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RESUMO

A epilepsia do lobo temporal (ELT) € a forma mais comum de epilepsia
refrataria, também associada com muitos prejuizos clinicos e sociais para os
pacientes. Esta sindrome apresenta histéria clinica e semiologia de crise
caracteristicas, assim como um foco epileptogénico localizado em estudos
eletroencefalograficos. A principal lesdo associada a ELT é a esclerose mesial
temporal (EMT), a qual € bem caracterizada em estudos convencionais por
ressonancia magnética (RM) como atrofia hipocampal com alteragdes de sinal.

A evidéncia atual mostra que a ELT associada a EMT nao é restrita ao
lobo temporal, mas pode estar associada a anormalidades extratemporais
acometendo as substadncias branca e cinzenta. No entanto, a literatura é
conflitante, sobretudo em relagao a achados contralaterais.

No presente estudo comparamos os volumes das estruturas da
substancia cinzenta subcortical obtidas por técnicas quantitativas automatizadas
aplicadas a estudos de RM de pacientes com ELT associada a atrofia
hipocampal com grupo controle saudavel.

Pacientes com ELT e atrofia hipocampal a esquerda apresentaram
volumes significativamente menores no talamo, putamen e globo palido
esquerdos, bem como no putamen direito. O grupo com ELT e atrofia hipocampal
a direita ndo apresentou reducdo volumeétrica estatisticamente significativa. Os
dois grupos apresentaram leve aumento dos volumes das amigdalas temporais
contralaterais.

Palavras-chave:  Epilepsia. Hipocampo. Volumetria. Freesurfer.
Segmentagao. Substancia Cinzenta.



ABSTRACT

Temporal lobe epilepsy (TLE) is the most common form of refractory
epilepsy and is also associated with several clinical and social impairments for
patients. This syndrome presents with characteristic history and seizure
semiology, as well as epileptogenic focus localized at electroencephalographic
(EEG) studies. The main lesion associated with TLE is hippocampal sclerosis,
which is well characterized in conventional magnetic resonance (MRI) studies as
hippocampal atrophy with signal abnormalities.

Current evidence shows that TLE associated with HS is not restricted to
the temporal lobe but can be associated with extratemporal abnormalities
affecting both white and gray matter structures. However, literature data are
conflicting, specifically in relation to contralateral findings.

In the present study we compared the subcortical gray matter structures
volumes with automated quantitative techniques applied to high field MRI studies
of TLE patients with hippocampal atrophy with healthy controls.

Patients with left — TLE-HA demonstrated significant lower volumes in left
thalamus, putamen and pallidum, and also in right putamen. No significant
volume loss was detected in right TLE-HA group. Both groups presented with
subtle but statically significant amygdala volume increase.

Keywords: Epilepsy. Hippocampus. Volumetry. Freesurfer. Segmentation.

Gray matter.
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1 INTRODUGAO

A epilepsia de dificil controle € um desafio permanente para a medicina.
Estima-se que, da populagdo mundial, 0,5 a 1% apresenta epilepsia ativa, sendo
em 30% refrataria a farmacoterapia (BRASIL. Ministério da Saude, 2010). Para
controlar as crises, novas drogas sao introduzidas a cada ano, mas, mesmo
assim, alguns individuos tém sua qualidade de vida seriamente prejudicada por
frequentes convulsdes, além do risco de lesdo cerebral e morte subita, o que
levou ao desenvolvimento de técnicas de tratamento cirurgico da epilepsia, onde
se procura identificar e extirpar a area geradora das descargas elétricas
anormais (BERNASCONI, 2011).

Existem duas formas mais comuns de epilepsia refrataria relacionada a
alteracao focal: a epilepsia do lobo temporal com esclerose mesial temporal € a
epilepsia neocortical. Nesses dois casos a Ressonéncia Magnética (RM)
desempenha papel fundamental no prognostico desses pacientes, uma vez que
a identificagao da anomalia estrutural a imagem e a completa ressecgao cirurgica
do foco epileptogénico resulta em fator de melhor progndstico na evolugéo
destes pacientes (BERNASCONI, 2011).

A epilepsia do lobo temporal é determinada a partir dos achados conjuntos
relacionados a clinica da crise convulsiva e a determinacdo do foco
epileptogénico por atividade irritativa no estudo eletroencefalografico monitorado
durante a crise (video eletroencefalograma — VEEG). Clinicamente, € comum a
histéria de algum insulto prévio (convulsao febril, infec¢gées ou traumas), seguido
de um longo intervalo antes do desenvolvimento da epilepsia refrataria; na crise,
€ comum uma aura com alteragdes viscero-sensoriais, sensagdes de medo e
ansiedade, seguidas por perda da consciéncia e olhar fixo imoével; automatismos
oroalimentares ou de membros superiores podem ocorrer. Porém, nao é raro
quadros clinicos atipicos, sobretudo em pacientes com esclerose mesial
temporal severa (MALMGREN K, 2012; SO EL, 2006).

Sabe-se que a epilepsia do lobo temporal € a forma mais comum de
epilepsia de dificil controle em adultos (CACIAGLI L, 2017), e a alteragao
estrutural mais comumente encontrada € a esclerose hipocampal, também

chamada esclerose mesial temporal (EMT).
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Apesar do tratamento cirurgico de pacientes com epilepsia associada a
EMT ser mais efetivo, nota-se um intervalo de tempo entre aproximadamente 20
anos entre o diagndstico e a ressecgao cirurgica da formagao hipocampal
afetada (CACIAGLI, 2017, ENGEL, 2012).

Na avaliagdo por RM, a EMT apresenta achados tipicos, sobretudo
relacionados a redugdo volumétrica e com perda da sua arquitetura interna
(melhor avaliada em aparelhos de alto campo magnético de 3 tesla) e com
aumento do sinal na ponderacdo em T2 (MALMGREN K, 2012).

