes volumétricas da
amigdala associadas a condigdes clinicas. Alteragbes do volume da amigdala podem ter
sido interpretadas de forma sub-6tima devido 2 imperfeita definicio de seus limites

anatdmicos.

A andlise com avaliagdo concomitante dos trés planos ortogonais mostrou
resultados mais proximos aos resultados histologicos, e sua realizacdo ¢ baseada em
completa avaliagio da regifio medial do lobo temporal pela possibilidade de referéncia
constante aos diferentes planos e angulos de visfo. Portanto, a segmentacdo da amigdala
pelo uso de referéncia constante a trés planos ortogonais de vé gerar resultados mais

fidedignos e pode incrementar a qualidade de estudos firturos sobre o volume da amigdala.

Biscussdo

149



Definir protocolo para investigacdo automitica do tipo voxel por voxel de
concentracio de substincia cinzenta (CSC), otimizado para pacientes com

epilepsia do lobo temporal.

A detecglio de alteragdes na CSC na regifio hipocampal é prejudicada pela
auséncia de bordas macroscopicas bem delimitadas entre as substéncia branca e cinzenta no
lobo temporal’®'*® ¢ estudos prévios podem ter falhado em encontrar alterages na regido
hipocampal de pacientes com ELTM por esse motivo, Porém a melhora do processo de
normalizagdo ¢ segmentacfio pode aumentar a sensibilidade de estudos baseado em voxels
VBM *°.

Um problema com estudos convencionais tipo voxel por voxel € o fato de que a
normalizagéio pode artificialmente expandir regides cerebrais atrofiadas quando os cérebros
sio confrontados (uma vez que o molde provém de cérebros de individuos normais). Este
problema pode ser solucionado através da modulagio da concentracfio estimada de tecido
durante a segmentacdio baseada na deformacfio espacial encontrada durante a
normalizagio''®. Essa técnica preserva a quantidade de tecido, embora mantenha um bom
alinhamento da imagem normalizada. Por esse motivo, implementamos o protocolo de
analise de CSC utilizando este cédigo de modulagio''®. Finalmente, as imagens foram
transformadas com cerne gaussiano de 10 mm para criar uma distribuicio normalizada e
permitir a anilise baseada em voxel. O cerne de 10 mm aplicado ao fatiamento fino de
1,5mm permite que se procure por agrupamentos de voxels contiguos, sem restringir a

estatistica.

Definir a extensio e magnitude do dano neuronal na regido medial do lobo
temporal de pacientes com ELTM.

A andlise volumétrica da amigdala e do hipocampo tem sido utilizada com
sucesso para determinar dano tecidual em pacientes com ELTM®'. Atualmente, poucos
estudos examinaram outras estruturas do lobo temporal, particularmente as estruturas
corticais da regifio medial temporal do lobo temporal. Como existe uma grande e complexa

rede de conexGes envolvendo as estruturas mediais temporais; é possivel que o dano
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neuronal se estenda além do hipocampo e da amigdala nesta regifio®, contribuindo para

sintomatologia dos pacientes com ELTM.

