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Resumo

Resumo

A técnica de espectroscopia por ressonancia magnética (MRS, do inglés Magnetic Reso-
nance Spectroscopy) baseada no niicleo do hidrogénio (' H-MRS) tem sido muito usada em
estudos neuroldgicos na determinagdo de padrdes metabdlicos para varias patologias. A infor-
macao fornecida por esta técnica € Uinica, pois permite monitorar niveis de metabdlitos especi-
ficos, envolvidos em vdrios aspectos da fungdo cerebral. Até o momento, a grande maioria dos
estudos de 'H-MRS in vivo tém sido “estiticos”, no sentido de que uma Unica medida € feita,
sem se preocupar com informagdo temporal. Isso se deve a baixa razdo sinal-ruido inerente a
esta técnica, que obriga a realizacdo de aquisi¢des longas e médias temporais, sacrificando a
resolucdo temporal. No entanto, o advento da técnica de ressondncia magnética funcional e de
outras técnicas de neuroimagem dinamicas, que medem parametros dindmicos como fluxo san-
guineo, taxa de oxigenagdo do sangue, atividades elétrica e magnética do cérebro, naturalmente
fez surgir o interesse em se ter uma técnica que pudesse fornecer informac¢do dinamica sobre as
vias metabdlicas associadas a funcdo cerebral - uma MRS funcional. O objetivo deste trabalho
foi, portanto, verificar a viabilidade da utilizacdo da técnica de MRS in vivo em experimentos
funcionais, tendo sido o primeiro realizado nesta drea, no Brasil. Para isso foi primeiramente re-
alizado um estudo extensivo sobre 0s poucos trabalhos existentes na drea e as bases bioquimicas
da ativacdo neuronal. Em seguida, foram realizados experimentos e desenvolvidos varios méto-
dos de andlise para tentar detectar a variacao temporal dos principais metabdlitos presentes num
espectro cerebral (N-acetil-aspartato total: NAA, Creatina total: Cre, grupo Colina: Cho, grupo
Glutamato/Glutamina: GIx, e Lactato: Lac) em individuos saudaveis, durante um experimento
com estimulo visual. Os experimentos apresentaram uma série de dificuldades, e nao foi pos-
sivel alcancar a alta resolu¢do temporal desejada, sendo que a resolu¢do média ficou na ordem
de minutos - o que concorda, no entanto, com a maioria dos trabalhos encontrados na literatura.
Nao detectamos variagdes significativas nos niveis de NAA, Cre e Cho, o que também esté de
acordo com a maioria dos estudos encontrados na literatura. Por outro lado, foram encontradas
variagdes nos niveis de Lac (que aumentaram com o estimulo, o que concorda com a literatura,
porém ndo voltaram ao nivel basal apds o estimulo, o que ndo concorda), e variagdes nos niveis
do grupo Glx (que aumentaram com o estimulo, voltando em seguida ao nivel basal, o que
concorda com a literatura). Embora os resultados encontrados ndo tenham sido totalmente con-
cordantes com a literatura e ndo tenha sido possivel melhorar a resolucao temporal (em relagao
aos trabalhos da literatura), acreditamos que este trabalho deixa uma significativa contribuicao
através dos diversos protocolos experimentais € métodos de andlise testados, e abre o caminho
para pesquisas futuras na 4rea.
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Abstract