Estudos recentes mostram que a epilepsia de lobo temporal com atrofia
hipocampal nao é restrita a regido temporal mesial, de modo que pode
apresentar alteragdes de volume em estruturas extra-temporais. Por outro lado,
estes achados sao sutis e ndo podem ser adequadamente avaliados pelo médico
radiologista na analise qualitativa convencional, mas sim por novas ferramentas

de analise quantitativa.

2 IMPORTANCIA DO ESTUDO

Embora ja existam estudos de analise quantitativa subcortical por técnicas
avancgadas quantitativas de RM em epilepsia de lobo temporal, ainda n&o ha
definigdo precisa de quais as alteragdes subcorticais relacionadas ao lobo
temporal, tampouco em que ponto sdo apenas alteragdes crbnicas adquiridas
pelos insultos durantes os episoédios de crise ou podem estar relacionadas a
mesma fisiopatologia que determina a esclerose mesial temporal e o quadro de
epilepsia refrataria. Além disso, também ha grande variabilidade de outros
fatores adquiridos e genéticos nas diferentes populagcbes dos estudos
realizados, de forma que a analise de um maior numero de individuos permite a
literatura sobre o tema tornar-se mais robusta.

Finalmente, diante do grande numero de pacientes com quadros
refratarios de epilepsia de lobo temporal, com ou sem esclerose hipocampal, em
acompanhamento no Hospital de Clinicas da UFPR, trata-se de oportunidade de
melhor caracterizagao da prépria populacdo em acompanhamento no servicgo e,

confirmando-se a hipétese de alteragdes estruturais, de prosseguir com novos
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estudos avaliando possiveis repercussdes clinicas e funcionais nestes

pacientes.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Utilizagdo de técnica avangada de ressonancia magnética para analise
quantitativa da substancia cinzenta subcortical por morfometria baseada em
voxels, em equipamento de alto campo magnético, para avaliagdo de pacientes
com epilepsia de lobo temporal de dificil controle em acompanhamento com o
servico de neurologia do Hospital de Clinicas da UFPR, com alteragbes
estruturais (atrofia hipocampal) ao exame de ressonancia magnética (RM)

convencional.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A partir dos dados de volumetria, avaliar a hipotese de que ha diferencas
significativas no volume da substéncia cinzenta subcortical em pacientes com
esclerose mesial do lobo temporal em relagéo ao grupo controle.

Realizar analise especifica das formagdes hipocampais, com técnica que
segmentacao, a fim de se pesquisar eventuais anormalidades de volumetria em
segmentos especificos dos hipocampos, sobretudo no hipocampo contralateral

ao foco ictal.

4 METODOLOGIA

Trata-se de estudo observacional transversal, incluindo-se pacientes
maiores de 18 anos com histéria de epilepsia refrataria do lobo temporal que
tenham concordado com o estudo, e com exame de RM que apresenta sinais de
atrofia hipocampal unilateral. Pacientes com outras comorbidades neuroldgicas

e outras alteragdes ao exame convencional de RM foram excluidos.
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Utilizou-se grupo controle de caracteristicas semelhantes de idade e
género, sem historia de doengas neurologicas e com estudo de RM convencional

normal.

5 REVISAO DA LITERATURA

Localizado na por¢ao mesial do lobo temporal, a formagao hipocampal é
composta pelo hipocampo propriamente dito e por bandas neuronais do giro
denteado, além de apresentar diversas camadas histologicamente
caracteristicas, dentre as quais a mais importante € a camada de células
piramidais, que dentro da estrutura hipocampal divide-se em quatro segmentos
(CA1 — 4) e é onde estdo centradas as alteragdes da esclerose hipocampal,
caracterizadas por perda neuronal e gliose fibrilar crénica. Algumas teorias sé&o
propostas para a epileptogénese na formagao hipocampal doente: as duas
principais referem-se a formacdo de uma rede de projecbes de fibras
desorganizadas nas células granulosas denteadas, ao passo que a outra
defende a presenca de atividade epileptiforme espontanea no subiculo,
conforme ja avaliado em estudos com humanos. (KITAURA, 2018).
Possivelmente, os danos principais s&o gerados ao longo do tempo pelas
préprias crises (VOETS, 2012, BERNHARDT, 2012).

As alteragcbes no lobo temporal em pacientes com esclerose mesial
temporal ndo se restringem aos achados referentes a atrofia do hipocampo. Sao
descritas alteragcdes discretas em outras regides subcorticais, cerebelo e areas
neocorticais, que podem estar relacionadas a fatores ambientais (insultos
prévios que determinaram a EMT ou fatores poligenéticos). Diversos estudos
apontam alteragdes corticais relacionadas a areas limbicas e neocorticais
ipsilaterais a EMT (ALHUSAINI, 2012, LABATE, 2011).

Como aproximadamente 20% dos pacientes com crises de dificil controle
tém exame de RM convencional normal (RUGG-GUNN, 2006), sobretudo pela
dificuldade de se detectar alteracbes em areas corticais, o0 desenvolvimento de
novas técnicas de RM para demonstracao anatémica ou funcional podem ter um
papel muito importante na localizagéo de areas epileptogénicas (BERNASCONI,
2011; SALMENPERA, 2007). Desta forma, a analise quantitativa estrutural pode
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identificar alteragbes em exames aparentemente normais (BRASIL. Ministério da
Saude, 2010).

Por meio destas técnicas avangadas de ressonancia magnética, é
possivel detectar anormalidades, n&do apenas na estrutura propriamente dita,
mas em também suas conexdes e areas vizinhas, conforme demonstrado por

diversos estudos.

Previamente, a analise cortical era realizada, a partir da analise subjetiva
do radiologista ou pelo delineamento manual do cortex por regides de interesse
(ROI) em imagens ponderadas em T1. Essa técnica apresenta muitas limitacdes,
sobretudo em regides onde a delimitagao do cértex e substancia branca é pouco
nitida, gerando muita variabilidade conforme o executante, além de consumir
grande parte do tempo de laudo (TAKAO, 2010).