Ainda niio € estabelecida qual a extensiio do dano da regido mesial temporal em
pacientes com ELTM. Jutila e colaboradores® observaram dano em subpopulagdes de
pacientes com ELTM unilaterais, ie., pacientes com atrofia hipocampal a direita tém
reducdo de volume dos cértices entorrinal e témporo-polar ipsilaterais, ¢ pacientes com
atrofia 4 esquerda tém reduciio de volume com cértex entorrinal esquerdo. Salmenpera ¢
colaboradores'®’ observaram que em pacientes com ELTM, o volume médio do cortex
entorrinal ipsilateral ao lado de origem das crises nfio era diferente volume médio do cortex
entorrinal de controles. No entanto, eles observaram que o volume entorrinal se
correlacionava com o volume hipocampal e que pacientes com ELTM 2 direita
apresentavam em 19% de redugfio do cdrtex entorrinal ipsilateral. Em seu estudo,
Salmenpera e colaboradores observaram que o volume do cértex entorrinal se
correlacionava com a duragfio da epilepsia. Eles também observaram que apds o estado de
mal epilético nenhum dos pacientes desenvolveu redugdo significativa no hipocampo e
amigdala, ou nos cortices entorrial e perirrinal no periodo de um ano de
acompanhamento'®. Por outro lado, Bernasconi e colaboradores®* observaram redug¢do de
volume do cortex entorrinal ipsilateral ao inicio de crises em todos os pacientes com ELTM
estudados, redu¢do do cdrtex perirrinal em 33% dos pacientes e reducfio contralateral
reduciio do cortex entorrinal em 50% dos pacientes. O mesmo grupo também observou
reducfo bilateral do cértex entorrmal em pacientes com ELTM, sendo atrofia mais
pronunciada no lado ipsilateral ao lado de inicio de crises””, e observaram que era possivel
lateralizar o imicio de crises em pacientes com volumes hipocampais normais baseado na
redugdio do volume do cortex entorrinal®. Eles ainda observaram que em um grupo de 25
pacientes com ELTM refrataria a medicacio os cértices entorrinal e perirrinal eram
menores do que em controles, sendo o cértex entorrinal mais intensamente reduzido que o
cortex perirrinal®’.

No estudo conduzido para esta tese, foram avaliadas as regides mediais dos
lobos temporais de pacientes com ELTM crénica e refrataria unilateral, documentada por

video EEG e que apresentavam atrofia hipocampal unilateral. Foi demonstrado que
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pacientes com ELTM mostraram redugfio significativa dos volumes das estruturas corticais
temporais mais proximas do hipocampo, ie., os cértices entorrinal e perirrinal. Outras
estruturas como os cortices parahipocampal e témporo-polar sdo menos afetadas. Houve
diferenca significativa entre os indices de assimetria entre todas as estruturas mediais
temporais nos pacientes com ELTM a direita comparados com controles, enquanto
pacientes com ELTM a esquerda exibiram diferenca no indice de assimetria do hipocampo,
do cortex entorrinal e do cortex perirrinal.

Néo foi observada correlagiio significativa entre as estruturas analisadas, ¢ nds
também ndo observamos diferenga significativa entre o grau de dano do cortex entorrinal e
do cortex perirrinal. Essas observacles podem ser decorremtes do fato de que foram
estudados pacientes consecutivos com ELTM refrataria, ¢ embora achados similares
tenham sido descritos para redugfio de volume medial temporal, as discrepancias podem se
dever ao nimero de pacientes estudado. No entanto, uma vez que existe uma grande rede
envolvida na gerag@o e propagacio de crises epiléticas em pacientes com ELTM, € possivel
que a ELTM seja um grupo heterogéneo composto por diferentes padrdes de atrofia além
do hipocampo de acordo com as regides da rede mais intensamente ativadas.

Em concluso, observou-se que as regiGes mais proximamente associadas ao
hipocampo sdo danificadas quando o hipocampo estd atréfico. Ainda, observou-se que
pacientes com ELTM mostram aumento dos indices de assimetria das estruturas mediais
ternporais. Este trabalho fornece evidéncia adicional das alteracBes morfométricas do lobo
temporal em pacientes com ELTM. Algumas questdes relacionadas ao padriio de alteragdes
volumétricas do lobo temporal medial requerem estudos adicionais. Por exemplo, qual o
papel das estruturas corticais temporais na sintomatologia da ELTM, ou quais fatores
clinicos podem influenciar a presenga e a extensfio de dano na regific medial do lobo
temporal. No entanto, a observagfio e quantificacio de dano que se estende além do
hipocampo podem ser Uteis para a lateralizac@io de crises em pacientes com ELTM e pode
providenciar dicas para a investigacfio adicional do papel das estruturas medias temporais
na fisiopatologia da ELTM.
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Distribuicio do dano neuronal.