Abstract

The technique of Magnetic Resonance Spectroscopy using the hydrogen nucleus (' H-MRS)
has been widely used for neurologic research for determining metabolic patterns for many
pathologies. The type of information provided by this technique is unique, since it allows
monitoring specific metabolic concentrations involved in cerebral function. Until now, the ma-
jority of the in vivo 1H-MRS studies have been “static”, meaning that data acquisition is done
with no concern for temporal information. The reason for this is the low signal-to-noise ratio
(SNR) inherent to this technique, which imposes long acquisitions and time averaging that sacri-
fices temporal resolution. However, the development of function Magnetic Resonance Imaging
(fMRI) and other time resolved neuroimaging techniques, that measure dynamic parameters
such as blood flow, blood oxygenation rate, electric and magnetic cerebral activity, naturally
brought up the interest on a technique that would allow a time resolved measure of the specific
metabolic concentrations involved on cerebral metabolism - something like a functional MRS.
Therefore the goal of this work was to study the feasibility of using the in vivo MRS technique
for functional experiments, being the first of its kind performed in Brazil. To do so, initially an
extensive bibliographic research was done, to comprehend not only the details of these experi-
ments but also the neurochemistry behind the MRS signal. Next, experiments were performed
and many analysis methods were developed, in order to attempt to detect temporal variations of
the main metabolites present on a typical cerebral spectrum (total N-acetyl-aspartic acid: NAA,
total Creatine: Cre, total Choline: Cho, Glutamine/Glutamate group: Glx and Lactate: Lac) in
healthy subjects, during a visual stimulation experiment. Those experiments presented a series
of difficulties and the desired high temporal resolution was not attained, achieving an average
resolution of minutes - the same resolution found on the majority of the works published. We
did not detect any significant variation of the NAA, Cre or Cho levels, which supports the con-
clusions of other works published. On the other hand, we detected variations in the Lactate
levels (which increased with the stimulus, as reported in other works, but did not return to base-
line levels, which disagrees with the published works), and in the Glx levels (which increased
with the stimulus, returning to baseline levels after it, which agrees with the published litera-
ture). Although the results found are not totally in agreement with the published literature and it
was not possible to improve the temporal resolution (compared to published works), we believe
that this work leaves a significant contribution to the field, through the experimental protocols
and analysis methods tested, and opens paths for future research in this area.
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Introducgao

Introducdo

A espectroscopia por ressonancia magnética (MRS, do inglés Magnetic Resonance Spec-
troscopy) é uma técnica que permite a andlise do contetido quimico de uma amostra de forma
ndo-invasiva, quantificando metabdlitos especificos passiveis de serem detectados pela técnica.
Em anos recentes, muito esfor¢co tem sido colocado no sentido de tornar possivel a utiliza-
¢do desta técnica no ambiente clinico, de forma a complementar a informacio fornecida por
exames diagndsticos mais comuns, como as imagens por ressonancia magnética (MRI) ou
por tomografia computadorizada de raios-x (CT). Em particular, a MRS baseada no nucleo
do hidrogénio (! H-MRS) tem sido muito usada em estudos neurolégicos na determinagio de
padrdes metabdlicos para vdrias patologias, entre elas diversos tipos de tumores cerebrais (MA-
JOS et al., 2003), Alzheimer, epilepsia (CENDES et al., 1997),(CENDES, 2003),(LI et al.,
2000), hipéxia (CHEONG et al., 2006), Canavan (GALANAUD et al., 2007), entre outras.

Isso se deve em parte a que o ' H é o nicleo usado para fazer as imagens, o que permite que
o mesmo equipamento de MRI seja usado para MRS; em parte devido a alta sensibilidade deste
nicleo; e em parte devido aos metabélitos especificos que podem ser detectados via ! H-MRS,
como o N-acetil-aspartato (NAA), considerado um marcador neuronal; o Glutamato, que € o
principal neurotransmissor; e Lactato, associado ao metabolismo neuronal subjacente a uma

ativacao.

No entanto, a MRS aplicada in vivo é uma técnica que apresenta uma série de problemas: os
campos magnéticos de baixa para média intensidade (1-3 Tesla) usados em aplicacdes clinicas,
juntamente com as baixas concentracdes dos metabolitos estudados presentes no corpo humano,
resultam numa baixa raz@o sinal-ruido (SNR); a impossibilidade de controlar a temperatura
da amostra (individuo) resulta em deslocamentos quimicos deslocados do valor esperado; as
inomogeneidades de campo, que aparecem devido a uma série de diferentes fatores (como as
correntes induzidas), contribuem para a incerteza da medida; em LH-MRS, os sinais residuais
da 4gua e gorduras modificam a linha de base. Todos estes problemas se combinam resultando
em um sinal de MRS medido de baixa SNR. Este problema é contornado por aquisi¢des onde
varios espectros (centenas) sdo adquiridos, e o espectro médio resultante € utilizado para a

andlise. Ou seja, resolucdo temporal é trocada por alta SNR.