Houve avango nesta area com o surgimento de formas de anadlise
automatizadas, imparciais e objetivas, e que permitem a varredura de todo o
encéfalo, por meio de softwares, muitos dos quais gratuitos e disponiveis na
rede. Destas técnicas destaca-se a morfometria baseada em voxel (voxel-bases

morphometry — VBM).

A aquisicdo inicial para a analise morfométrica se baseia em uma
sequéncia em T1 volumétrica, ou seja, com voxels menores ou iguais a 1 x 1 x
1 mm, que permitem alto contraste entre cértex, substancia branca e liquido
cérebro-espinhal, com alta resolugao espacial, como a MPRAGE (magnetization
prepared rapid acquisition with gradient echo) ou IR-FSPGR (inversion recovery

prepared fast spoiled gradient recalled acquisition in the steady state).

A analise por VBM é uma técnica de pds-processamento, realizada,
portanto, a partir das imagens ja adquiridas (matrizes) em computadores de alta
capacidade. Inicia-se pela suavizacdo do voxels, onde a intensidade de sinal é
substituida pela média ponderada dos voxels adjacentes; desta maneira, a
distribuicao de intensidade destes voxels tende a apresentar uma distribuicdo de
campo mais proxima do Gaussiano, aumentando a validade de testes
paramétricos e reduzindo a variabilidade entre individuos. Na VBM, softwares
especificos sdo utilizados, realizando a analise de diversos parametros

quantitativos da substancia cinzenta por analise de grupo (varios sujeitos), sendo
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essencial realizar as aquisi¢ées dos individuos de maneira o mais homogénea
possivel. (TAKAO, 2010).

6 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Hospital de Clinicas da UFPR (CAAE: 05201412.4.0000.0096)

Trata-se de um estudo observacional transversal. Foram selecionados
pacientes maiores de 18 anos, do ambulatorio de epilepsia do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC-UFPR), que tenham epilepsia
de lobo temporal dificil controle e que concordaram em participar, com assinatura
de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Foram excluidos do estudo
individuos que ndo aceitem o convite ou tenham alguma contraindicagcéo para
realizar o exame de Ressonancia Magnética.

A definicao do foco da epilepsia como temporal se da por critérios de
eletroencefalograma associados a quadro clinico compativel. Dados clinicos
foram obtidos por analise de informagdes cadastradas no servigo de Epilepsia
do Hospital de Clinicas da UFPR. Os dados dos exames de VEEG foram
tabulados para localizagdo do foco epileptogénico. Os dados clinicos obitidos
foram referentes a:

1 — Idade
2 — Género
3 — |dade da primeira crise (anos)
4 — Tempo de doenga (anos)
5 — Tipos de crise, conforme ultima classificagdo da ILAE
6 — Presenca de foco ictal contralateral ao VEEG

Foram selecionados 38 pacientes com achados de EMT a RM, comparados
a grupo controle de 58 individuos sem histérico de doengas neurolégicas e com
estudo de RM sem alteragdes significativas. A definicdo da atrofia hipocampal
se da ao estudo de imagem pela presenga dos critérios tipicos de redugao
volumétrica, aumento de sinal em T2 e perda da arquitetura interna da formacéao

hipocampal. Os critérios de inclusao, portanto, sao:
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e Achados compativeis com atrofia hipocampal unilateral a imagem por RM.

e Aquisicdes volumétricas com resolugdo adequada, sem artefatos de
movimento que comprometam as aferi¢oes.

e Sao tolerados até cinco pequenos focos hiperintensos na ponderacao T2
na substancia branca dos hemisférios cerebrais, desde que de pequenas
dimensbes e sem efeito expansivo ou restricdo a difusdo, comumente
associados a espacgos perivasculares e sem significado clinico

e Também sao toleradas até trés pequenas calcificagcbes detectaveis na
ponderacdo T2, assim como pequenas lesdes extraxiais sem alteragao
do sinal do parénquima adjacente (p. ex. pequenos meningiomas
calcificados).

Os estudos de RM foram realizados sem qualquer 6nus para os pacientes ou
para o grupo controle, em equipamento SIEMENS® 3.0 T Skyra (Erlangen,
Alemanha) com bobina de 16 canais na clinica DAPI — Diagndstico Avancado
por Imagem. Foram obtidas imagens estruturais MPRAGE ponderadas em T1,
compativel com morfometria baseada em voxel, usando os seguintes
parametros: Tempo de repeticdo (TR) = 1.620mseg; tempo de eco (TE) = 3mseg;
espessura de corte = 1mm; flip angle = 15°; matriz = 192 x 256 e resolugao no
plano de 0.9 x 0.9 mm. Para a analise morfométrica, ndo € necessario a inje¢cao
de meio de contraste paramagnético, e o estudo tem duragdo de cerca de 60
minutos.

Uma vez adquiridas, as imagens dos pacientes ficaram armazenadas no
sistema interno (PACS). Estas imagens foram pds-processadas por meio do
software Freesurfer (https://surfer.nmr.mgh.harvard.edu), utilizando o script de
processamento “recon-all’ para as estruturas subcorticais. Foram obtidos os

volumes da substancia cinzenta subcortical das seguintes estruturas:

1 — Putamen
2 — Globo palido
3 — Talamo

4 — Nucleo caudado
5 — Amigdala

A segmentagdo do hipocampo foi realizada com o script adicional
“hippocampal-subfields-T1”, obtendo-se volumes das seguintes estruturas:

1 — Cauda do hipocampo
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2 — Subiculo

3 - CA1

4 — Fissura hipocampal
5 — Pré-subiculo

6 — Para-subiculo

7 — Camada molecular

8 — Camada granulosa do giro denteado (GM-DG)

9 — CA2/CA3
10 — CA4
11 — Fimbria

12 — Area de transi¢do da Amigdala / Hipocampo
13 — Volume total do hipocampo

Os dados foram primeiramente tabulados em planilha do Microsoft ®
Excel. Posteriormente, realizou-se a correcdao dos volumes das estruturas pelo
método de covariancia descrito por Jack e cols.(1995), considerando-se o
volume intracraniano (ICV).