Foi observado que existe um gradiente de dano da estruturas medias do lobo
temporal. No grupo estudado, onde todos os pacientes apresentavam atrofia hipocampal, o
méximo grau de atrofia foi observado no hipocampo. As estruturas mais préximas e mais
intensamente conectadas com o hipocampo, os coértices entorrinal e perirrinal,
apresentavam intensas atrofia, menor de que a do hipocampo, porém maior que o restante
do lobo temporal. As demais estruturas corticais demonstraram redugfio porém de forma
manos intensa ¢ de forma nfio significativa. Péde ser observado no entanto que quase todas
as estruturas do lobo temporal apresentam assimetria significativa em pacientes com
ELTM, mostrando comprometimento difuso.

Até o momento, poucos estudos demonstraram de forma consistente, dano
simétrico & regifio medial temporal com gradiente de intensidade®’’%8385106:107 yra o
fatores podem contribuir a auséncia de observagio do grau de atrofia em pacientes com
ELTM. Sobretudo, como a regifo medial do lodo temporal apresenta dificil visualizacdo e
individualizacio de pontos de reparo anatémicos, 0 método de anslise e visualizacio bem
como um protocolo anatémico pode ser relevantes. Ainda, é possivel que a ELTM seja uma
doenga heterogénea e que varios padrdes de atrofia possam ser observados de acordo com a

rota preferencial de difusdo elétrica da crise epilética®®.

Por fim , pelo fato de se observarem locais no lobo temporal danificados em
pacientes com ELTM, surge a davida de que outras regides cerebrais, sobretudo as

pertencentes ao sistema limbico possam estar também atrofiados nestes pacientes.

Definir a influéncia da atrofia de diferentes estruturas mediais temporais nas

caracteristicas clinicas de pacientes com ELTM

Néo foram observadas associagbes significativas entre as varidveis clinicas e os
volumes das estruturas mediais temporais. Néo se observou correlagio entre os volumes e
as varidveis continuas, nem associagfo significativa da freqiiéncia dos volumes com a

distribuicfio das varidveis qualitativas.
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Tal resultado pode ser decorrente de trés fatos. Em primeiro lugar o poder da
analise estatistica em detectar anormalidades significativas. O valor do poder estatistico
para o0 numero de sujeitos na amostra e da diferenca esperada foi calculado e se mostrou

maior que 90%. No entanto uma amostra maior poderia mostrar associacdes nio
observadas pelas analises.

Em segundo lugar, o método de quantificacio pode nfio ser sutil o suficiente
para produzir valores que reflitam variagGes diminutas que se associem de forma
significativa com as varidveis clinicas. Em outras palavras, € possivel que haja variagfo das
estruturas além da atrofia “mais grosseira” que tenha significado clinico. A avaliagio
manual do volume de estruturas intracranianas, embora seja um método extremamente
eficaz para detectar anormalidades tem a limitac@io de se restringir &s limitagSes do método
manual, O uso de formas automatizadas de quantificagfio tais como a MBV podem ser uma

das solugGes para os estudos que no futuro investiguem essas alteragdes.

Em terceiro lugar, a hipbtese nula pode de fato ser verdade. Apepas com

refinamentos na forma de investigagfo esta pergunta pode ser respondida.

Definir a influéncia da atrofia de diferentes estruturas mediais temporais em

pacientes com ELTM no desempenho em diferentes testes neuropsicoldgicos

Foram estudados pacientes com ELTM refrataria associada 38 AH. A maioria
dos pacientes exibiu ndo apenas déficits de memoéria (WMS-R) mas também déficits de
linguagem (BNT ¢ teste de fluéncia verbal), enquanto exibiram boa performance em testes

de atencdo e concentracio, flexibilidade mental e fungSes executiva.