Introducgao

Por outro lado, com o advento da técnica de ressonincia magnética funcional (fMRI) e de
outras técnicas de neuroimagem dindmicas (como fMRI e eletroencefalografia (EEG) combi-
nados, tomografia dptica de difusdo no infra-vermelho préximo (NIR-DOT), magnetoencefalo-
grafia (MEG)), que medem parametros dinamicos como o fluxo sanguineo, a taxa de oxigenagao
do sangue, as atividades elétrica e magnética, etc., tem surgido cada vez mais interesse em se ter
técnicas que possam fornecer informacdo dindmica sobre os caminhos metabdlicos da fungdo
cerebral. No entanto, o monitoramento de niveis metabdlicos in vivo durante uma ativagao neu-
ronal via MRS, denominado fMRS (do inglés functional Magnetic Resonance Spectroscopy),
ainda € uma drea relativamente nova na literatura. O principal problema com a aplicacdo desta
técnica de forma dinamica é sua baixa SNR, ja mencionada. Os poucos trabalhos que obje-
tivam a monitoragdo dindmica dos niveis metabdlicos tém, portanto, seguido abordagens que

permitam contornar essa baixa SNR inerente.

O principal objetivo deste trabalho foi desenvolver experimentos com a finalidade de estu-
dar a viabilidade da técnica de MRS, sendo o primeiro com tal propdsito no Brasil. Este projeto
estd inserido no Programa CInAPCe (Cooperacao Interinstitucional de Apoio a Pesquisas Sobre
o Cérebro, www.cinapce.org.br) da Fapesp, cujo foco € o desenvolvimento de novos métodos
e técnicas que permitam avancar no entendimento do cérebro e desordens associadas, baseado

em dados multimodais centrados em equipamentos de MR com campo de 37.

Para que isso fosse possivel, além dos estudos necessarios para entender o fendmeno de
Ressonancia Magnética Nuclear (Secdo 1.1) e as peculiaridades dos estudos de MRS in vivo
(Secao 1.2), uma ampla revisao sobre os trabalhos realizados nessa drea especifica de fMRS teve
de ser feita para identificar quais abordagens poderiam ser realizadas com os meios disponiveis
na Unicamp (Sec¢do 2). Paralelamente, foi feita também um estudo dirigido sobre os modelos
existentes para explicar a dinamica bioquimica de um neurdnio e seu entorno, para compreender

o significado das medidas feitas com MRS (Secdo 2.2).

No Capitulo 3 sao apresentados os diversos experimentos desenvolvidos ao longo do projeto
e todas as peculiaridades encontradas nestes experimentos. Este capitulo mostra quais as abor-
dagens que foram adotadas no trabalho para realizar os experimentos de fMRS in vivo, tratando
inicialmente dos protocolos de aquisicdo e paradigmas (Secdo 3.1), em seguida da aquisi¢do

(Secdo 3.2), e finalmente dos protocolos de pds processamento dos dados (Secao 3.3).

No Capitulo 4, os resultados encontrados nos experimentos sdo apresentados juntamente
com uma breve discussdo sobre as conclusdes e consequéncias de cada um destes experimentos
para o decorrer do projeto. Finalmente, no Capitulo 5, apresentamos as conclusdes finais sobre

os experimentos de MRS in vivo feitos na Unicamp até o momento.
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1 Fundamentos

1.1 Ressoniancia Magnética Nuclear (NMR)

Dentre os dtomos que compdem a matéria existem alguns ( 'H, 2H, 1°B, 1B, 13C, 14N,
BN, 0, 9F, 23Ng, 25i, 3P, 33¢1, 113¢d, 195Pt) que apresentam o que chamamos de spin
nuclear. Embora nio exista uma regra simples de se calcular se um determinado dtomo tera ou
ndo spin, para o caso dos dtomos cujos prétons e/ou néutrons apresentam-se em quantidades

fmpares, como no caso do 'H e 13C, esta caracteristica sempre estara presente.