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prism
Software versao 8.0.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California
EUA). A normalidade de distribuicdo das amostras foi analisada por testes de
Shapiro-Wilk (p < 0,05). Os dados demograficos foram entdo analisados com
testes de Chi-quadrado (género), ANOVA (idade) e Mann-Whitney (idade e idade
de inicio de doenca). Os volumes entre os grupos de pacientes e grupo controle
foram comparados com multiplas comparacgdes utilizando-se teste-t, sendo
corrigido pelo método de FDR (false discovery rate) de Benjamini-Hochberg,

assumindo-se valor-p ajustado pror > 0,05.

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em artigo final para publicagédo em anexo.

8 CONSIDERAGOES GERAIS

Conforme descrito na literatura, observou-se redugao volumétrica da

substancia cinzenta subcortical em pacientes com esclerose mesial temporal,
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quando comparados a controles saudaveis. Esta reducido so6 foi observada em
pacientes com ELT com atrofia hipocampal a esquerda. As diferengas entre os
pacientes com EMT a direita e a esquerda sao descritas em estudos prévios.

E notavel a variacdo entre estruturas afetadas comparando-se pacientes
com esclerose mesial a direita e a esquerda observada no estudo. Varios
estudos demonstram uma diferenca de padrdo entre pacientes com EMT a
direita e a esquerda, sendo identificado um inicio mais precoce das crises
convulsivas em pacientes com alteragcao a esquerda, talvez por mecanismos
bioldgicos diferentes, o que poderia justificar o maior numero de achados a
direita (WHELAN, 2018; BLUMCKE, 2017).

A redugado volumétrica da formacado hipocampal é o achado mais
consistente neste estudo e nos demais estudos da literatura, sendo condizente
com o esperado pela préopria esclerose mesial. Ha estudos que demonstram a
reducao volumétrica da formagao hipocampal contralateral, e possivelmente
associado a pior prognéstico pds-operatorio; possivelmente se explica pela
propagacédo de estimulos pela comissura hipocampal entre as porgbes CA3
(BARRON, 2012). Nao se obteve resultado estatisticamente significativo em
relagdo a segmentacao do hipocampo contralateral e a analise do grupo controle,
0 que também foi observado em outro estudo recente (KREILKAMP, 2018).

Outra estrutura cuja redugado volumétrica foi identificada em pacientes
com EMT a direita € o talamo ipsilateral, sendo um dos poucos achados
consistentes associado a EMT em varios estudos e meta-analises (BARRON,
2012, CAGLIARI, 2017, WHELAN, 2018). O talamo, sobretudo na sua porgao
medial e dorsal, apresenta varias conexdes com a formagédo hipocampal,
estando diretamente envolvido na transmissao de estimulos na crise convulsiva.
Ja seus nucleos anteriores parecem exercer fungdo reguladora sobre as
formacgdes hipocampais (BARRON, 2012).

O que ainda nao foi esclarecido pelos diferentes estudos € a real natureza
da reducao volumétrica de substancia cinzenta, e em que ponto isso decorre
somente pela epilepsia. Estudo de AVIM e cols. (2016) mostra que pacientes
com EMT e bom controle das crises de epilepsia tendem a desenvolver maior
perda de substancia cinzenta em relacdo aos controles. Além disso, parece
haver relacdo com medicagdes antiepilépticas e com fatores genéticos
(CACIAGLI, 2017).
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O estudo apresenta limitagdes em relacdo ao tamanho da amostra. Por
outro lado, € homogénea, de forma que todos os pacientes sdo acompanhados
pela mesma equipe assistente, passaram pelos mesmos exames de VEEG e
foram submetidos a estudos de RM no mesmo aparelho, com péds-
processamento das imagens sob condi¢des técnicas semelhantes.

Outra limitacao refere-se a eventuais erros de afericdo da técnica
automatizada, embora o pés-processamento com o software Freesurfer ja foi
utilizado e validado em estudos anteriores (FISCHL, 1999; HAN, 2006;
JOVICICH, 2006; IGLESIAS, 2015).

9 CONCLUSOES

A ressonéancia magnética € um método de imagem que permite boa
caracterizagdo da atrofia hipocampal em pacientes com epilepsia do lobo
temporal e, associada a técnicas avangadas de pds-processamento, € possivel
identificar alteracbdes de volume de estruturas de substancia cinzenta subcortical
nestes pacientes. O padrao de acometimento de pacientes com ELT com atrofia
hipocampal unilateral varia conforme a lateralidade do foco epileptogénico, o que
pode indicar diferentes formas de acometimento e de fisiopatologia nestes
pacientes.

O surgimento de novas técnicas permite melhor avaliagdo dos segmentos
do hipocampo, mas nao ha evidéncia de alteracbes em segmentos especificos

da formagao hipocampal contralateral ao foco epileptogénico.
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Tabela 1. Dados clinicos e demograficos dos pacientes incluidos na analise.

Table 1. Clinical and demographic data of the patients included in the analysis.

TLE-HA  Age  <Gend eAﬁ: Osf tll\‘::: gf Contralateral
Patient (°MRI) {yegl:s) ern € Enszty epilepsy EEG focus abnormalities (ictal EEG Seizure classification
(years)  (years) record)

1 Left 4578 M 18 27,8 Left temporal  Right temporal Focal to bilateral tonic clonic
2 Left 37,42 M 7 30,4 Left temporal  Right temporal Focal to bilateral tonic clonic
3 Left 29,74 F 16 13,7 Left temporal Focal to bilateral tonic clonic
4 Left 53,02 F 9 440 Left temporal  Right temporal Focal to bilateral tonic clonic
5 Left 41,29 F 0,75 40,5 Left temporal Focal to bilateral tonic clonic
5 Left 26,73 F 6 20,7 Left temporal  Right temporal Focal to bilateral tonic clonic
7 Left 41,91 F 25 16,9 Left temporal Focal

8 Left 56,67 F 16 40,7 Left temporal Focal to bilateral tonic clonic
9 Left 53,65 F 8 45,6 Left temporal Focal to bilateral tonic clonic
10 Left 23,94 F 3 20,9 Left temporal  Right temporal Focal