De acordo com estudos mais recentes no campo da cirurgia, verificamos que
existe uma correlacdo positive entre o grau de atrofia hipocampal e o déficit de memoéria
verbal detectada nestes pacientes, mas ndo entre atrofia do hipocampo direito e déficit de
memoria visual. A auséncia de associagio entre o volume do hipocampo direito e déficits
de memoria visual pode ser explicado por (1) os testes de memoria visual nfio sdo robustos
o suficiente para identificar disfun¢do do hipocampo niio dominante, (2) a memoéria visual

pode ter uma representacdo mais difusa ¢ bilateral no cérebro, ou (3) a combinachio dessas
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duas hipdteses. Nés observamos correlaggo positiva entre o volume do hipocampo esquerdo
e o grau de comprometimento no teste de nomeagfio por confronto visual (BNT) e a

produgdo espontanea de palavras (teste de fluéncia verbal).

Os pacientes com ELTM refrataria nfio exibem apenas redugiio do volume do
hipocampo, mas também de estruturas corticais que estio densamente conectadas com

ele’*

. Ainda nfo estd claro como o dano as estruturas mediais temporais afeta a
sintomatologia de pacientes com ELTM, assim como também ndo estd claro se estas
estruturas se danificam independentemente ou pertencem a uma rede de estruturas que se
danifica em conjunto. O sistema de meméria hipocampal é composto nio apenas do
hipocampo, mas também da regifio parahipocampal e o neocértex cerebral®®. Enguanto o
hipocampo desempenha um papel importante nos processos localizados entre a formacio
inicial de meméria ¢ sua deposicio final no cérebro'™, o cértex parahipocampal ¢
envolvido na intersec¢do de percepgdo e meméria, e medeia a persisténcia da representacéio
cortical da meméria'®. No entanto, o papel do cortex parahipocampal nos déficits de

memoria apresentados pelos pacientes com ELTM nfo esta claro.

Observamos que os volumes das estruturas do giro parahipocampal se
correlacionaram com a performance nos testes de linguagem mas nfio memodria.
Observamos correlagio positiva entre o volume do cortex perirrinal esquerdo ¢ a
performance no teste de nomeagio por confronto visual, e entre o volume do cdrtex
entorrinal esquerdo e performance no teste de produgdo espontinea de palavras. Esses
achados refletem uma contribuicio do cértex parahipocampal em habilidades de
linguagem, devido a interacSio préxima com estruturas neocorticais especializadas para o
processamento de linguagem'*’,

Os testes para avaliagio de memoéria foram aplicados com uma bateria de testes
neuropsicologicos pré-operatérios convencionais, que provavelmente nfio é robusta para
discriminar entre os tipos de memoéria associados a diferentes regides da por¢io medial do

lobo temporal, exceto o hipocampo.
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No entanto, pode ser verificado que os volumes do hipocampo direito, do
cortex entorrinal direito e do cortex perirrinal direito se correlacionaram negativamente
com a performance nos testes de memoria verbal (WSM-R e teste de fluéneia verbal).
Ainda, os volumes do hipocampo direito ¢ do cortex perirrinal direito ¢ também se
correlacionaram de forma negativa com a performance nos testes de memoria geral
(WSM-R). Esses achados podem refletir um efeito compensador de estruturas do lado

esquerdo em pacientes com ELTM a direita.

Definir a presenca e extensdo de dano neuronal através da diferenca da CSC

em individuos com ELTM comparados com individuos normais.

Foi realizada a anélise morfométrica por MBV e observou-se redugiio na CSC.
Os achados foram no entanto, discretamente diferentes daqueles observados por estudos
pregressos baseados em voxel.