Esta caracteristica da intrinseca da matéria interage com campos magnéticos e pode ser
descrita por um modelo quantico de operadores e auto-vetores. Para um sistema de spins sujeito
a um campo magnético constante By na direcdo Z, os experimentos mostram que estes auto-
valores dos operadores assumem valores discretos. Este € o caso do operador médulo quadrado

do momento angular total L%

> =121(1+1), (1.1)

onde 7 € a constante de Plank reduzida ; [ = 1,2,3,4,... € o nimero quantico que define os

auto-valores discretos do operador L2.

Neste resultado, observamos que o médulo do momento angular total permanecer invari-
ante no tempo mas que que nao necessariamente garante a medida direta do momento angular
total (<Z)), uma vez que nao se pode inferir o sentido do momento angular, fato que pode ser
interpretato como consequéncia do principio da incerteza, que faz com que a particula sem-
pre assuma um movimento de precessdo mesmo estando em equilibrio. Este movimento de
precessao também € bem definido, e é caracterizado por sua frequéncia definida pela chamada

equacao de Larmor:

Vo = =B, (1.2)
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onde Vo € a chamada frequéncia de Larmor e ¥ € uma constante de proporcionalidade do nticleo

denominada constante giromagnética.'

Nota-se com isso a dependéncia direta do movimento de precessdo com o campo magnético
aplicado no nucleo. Esse fato permite a espectroscopia por MR estudar nido sé o nicleo mas
seu entorno, pois pequenas variagdes locais de campo magnético refletem-se na frequéncia de
precessdo do nucleo. De forma geral estas pequenas variagdes sdo atribuidas a dois fatores. Um
deles € a blindagem eletronica do nicleo, que chamamos de Chemical Shift, e reflete o grau
de oxidagdo do nicleo, contribuindo para um deslocamentodo da frequéncia de precessao. O
outro fator é o chamado Acoplamento-J, que é resultado da soma, em um modelo quantico, dos
momentos angulares presentes dentro de uma mesma molécula. Esta soma divide os niveis de
energia em valores intermedidrios que se refletem como um split da frequéncia de precessdo em
torno de um valor. Consequentemente, pode-se assumir que cada molécula terd um conjunto de
diferentes frequéncias que permitem interagir nao s6 com o 4tomo mas sua vizinhanca, ou seja,

a molécula como um todo.

Outra consequéncia do modelo quantico € a projecdo na direcdo Z do momento angular

total, <ZZ> que diferentemente de <Z), possui valor mensuravel, e é definido como:

-

(L;) = mh, (1.3)

onde m =0, i%, :l:%, j:%...; € o numero quantico que define os auto-valores discretos do oper-

ador L,.

Consequentemente, segundo a defini¢io de momento magnético?:

1L, = ymbh. (1.4)

Para o caso mais comum de spin, como o 'H e '3C, onde temos apenas dois estados pos-
siveis, m pode assumir os valores m = % oum= —% (também conhecidos com up[1]e down[]],

respectivamente).

Esta condi¢do quantica € importante pois a partir desta explica-se o chamado Efeito Zee-
man. Este efeito consiste em que, sem a presenca do campo magnético, as energias E dos
estados up e down sdo degeneradas, mas na presenca do campo magnético irdo abrir-se em dois

niveis distintos:

2 . 13
I'Para os d4tomos de interesse no trabalho: %’;’ ~ 42,6 M8 72—; ~10.7 48z
‘h=17L
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E = —[:i -EO = —,LLZBO = —’}/tho,
AE = Ei _ET = ’)/le0 = /’lV().

(1.5)

Estes dois novos niveis, um de menor e outro de maior energia, sdo atribuidos ao alin-
hamento, paralelo (1) ou antiparalelo ({), que cada nicleo pode assumir com relacdo ao campo
magnético. Embora o estado de maior energia represente um equilibrio instavel, caso a difer-
enca de energia entre os estados for comparavel a energia térmica disponivel, é esperado que
as populagdes n4 € n respectivas a cada alinhamento estejam sempre povoadas. Pois em uma
amostra macroscépica que possui energia térmica suficiente, sempre existirdo dtomos que irdo
transitar de um estado para o outro (tanto up — down quanto down — up). No entanto, no
equilibrio térmico, as respectivas populagdes de dtomos com spins nucleares up e down terao

uma propor¢do constante que segue a distribuicao de Boltzman:
AE hv, hv,
’ﬁ:exp — | =exp a4 2 , (1.6)
B kgT
onde kp € a constante de Boltzman.