11 Left 26,19 M 1,2 25,0 Left temporal Focal

12 Left 31,85 M 0,9 30,9 Left temporal Focal to bilateral tonic clonic
13 Left 44,38 F 20 24,4 Left temporal  Right temporal Focal to bilateral tonic clonic
14 Left 38,85 F 7 31,9 Left temporal Focal to bilateral tonic clonic
15 Left 34,08 M 0,25 33,8 Left temporal Right temporal Focal to bilateral tonic clonic
16 Left 32,99 M 27 6,0 Left temporal Focal to bilateral tonic clonic
17 Left 42,57 F 8 34,6 Left temporal Focal to bilateral tonic clonic
18 Right 45,44 F 3 42,4 Right temporal Focal

19 Right 28,32 F 0,75 27,6 Right temporal Focal to bilateral tonic clonic
20 Right 50,53 M 5 45,5 Right temporal  Left temporal Focal to bilateral tonic clonic
21 Right 17,81 M 4 13,8 Right temporal Focal

22 Right 11,61 F 17 24,6 Right temporal Left temporal Focal

23 Right 40,71 F 29 11,7 Right temporal Left temporal Focal to bilateral tonic clonic
24 Right 45,92 F 7 38,9 Right temporal Left temporal Focal

25 Right 33,68 M 4 29,7 Right temporal Focal to bilateral tonic clonic
26 Right 3446 F 30 4,5 Right temporal Focal to bilateral tonic clonic
27 Right 4706 F 34 13,1 Right temporal Focal to bilateral tonic clonic
28 Right 46,52 F 14 32,5 Right temporal  Left temporal Focal to bilateral tonic clonic
29 Right 2720 M 4 23,2 Right temporal Left centrotemporal Focal to bilateral tonic clonic
30 Right 2472  F 3 21,7 Right temporal  Left temporal Focal to bilateral tonic clonic
31 Right 41,89 M 1,5 40,4 Right temporal Focal to bilateral tonic clonic
32 Right 48,22 F 20 28,2 Right temporal Focal to bilateral tonic clonic
33 Right 33,67 F 1,4 32,3 Right temporal Focal to bilateral tonic clonic
34 Right 48,87 F 28 20,9 Right temporal Left temporal Focal

35 Right 46,67 M 6 40,7 Right temporal Focal to bilateral tonic clonic
36 Right 33,67 M 1,5 32,2 Right temporal Focal to bilateral tonic clonic
37 Right 44,39 F 6 38,4 Right temporal Left temporal Focal

38 Right 38,52 M 3 35,5 Right temporal Focal to bilateral tonic clonic

STLE-HA: temporal lobe epilepsy with hippocampal atrophy. "MRI: magnetic resonance imaging. “M: male. F: female.



Tabela 2. Analise dos dados clinicos e demograficos entre os grupos de
pacientes e grupo controle.

Table 2. Comparisons of demographic and clinical data from patients and control groups.

Controls Right 3TLE-HA Left TLE-HA

(n=59) (n=21) (n=17)
Gender (F/M) 32/27 13/8 11/6 X2 =0,9436(p=0,62)
Age (years) 38,5 38,8 39,0 F=0,016(p=0,98)
Median time of - 28,7 28,5 t= 0,005 (p=0,9557)
disease (years)
Median age of - 10,3 10,7 U=171(p=0,8446)

epilepsy onset

(years)

=TLE-HA: temporal lobe epilepsy with hippocampal atrophy
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Tabela 3. Comparacéo dos volumes subcorticais corrigidos nos grupos de
pacientes e grupo controle.

Table 3. Subcortical corrected volumes comparisons in controls, left and right TLE-HA? patients.

Laterality in MRI

TLE-HA Controls )
imaging and Structure tratio P (roR
means(cm?) / SD means (mm?) /SD
VEEG®
Left Thalamus 6521 426,9 7070 692,6 3,095 0,014
Left Caudate 3225 448 3386 373,2 1,497 0,173
Left Putamen 4489 507,6 4973 452,4 3,782 0,003
Left Pallidum 1895 161,1 2004 170,7 2,348 0,043
Left Amygdala 1558 188 1624 201 1,209 0,256
Left Right Thalamus 6675 477,2 7006 606,6 2,069 0,067
Right Caudate 3357 365,1 3473 399,7 1,074 0,286
Right Putamen 4697 388,7 5001 466 2,452 0,041
Right Pallidum 1780 124 1871 173,1 2,019 0,067
Right Amygdala 1849 176,4 1720 167 2,772 0,023
Left Thalamus 7038 646,3 7070 692,6 0,185 0,807
Left Caudate 3235 355,6 3386 373,2 1,611 0,151
Left Putamen 4835 510,2 4973 452,4 1,161 0,262
Left Pallidum 1942 150,9 2004 170,7 1,471 0,172
Left Amygdala 1814 186,7 1624 201 3,787 0,003
Right
Right Thalamus 6625 676,3 7006 606,6 2,398 0,089
Right Caudate 3274 384,5 3473 399,7 1,978 0,121
Right Putamen 4804 432,1 5001 466 1,694 0,151
Right Pallidum 1782 155,1 1871 173,1 2,077 0,121
Right Amygdala 1795 225 1720 167 1,607 0,151

*TLE-HA: temporal lobe epilepsy with hippocampal atrophy *VEEG: videoelectroencephalography
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Tabela 4. Analise dos segmentos das formagdes hipocampais no grupo de
pacientes com atrofia hipocampal a esquerda.

Table 4 — Hippocampal subfields volumetry data of Left TLE-HA patients compared with control group.