Keller e colaboradores'®*!! observaram que pacientes com ELTM apresentam
alteracdes significativas de CSC, que podem ser tanto aumento quanto diminui¢io de CSC
em regides especificas. Eles identificaram gue o hipocampo, mas nio a amigdala,
apresentava redugdo significativa de CSC, em comparacAo com controles'®'%', A reduciio
da CSC no hipocampo nfio era dependente do tempo de crises. Outras regides também
apresentaram reduclo de CSC, tais como o cortex pré-frontal dorsal do hemisfério
direito'®, o tdlamo bilateralmente, as regides pré-frontais e o cerebelo'®. A redugio da
CSC nessas regides, no entanto, nfo estavam associadas com a duraco da epilepsia. Eles
também observaram que pacientes com ELTM apresentam aumento significativo de CSC
nas regides parahipocampal, pericalosa e cerebellar'”’, o que foi interpretado como reflexo
da atrofia da substincia branca ou deslocamento estrutural devido a expansdio de liquor.

Os achados de Keller e colaboradores'™*! n3o foi similar com um estudo de
MBV por Woermann e colaboradores'®, que estudaram dez pacientes com ELTM i
esquerda e esclerose hipocampal ¢ dez pacientes com ELTM sem. Woermamn ¢
colaboradores observaram apenas decréscimo da CSC em um pequeno nimero de pacientes
quando da comparagio de cada individuo com o grupo de controles. Eles ndo observaram
redugio de CSC ao comparar o grupo de pacientes com ELTM e o grupo de controles, mas
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acharam excesso de CSC no grupo de pacientes com ELTM sem AH na porgdo interna da
regido temporoposterior. No entanto, o pequenc ntimero de pacientes examinado neste

estudo'* pode indicar que este resultado seja decorrente de pequeno poder estatistico.

A detecglo de alteragdes na CSC na regifio do hipocampo € prejudicada pela
auséncia de margens macroscdpicas bem demarcadas entre as substincia branca e cinzenta
no lobo tempora196;143. Com as técnicas de modulagfio da CSC, e subsegiiente melhora nos
passos de segmentagdio e normalizacio, aumenta-se a sensibilidade da analise de MBV*¢,
Esses incrementos na qualidade da técnica, em conjunto com o uso de uma amostra maior,
permitiram a detecgdo de alterages na regido medial temporal de pacientes com doenca de
Alzheimer'*® ¢ em sujeitos normais submetidos 2 tarefas repetitivas'*’. Isto pode explicar a
discrepéncia entre os estudos com MBV em ELTM'**'*"%, A normalizagéio & um passo
necessario mas potencialmente complicador na andlise de MBV. A normalizacgo &
requerida para que a mesma regifio cerebral possa ser comparada entre individuos. No
entanto, a normalizagio pode efetivamente reduzir as anormalidades estruturais que serfio
investigadas por MBV. Por exemplo, a normalizacio pode fazer “crescer” uma regido
atrofiada, propiciando melhor alinhamento especial entre individuos, mas
conseqiientemente gerando menos diferenca entre a CSC entre individuos e controles.
Todos os estudos prévios com ELTM inclufram funcdes ndo-lineares durante a
normalizagio 00100101143 - o ¢ funcdes ndo-lineares aumentam grandemente a adequagio da
normalizagio, mas podem também causar distor¢des draméticas ao tecido amormal'l®,
Ainda, em um estudos prévios, o mascaramento cerebral nio foi utilizado. Sem o
mascaramento cerebral, a normalizagdo de imagens de RM pode ser influenciada por tecido
do escalpe ao contrario de tecido cerebral, alinhando-se o formato da cabega a nio do
cérebro. Embora a auséncia de mascaramento pudesse reduzir as distor¢des espaciais

descritas acima, certamente iria reduzir a acurdcia da normalizacfo, levando a decréscimo
de poder estatistico.