Estas populagdes de spins irdo criar o efeito macroscopico chamado de magnetizacdo M,

cuja magnitude nada mais é que a simples diferenca entre as populagcdes de spins:

— 1.
4kpT’ (1.7)

’)/_/’l 2 I’lB()
21

M= p(ny—n)) = (

onde n = ny +n € o nimero total de spins.

Figura 1.1: Representagdo dos spins e da magnetizacao.
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1.1.1 Excitacao e Deteccao

Como mencionado, 0 movimento de precessdo dos spins tem uma frequéncia bem definida
que depende nao sé do campo aplicado (Equagao 1.2), mas também do meio molecular onde o
atomo se encontra (efeitos de Deslocamento Quimico e Acoplamento-J). Com isso um campo
magnético oscilante, como o de uma onda eletromagnética, com as mesmas frequéncias da de
precessdo, pode interagir com a manifestacdo macroscopica dos spins, a magnetizacado, através

de um processo de ressonancia.

Qualitativamente uma onda eletromagnética de amplitude B, uma frequéncia de % e po-
larizagdo em y faz com que as populagdes n| e nt se redistribuem modificando a componente
M?. Além disso, as fases dos spins, que antes da incidéncia da onda estavam distribuidas aleato-
riamente anulando qualquer componente de M no plano transversal xy irdo alinhar-se criando a

componente M4, que gira no plano xy.

Figura 1.2: Dinamica dos spins quando em ressonancia.

Matematicamente a equacdo de Bloch (HAACKE et al., 1999) € a que descreve esta dindmica

da magnetizacdo:

dM (1)
dt

_ }/<A7I(t) XE(t)) B Mx(l))e;;My(t))A’ B ]Wz(f;]_iwoz7 (1.8)

onde E(t) € o campo magnético experimentado pelo nucleo; tipicamente é a soma do campo
magnético By com as corre¢des de Deslocamento Quimico e Acoplamento-J e do campo mag-
nético By (t) da onda eletromagnética. My é a magnetizagdo de equilibrio térmico, tipicamente
parat — co. T1 € uma constante de decaimento que define a velocidade com que as populacdes
de spins retornam ao estado de equilibrio térmico My, e € denominada “tempo de relaxagdao
spin-lattice ”. 7, € uma constante de decaimento que define a velocidade com que os spins

perdem a coeréncia, e por isso € denominada “tempo de relaxacdo spin-spin ”.

Sendo assim € possivel prever o comportamento da magnetizacao sobre qualquer campo
magnético. Além de descrever a excitacao de um conjunto de d&tomos (mostrado na Figura 1.2)

a equacdo de Bloch também descreve a volta do sistema para o equilibrio térmico.
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Neste exemplo, a magnetizacdo foi posicionada no plano xy. Nesta configuracdo o posi-
cionamento de bobinas perpendiculares a este plano, mostrado na Figura 1.3(a) faz com que
o movimento de precessdo da magnetizacdo crie, por efeito Faraday, correntes proporcionais
a intensidade da magnetizacdo. Logo a trajetdria de volta ao ponto de equilibrio térmico da

magnetizacdo pode ser acompanhada, como representado na Figura 1.3(b)

M, P "

M, 0
Ll
temll“ - ,, & 0- =5 —i
5
(a) Detecgio do relaxamento de M. (b) Relaxamento de M no espaco e projegdes sobre

0s eixos x e y.

Figura 1.3: Trajetéria de M durante o relaxamento.