Laterality in MRI and TLE-HA2 Controls )
Structure tratio Piero)
VEEGH Mean (mm?3) / SD Mean (mm?3) / SD
Left Hippocampal tail 399,3 68,63 319,0 7477 6,308  <0,000001
Left subiculum 340,4 50,41 63,71 4936 6,219  <0,000001
Left CA1 469,5 60,28  564,9 64,86 7,957 <0,000001
Left hippocampal-fissure 148,2 35,67 291,0 26,67 0,911  0,365140
Left presubiculum 238,6 26,25 195,1 35,9 7,455  <0,000001
Left parasubiculum 54,27 7,25 249,6 9,084 3,257  0,001708
Left molecular layer HP 409,2 50,48 87,30 52,52 10,27  <0,000001
Left GC-ML-DG® 196,4 28,78 60,74 2486 11,65 <0,000001
Left CA3 142,1 22,85 3437 22,68 67334 <0,000001
Left CA4 225,4 130,7 5617 137,1 12,59  <0,000001
Left fimbria 73,91 17,99  436,9 16,13 2,031 0,045858
Left HATA® 54,23 7,993  654,2 7,536 1,899 0,061496
Left Whole hippocampus 2545 297 145,0 298 10,00  <0,000001
Left
Right Hippocampal tail 565,8 52,76  561,7 76,12 0,2077 0,562937
Right subiculum 511,5 147,8  436,9 1644 1,684  0,119890
Right CA1 666,7 50,26  654,2 76,23 0,6358 0,441135
Right hippocampal-fissure ¢4 5 32,03 145,0 24,47 2,100  0,052654
Right presubiculum 289,8 27,14 3021 36,15 1,299  0,200008
Right parasubiculum 60,57 6,447 60,63 8,436 0,0270 0,608154
Right molecular layer P 5qq ¢ 36,41  580,9 58,51 0,6066 0,441135
Right GC-ML-DG 302,3 19,22 299,0 30,03 0,4274 0,499213
Right CA3 221,8 19,21 213,55 29,17 1,103  0,259902
Right CA4 273,2 32,78  257,0 4 1,495  0,149958
Right fimbria 86,69 20,05 84,83 17,57 0,372 0,499213
Right HATA® 66,59 11,7 62,78 7,667 1,591  0,133718

Right Whole hippocampus 3548 203,1 3514 325 0,4079 0,499213

aTLE-HA: temporal lobe epilepsy with hippocampus atrophy. bGM-ML-DG: granule cell layer of the dentate gyrus. cHATA: hippocampus
amygdala transitional area. dVEEG: video-electroencephalography
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Tabela 5. Analise dos segmentos das formagdes hipocampais no grupo de
pacientes com atrofia hipocampal a direita.

Table 5 — Hippocampal subfields volumetry data of Right TLE-HA patients compared with control group.

Laterality in MRI and TLE-HA2 Controls )
Structure tratio Piero)
VEEGH Mean (mm?3) / SD Mean (mm?3) / SD
Left Hippocampal tail 550,3 59,11 547,6 74,77 0,149 0,569624
Left subiculum 4439 58,77 437,7 49,36 0,468  0,527276
Left CA1 634 76,46 620,1 64,86 0,802  0,418757
Left hippocampal-fissure 151,5 18,94 147,7 26,67 0,602 0,513463
Left presubiculum 315,1 30,77 319,0 359 0,442 0,527276
Left parasubiculum 61,67 9,789 63,71 9,084 0,866 0,418757
Left molecular layer HP 561,3 65,37 564,9 52,52 0,252 0,562081
Left GC-ML-DGP 292,2 35722 291,0 24,86 0,169  0,569624
Left CA3 1934 27,03 1951 22,68 0,280  0,562081
Left CA4 2989  128,7 2496  137,1 1,437  0,199870
Left fimbria 90,83 19,7 87,30 16,13 0,811  0,418757
Left HATAC 64,71 8,52 60,74 7,536 2,003  0,068114
_ Left Whole hippocampus 3457 357,7 3437 298 0,250 0,562081
Right Right Hippocampal tail 424,4 58,36 561,7 76,12 7,506 <0,000001
Right subiculum 387,6  149,1 436,9 164,4 1,208  0,276860
Right CA1 486,9 61,71 654,2 76,23 9,046  <0,000001
Right hippocampal-fissure 148,3 23,09 145,0 24,47 0,538 0,523339
Right presubiculum 2241 23,57 302,1 36,15 9,196 <0,000001
Right parasubiculum 50,79 7,023 60,63 8,436 4,782 0,000015
Right molecular layer HP 4241 46,24 580,9 58,51 11,09 <0,000001
Right GC-ML-DGb 202,7 31,5 299,0 30,03 12,46  <0,000001
Right CA3 152,8 22,23 2135 29,17 8668  <0,000001
Right CA4 183,2 3851 257,0 41 7,193  <0,000001
Right fimbria 68,2 10,46 84,83 17,57 4,078  0,000183
Right HATA 58,31 8,895 62,78 7,667 2,199  0,047108
Right Whole hippocampus 2590 294,5 3514 325 11,45 <0,000001

aTLE-HA: temporal lobe epilepsy with hippocampus atrophy. bGM-ML-DG: granule cell layer of the dentate gyrus. cHATA: hippocampus

amygdala transitional area. dVEEG: video-electroencephalography.

FIGURAS
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Figura 1. Aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
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Figura 2. Segmentacao da substancia cinzenta subcortical ao nivel dos nucleos
da base. As estruturas de interesse sdo demonstradas em verde escuro (talamo),
roxo (putamen), azul (globo palido) e cinza (nucleo caudado).

|

Figura 3a e 3b. Volumetria e segmentagao do hipocampo nos planos coronal (a)
e longitudinal do hipocampo (b). Nestas imagens € possivel identificar os
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segmentos CA1 (vermelho), CA2/CA3 (verde escuro), camada molecular
(vermelho escuro), camada granulosa do giro denteado (azul claro), subiculo
(azul), parasubiculo (amarelo), pré-subiculo (roxo escuro), fissura hipocampal
(roxo), caudal hipocampal (roxo claro) e area de transi¢ao amigdala — hipocampo
verde claro).