No estudo apresentado nesta tese, utilizon-se uma forma otimizada de MBYV,
onde o volume de substéncia cinzenta é modulado de acordo com a deformacfo aplicada
durante a normalizacio'’®. Esta técnica permite a aplicagiio de normalizagiio acurada e
minimiza o perigo de distor¢io de regides atrofiadas ou hipertrofiadas. Em resumo, a
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diferenga de processamento especial pode ter sido responsdvel pelas discrepéncias
observadas em estudos pregressos. O estudo desta tese usa uma forma otimizada de MBV

que pode suplantar as limitagdes que podem ter influenciado os estudos prévios.

Nos observamos simétrica reduciio de CSC em pacientes com ELTM a direita e

a esquerda, envolvendo 4reas cerebrais que sfio densamente conectadas ao hipocampo.

Em pacientes com ELTM, ha uma grande associagfio entre a lateralizaciio de
crises baseada em registro de crises por EEG de escalpe e a semiologia das crises. A analise
de crises por EEG € uma forma nfio invasiva de avaliagio pré-cirtrgica de pacientes com
ELTM'*, no entanto, a lateralizacdo clinica baseada em EEG interictais deve ser vista com
cautela pois s pode ser realizada em pacientes com espiculas unitemporais'®®. Nos
trabalhos de Keller e colaboradores'®*'®! os pacientes foram lateralizados segundo o EEG
pré-operatorio, sem mengiio de registro ictal. Isto pode explicar porque pode haver
diferencas de CSC em regifes ¢ na diregdo contrdria ao que se previria. Keller e

100;101

colaboradores cita excesso de CSC no giro parahipocampal ipsilateral ao lado de

inicio de crises, ao contrdrio do que se esperaria, de acordo trabalhos volumétricos por RM
pregl’ﬁSSOSBTﬂg;S&SS;106;107.

No presente trabalho, foi aplicada a modulagiio como um passo adicional na
normalizacfio especial das RM dos cérebros. Isto pode explicar porque algumas regides
anatomicas diferentes demonstraram alteracdes de CSC, particularmente no diencéfalo. Nos
observamos diferencas na CSC na regific medial do tdlamo € em 4reas do estriado em
pacientes com ELTM"°. N6s também observamos atrofia isocortical temporal ispilateral a
AH, de acordo com resultados pregressos®.

Nos observamos decremento na CSC no cerebelo de pacientes com ELTM. O
cerebelo e o mesencéfalo sfio estruturas menos confidveis para anilise por MBV porque sdo
menos ajustéveis durante o processo de normalizagfo, mas isso leva a maior variagdio nos
dados e portanto menos poder estatistico. No entanto, observou-se que havia reduc@o na
CSC do cerebelo bilateralmente no grupo de pacientes com ELTM 3 direita e & esquerda.
Isto estd de acordo com estudos que demonstraram que existe redugdo simétrica de volume

em pacientes com ELTMY13_ A causa da redugfio cerebelar de volume nio é clara, mas o
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efeito a longo prazo de crises recorrentes™*'**, a toxicidade de drogas anti-epiléticas!>1%,

" ., . 7 .
e o fendmeno de didsquise’>’ podem ser responsaveis.

O padrio de atrofia que subjaz o dano neuronal em pacientes com ELTM ainda
¢ especulativo. Uma explicacfio possivel é que a CSC e portanto o dano neuronal siga o
mesmo caminho observado em estudos neurofisiolégicos como a rota mesiolimbica de
propagacio de crises®®. Spencer reviu o assunto propondo uma base formada por rede
neurais para geragio e manutengio de crises™®'"’, descrevendo possiveis rotas para
disseminagdio de crises formadas por estruturas corticais e subcorticais anatomicamente
conectadas’%. De acordo com essa teoria, a hiper-excitabilidade associada as crises
reverbera em toda rede®. Se de fato a ELTM é uma expressdo de disfuncdo de redes
neurais, ¢ esperado cbservar-se atrofia envolvendo as estruturas da rede. Em pacientes com
ELTM as redes envolvidas na geragio e manutengio de crises podem ser agrupadas de
acordo com os dados clinicos, eletrofisiolégicos, e por tomografia computadorizada por
emissdo de positrons(SPECT) em trés grupos: a rede médio témporo limbica, a rede médio
occipital e lateral temporale a rede superior parietal medial frontal’®. Nés ndo observamos
um padrdo de atrofia que precisamente se encaixasse em uma dessas redes. Pelo Ccontrario,
observamos atrofia em regiSes que pertencem a diferentes rotas, em sua maioria
pertencentes a rede médio témporo limbica®. As regies inferiores dos lobos frontais e o
cingulo foram as tnicas dreas da rede médio témporo limbica que ndio estavam atrofiadas®®.
Por outro lado, Keller e colaboradores '**'*' observaram redugéio de CSC na regifio do
cingulo, mas esta diferenca nfo foi observada no presente estudo por nfo ter sobrevivido a
modulagdo ou pelo tamanho da amostra.