a.
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ABSTRACT

Hippocampal atrophy (HA) is the main lesion associated with drug-resistant temporal lobe epilepsy and
can be reliably evaluated in conventional magnetic resonance imaging studies (MRI), with satisfactory
lateralization of epileptogenic focus. Also, post-processing quantitative techniques permit better evaluation
of extratemporal volume abnormalities, including cortical and subcortical gray matter (GM) structures, with
more consistent findings in the ipsilateral hemisphere to the epileptogenic focus, including the thalamus
and adjacent gyri. Since the results from previous studies are variable, especially in contralateral
hippocampus, we aimed to analyze the relationship of subcortical GM volume in patients with temporal
lobe epilepsy associated with hippocampal atrophy (TLE-HA), including hippocampal subfield analysis.
Subcortical GM volumes of hippocampus, amygdala and basal ganglia were obtained with automated
techniques from MRI scans of 38 TLE-HA patients (seventeen with left TLE-HA) and compared with 59
healthy controls. Patients with left TLE-HA demonstrated significant lower volumes in left thalamus
(t=3,09, p=0,014), putamen (t=3,78, p=0,003) and pallidum (t=2,35, p=0,043), and also volume loss in right
putamen (t=2,45, p=0,041). No significant volume loss was detected in right TLE-HA group. Volume
increase in contralateral amygdala was found in both L-TLE-HA (t=2,77, p=0,022) and R-TLE-HA groups
(t = 3,79, p = 0,003). No significant changes were observed in the contralateral hippocampus or
hippocampal subfields comparisons. Our findings suggest different patterns in subcortical volume
abnormalities in left and right TLE-HA patients, which may indicate different neural network abnormalities
accordingly to the ictal side. Subtle contralateral amygdala enlargement is present in both groups and may
have a specific role in epileptogenic mechanisms. There appear to be no significant volume abnormalities

in contralateral hippocampus in TLE-HA, as well in especific hippocampal subfields in automated analysis.
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INTRODUCTION

Epilepsy is a significant neurological disease, with several clinical and social impairments. Almost one-
third of patients do not achieve appropriate control of seizures with pharmacologic therapy [1—4]. Temporal
lobe epilepsy (TLE) is the most common drug-resistant epilepsy in adults, with characteristic history and
seizure semiology, as well as epileptogenic focus localized at electroencephalographic (EEG) studies
during the crisis. It is also the most common epilepsy referred for surgical treatment [5,6]. The primary
structural lesion associated with TLE is hippocampal sclerosis, present at magnetic resonance imaging

(MRI) studies as hippocampal atrophy (HA) and T2 hyperintensity [6,7]. Although TLE associated with
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hippocampal atrophy (TLE-HA) is usually related to alterations restricted to the mesial portion of the
temporal lobe in conventional MRI, several studies have demonstrated extra-hippocampal white and gray
matter abnormalities [8,9], as well in contralateral side to epileptogenic focus [10]. It is also known that

gray matter volume loss in TLE-HA is correlated with poor surgical outcome.

Since these findings are not often accessible in conventional MRI studies, quantitative techniques can
improve hippocampal atrophy detection [6], moreover, can also indicate extra-hippocampal findings in
deep gray matter and extratemporal findings. Voxel-based morphometry (VBM) is an automated
computerized quantitative technique that evaluates differences in the brain between two or more groups of
subjects and has been frequently used in researches of gray matter volume abnormalities associated with
epilepsy [9,11]. Also, new segmentation techniques permit a better evaluation of hippocampal subfields.
However, data from several studies are conflicting, especially in contralateral structures to the epileptic

focus [8,12].

The aims of this study are to identify subcortical gray matter abnormalities in TLE-HA patients in a tertiary

health care center using VBM techniques including hippocampal subfield analysis.
METHODS
Subjects

This study was approved by the Ethics in Research Committee of Clinics Hospital of the Federal University
of Parana, and patients have signed informed consent. We included thirty-eight subjects (21 patients with
right TLE-HA — 8 males — and 17 patients with left TLE-HA — 6 males); referred to surgical planning
between September 2013 and August 2018, and without any other pathologies in MRI scans than
hippocampal atrophy. They have been evaluated clinically and by EEG record during the crisis, with
findings consistent with TLE. We compared the subjects with 59 healthy controls, with no history of
neurological conditions. Clinical data of age, gender, time of disease, education, and laterality were

obtained from medical records and video-EEG reports.
MRI acquisition

MRI scans were performed in a 3T Siemens MAGNETOM Skyra (Erlangen, Germany). The morphometry
protocol consists of a 3D T1 MP-RAGE (Three-Dimensional Magnetization Prepared Rapid Acquisition
GRE), acquired in the sagittal plane (176 slices, FoV 256mm, slice thickness 1mm, voxel volume 1mm?,
TE 3.36ms, TR 2530ms, TI 1100ms, pixel bandwidth 200Hz/px, flip angle 7°). We acquired additional
sequences of coronal T2-weighted fast spin-echo perpendicular to the hippocampi, 3D T2 fluid-attenuated
inversion recovery, susceptibility-weighted imaging, and diffusion tensor imaging. The scans were read by
two neuroradiologists (GRS and SEO), and unilateral HA diagnosis and affected side were established by
consensus, considering visual and qualitative parameters: hippocampus height, morphology, and altered

signal. All patients have concordant side of HA and ictal changes in VEEG.
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MRI volumetry

The TIl-weighted MRI scans were processed using the FreeSurfer software package
(http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/), stable version 6.0 (January 2017), documented in detail in previous
articles [14-29]. We ran the recon-all script adding the hippocampalsubfields-T1 flag, and extracted
subcortical gray matter and hippocampal subfield volumes [27]. Twelve subfields were determined by
automated segmentation: hippocampal tail, subiculum, CAIl, hippocampal fissure, presubiculum,
parasubiculum, molecular layer, granule cell layer of the dentate gyrus (GC-DG), CA3, CA4, fimbria and
hippocampus — amygdala transitional area, as well the whole hippocampus volume. The results were
satisfactory and minor errors in volumes detected in the visual inspection were not considered for editing,
as bias due to over- or under-correction along the process could occur. We used the database of the control
group to obtain reference volumes. Hippocampal volumes and their subfields and subcortical gray matter
structures were normalized using the covariance method previously described [28], and we considered the

intracranial volume (ICV) in the correction [29].
Statistical analysis

We used GraphPad Prism Software version 8.0.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego, California
USA) for the statistical analysis. Demographic data were evaluated with Chi-square (gender); ANOVA
analysis for age between the groups and Mann-Whitney tests for time of disease and age of disease onset,
since those variables do not present a normal distribution in Shapiro-Wilk tests (p< 0,05). The ICV-
corrected subcortical volumes were compared with means and SD, and FDR adjusted p-value < 0,05 was

considered significant.
RESULTS

The demographic data and clinical features are described in Table 1. There was no difference in age, gender,

age of epilepsy onset and disease duration among the groups (Table 2).