Néo foi observada redugfio de CSC em todas as areas descritas por Spencer
como pertencentes & redes envolvidas na ELTM™ possivelmente porque existem diferentes
suscetibilidades das regiSes cerebrais 4 excitotoxicidade das crises epiléticas. Ainda, a
presenca de regibes com reducgdio de CSC pertencentes i redes diferentes pode indicar que
provavelmente nfo apenas uma rede pode estar envolvida na geragdo ¢ manutencio de

crises.
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Os estudos volumétricos da regifio medial do lobo temporal demonstraram que
a esclerose hipocampal se associa a reducgio de volume do hipocampo 4 RM3EI3%581% 1ye
forma bem sucedida, a volumetria ¢ usada para avaliar in vivo a possivel presenca de
esclerose hipocampal. Em virtude da grande quantidade de conexdes do hipocampo®®!, e
da possibilidade do dano neuronal em pacientes com ELTM nfo se restringir ao
hipocampo, estudos morfométricos demonstraram que existe redugiio de volume em outras
regides do lobo temporal e fora do lobo temporal. De foram isolada, diferentes estudos
demonstraram que em pacientes com ELTM apresentam redugiio do volume do cértex,
entorrinal’”>**® | do cortex perirrinal’”**, da amigdala®, do talamo’>'® e do estriado™.
Cada um desses estudos avaliou de forma isolada uma ou outra estrutura, uma vez que a
volumetria convencional ¢ muito trabalhosa e nfo permite uma abordagem mais ampla ou
“em varredura” do cérebro. Da mesma forma, poucos estudos avaliaram o gradiente de

atrofia entre diferentes estruturas, por se aterem a um pequeno mimero de regides.

No trabalho apresentado nesta tese demonstrou-se que de fato estas sfo as
regiGes que se encontram atrofiadas em pacientes com ELTM, com um gradiente de atrofia

que ¢ decrescente 2 medida que a estrutura se distancia do hipocampo.

Interessantemente, confirmamos com a andlise de MBV, que permite uma
abordagem mais ampla do cérebro sem o risco de perder sensibilidade, que sdo exatamente

estas estruturas que se apresentam atrofiadas, com o mesmo gradiente observado pela

morfometria convencional.

Desta forma conclui-se tanto por estudo por morfometria convencional tanto
quanto por analise voxel a voxel que existe uma grande quantidade de atrofia e

possivelmente dano neuronal que se estende além do hipocampo e do lobo temporal em

pacientes com ELTM.
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Aspectos técnicos:

A morfometria por RM permite a investigac@io do dano neuronal em pacientes
com ELTM. O uso de um protocolo usando cortes finos de RM com visualiza¢io
tridimensional e com a descrigfio dos pontos de reparo permite a delineagfio acurada e a
mensuracdo de estruturas da regifio mesial do lobo temporal. A morfometria manual por
RM da regido medial do lobo temporal sofre entretanto influéncia da qualidade da imagem
de RM e do método. O uso de cortes grossos causa a superestimacdo do volume do cortex
entorrinal, e o método utilizado, ou seja, a forma de delineagfio das estruturas, altera o
volume obtido. Da mesma maneira, a definigo de pontos de reparo anatémicos em mais de
um plano ortogonal gera diferentes resultados na morfometria da amigdala, em comparacio
com a morfometria realizada em apenas um plano.

A avaliagdo morfométrica convencional é uma ferramenta configvel porém
restrita a investigacdio de pequenas regides do cérebro. A normalizaciio para o espaco
estereotdxico e a segmentagfio automatica de substincia cinzenta permite a avaliagdo da
probabilidade de uma regiio em um grupo de pacientes ser substincia cinzenta em
comparagdo com outro grupo. Em outras palavras permite a avaliagio da reducio da
concentragéo da substancia cinzenta ou atrofia em pacientes com ELTM pela MBV. Com a
possibilidade de modular a normalizacio da imagem cerebral pela tensfo aplicada durante a
deformagéo espacial, € possivel preservar a relagdo da concentragio de substincia cinzenta
durante a normalizacio. Dessa maneira a imagem normalizada nfo se deforma e nfio perde
a informac8o relativa a possiveis atrofias de estruturas. Com isso a MBV se torna uma
ferramenta confidvel e otimizada para a avaliago de dano neuronal em paciente com
ELTM.

Aspectos biologicos

A presenca de atrofia detectavel por RM em pacientes com ELTM nfio se
restringe ao hipocampo. Pelo contrario, nio apenas as estruturas da regifio medial do Jobo
temporal, mas outras estruturas e regiSes cerebrais apresentam reducdo significativa de
volume nesses pacientes. Em comum, as estruturas que apresentam reducfo de volume tém

o fato de serem de alguma forma conectadas ao hipocampo ou pertencerem ao sistema
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limbico. Por esse motivo e corroborado por estudos eletrofisiologicos que comprovam que
vérias estruturas cerebrais agem em conjunto na geragfio e manutengio de crises epiléticas
nesse pacientes, surge a teoria de que existe uma rede de estruturas cerebrais que €

responsavel pela fisiopatologia da ELTM.

Dentro do lobo temporal, as estruturas que se conectam mais densamente ao
hipocampo, os cértices entorrinal e perirrinal, s30 as estruturas que apresentam atrofia em
maior intensidade, sugerindo que o mecanismo de dano neuronal possa ser transmitido

através das conexdes com o hipocampo, conforme a distribuic3o da atividade epileptiforme.

Essas conclusdes abrem a perspectiva de uma série de novas hipéteses. Quais
dessas estruturas sfo de fato cruciais para a fisiopatologia da doenga, ou toda a rede &
igualmente responsdvel? Em conseqgiiéncia, serd o grau de acometimento da “rede” em
pacientes com controle adequado de crises andlogo ao dos pacientes refratarios? O
acometimento de varias estruturas cerebrais € a de fato o condicionador de refratariedade,
ou conseqiiéncia do mau controle de crises? A chave do tratamento dos pacientes com

ELTM reside portanto na interrupcfio da rede de estruturas danificadas e integradas na

manuten¢do de crises?

Com os dados obtidos nesse estudo pode-se concluir que em pacientes com
ELTM refratéria, a presenca de crises nfio se deve apenas a uma lesdo “estanque” que atua
como zona epileptogéncia. Ao contréario, a fisiopatologia da doenca se associa a2 uma rede
de estruturas cerebrais mantida por conexdes anatdmicas. O papel desempenhado por cada
uma dessas estruturas isoladamente, e o papel da intensidade de acometimento da rede, na
sintomatologia desses pacientes ainda nio sfo conhecidos e sdo os préximos passos no
estudo da fisiopatologia da doenca. Essas estruturas em conjunto podem ser responsaveis

pela geragdo e manutengdo de crises e pelos fendmenos clinicos observados com a doenga.
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