The post-processed basal ganglia ICV-corrected volume comparisons of TLE-HA patients compared to
controls are demonstrated in Table 3. In the L-TLE-HA group, volume decrease was detected in ipsilateral
thalamus (6521 £ 426 in patients and 7070 £ 692 in controls, p=0,014), putamen (4489 & 507 / 4973 £ 452,
p=0,003) and pallidum (1895 £+ 161 /2004 + 170, p=0,043), as well as in right putamen (4697 + 388 / 5001
+ 466, p=0,041); no statistically significant volume loss was detected in R-TLE-HA patients. In both L-
TLE-HA and R-TLE-HA groups, contralateral amygdala enlargement was detected (1849 + 176 / 1720 +
167 p=0.022 in L-TLE-HA, and 1814 + 187 / 1624 + 201, p = 0.003 in R-TLE-HA).

Post-processed hippocampal subfield comparisons are demonstrated in Tables 4 and 5. No significant
differences were founded in the comparisons with group control for each of subfields or whole contralateral

hippocampal volumes.

DISCUSSION
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We made a quantitative analysis of subcortical GM on TLE patients with hippocampal atrophy. Aside from
determination of epileptogenic focus in TLE, MRI post processing techniques are useful for determination
of extra-hippocampal findings utilizing VBM analysis. Previous studies have consistently demonstrated
GM volume loss in ipsilateral thalamus and mesiotemporal structures [9,12,29]. We found ipsilateral
volume loss in thalamus, putamen and pallidum in L-TLE-HA. Also, contralateral volume reduction was
found in the right putamen in that group. The thalamus is the extra-temporal structure with more consistent
findings in several studies [8,9,12], usually in the ipsilateral hemisphere, and different hippocampal-
thalamic and cortical-subcortical networks may be involved in epileptogenic propagation in these patients.
No significant volume loss was detected in R-TLE-HA group. It suggests different mechanisms and
networks involved in epileptic pathogenesis between right and left hippocampal atrophy, as previously
described, although with conflicting results [8, 9], with description of more subcortical abnormalities in R-

TLE-HA.

We also found contralateral amygdala enlargement in both TLE-HA groups. The amygdala consists of a
nuclei group connected with several cortical and subcortical structures and is related to emotional and
behavioral aspects and, in TLE, may be implied in seizure semiology and symptoms, like sensation of fear,
olfactory hallucinations and autonomic disorders [30]. There is a considerable evidence of amygdala
enlargement in TLE, principally in “non-lesional” negative MRI studies [8,31,32], although there is no
consensus if may be considered an isolated syndrome [33,34], however, there are correlation to later age of
onset of epilepsy, more impaired consciousness crisis and a better response do pharmacologic treatment
[35]. Moreover, histological analysis after surgical resection demonstrates different results, including
gliosis, cortical dysplasia and tumors [36]. Amygdala enlargement associated with hippocampal sclerosis
has been reported previously by Coan et al. [37], with more than 90% of patients with contralateral volume
abnormality to ictal zone; also, an earlier age of onset of seizures was described in the AE group, which
could also represent a marker of early TLE. However, those patients were previously selected based in
amygdala enlargement defined by a volume higher than 2 standard deviations from the median of group
control, which differs from our patients, who have more subtle volume abnormalities; therefore, there is an
evident difference between the median amygdala volume in our sample (1848 cm? and 1814 cm?® in R-TLE
and L-TLE) compared with the referred study ( mean of 2729 cm?), although our patients have a similar
median age of onset of epilepsy (right TLE-HA: 10 years — 1 to 34 years — left TLE-HA: 10 years — 1 to 18
years) to the group with AE reported (11 years — 1 to 38 years) [37].

Our analysis showed no statistically significant volume abnormalities in the contralateral hippocampus.
The connections between the hippocampi and its role in epileptogenic spread are well defined [38,39], but
previous data regarding the contralateral hippocampus volume are conflicting [11,12,39]. We either found
any statistically significant difference in hippocampus subfield analysis. Recent results with automated
Freesurfer analysis show no correlation of ipsilateral hippocampal segmentation and clinical data as age,
age of epilepsy onset, time of disease and seizure frequency [13], but there appear to be better surgical

outcomes in patients with CA1 and CA4 atrophy in ipsilateral hippocampus [40].

Our study has limitations. Our sample is small, but the groups evaluated are homogeneous, with the same

parameters in clinical evaluation in MRI scans, although we have not applied correlation tests with clinical
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data. Also, there are some imprecisions in automated analysis, although these methods have been previously
validated in several studies. Moreover, it is not possible to correlate the findings with histological data since

surgical resection is not indicated for contralateral findings.
CONCLUSION

Automated post-processing techniques are a valuable method for quantitative analysis of subcortical gray
matter and hippocampal subfields in TLE. Quantitative analysis of subcortical gray matter showed
statistically significant volume reduction in L-TLE-HA, but not in R-TLE-HA. These findings could relate
to different epileptogenic mechanisms in the left and right patients, which could also explain different

clinical findings between these patients.

Amygdala enlargement was detected in both groups. The role of amygdala in TLE seems to be complex,

and further studies may be necessary to evaluate this structure involvement in different types of epilepsy.
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