Dessa forma somos capazes de medir as projecdes de M nos eixos x e v (Equagdo 1.8), as

quais atribuimos o nome de Free Induction Decay (FID):

FID o< My, = My + iM,. (1.9)

Para a espectroscopia, usa-se a representacao do FID no espago de Fourier (de Graaf, 2007),

dado pelas componentes real (1.10) e imaginéria (1.11):
R(w) =A(w)cos(¢p) —D(w)sen(®) (1.10)

I(w) =A(w)sen(@) +D(w)cos(9), (1.11)

onde A(®) é denominado espectro de Absorg¢ao, dado por

MoT,
14+ 02T’

Alo) (1.12)

e D(®) é o espectro de Disperséo, dado por
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MywT}
1+ 0?T7

D() (1.13)

Suas componentes reais, definida na Equacao

1.10, sdao Lorentzianas (Figura 1.4), centradas — absargde

— dispergdo

na frequéncia vy de Larmor, a componente de

N z

absor¢do possui largura a meia altura € igual

Amplitude

a 1/(nTy) e, o mais importante para a espec-

troscopia, drea sob o pico proporcional ao mé-

o x T 4 —20 0 20
dulo da magnetizacdo M (que por sua vez € pro- Frequéncia

porcional ao nimero de spins alinhados com o

campo Magnético, Equacdo 1.7, e consequente- Figura 1.4: FID no espaco de Fourier: espec-

mente 2 concentracdo molar do dtomo). Assim, T

partindo de uma referéncia conhecida e ajustando o FID tal que ¢ = 0 nas Equagdes 1.11 e
1.10, e separando as componentes de absor¢do e dispercdo, seria possivel identificar a molécula
devido a distribui¢do dos picos no espectro real de absorcdo, e consequentemente inferir sua

concentragdo molar.

T .000ES
6 000ES

5.000E:

Cho Cre
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3 .000ES
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1000 -
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Figura 1.5: Exemplo de espectro in vivo .

Finalmente é pertinente comentar que apesar de poder utilizar Hertz (Hz) como unidades
das abscissas do espectro, este é geralmente apresentado usando unidades ppm (partes por
milhdo). Isto € feito para que se crie uma independéncia da resposta espectral com o campo,
pois se a unidade utilizada fosse o Hz o eixo de frequéncias seria proporcional ao campo e

consequentemente a localizacdo dos picos dependeria deste campo. Logo introduz-se a escala
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ppm a partir da equacao:

o — Stransmitter — famostra % 10° + 0y, (1.14)

ftransmitter

onde fumosira € a frequéncia medida da amostra, firansmirrer € @ frequéncia de operagdo do trans-
missor € 0y € uma constante de ajuste que cria uma referéncia com relacdo a um padrdo. No
caso da espectroscopia in vivo , o padrio para 'H-MRS ¢é o pico do grupo metil do metabélito
N-acetil-aspartato centrado em 2,02ppm, e para 3! P-MRS é o pico da fosfocreatina centrado

em 0,00ppm.

1.2 Sobre experimentos in vivo

Na teoria apresentada até aqui ndo houve preocupacdo com as condicdes experimentais
nas quais os resultados seriam medidos. No entanto este trabalho contou principalmente com
medidas realizadas em ambiente in vivo, e por causa disso apresenta muitas peculiaridades que

o diferenciam de qualquer experimento in vitro que devem ser consideradas na interpretacao
dos dados.

1.2.1 Sequéncias de pulso

Por se tratar de meios bioldgicos, todo metabdlito estard dissolvido em dgua. Embora isto
s6 ocorra em experimentos que utilizam dtomos de 'H, deve-se lembrar que a grande maioria

dos experimentos in vivo utiliza este 4&tomo, e por isso é uma peculiaridade pertinente.

O grande problema gerado pelo sinal da 4gua deve-se ao fato dela ser o solvente nos quais
os metabolitos se encontram, e consequentemente o sinal atribuido aos metabdlitos deverd ser
varias ordens de grandesa menores que o sinal da da d4gua. Sendo assim, para que seja possivel
medir qualquer outro sinal que ndo o da dgua, é preciso adicionar a sequéncia de pulsos de
aquisicao do sinal, pulsos de supressdo da dgua. Estes sdo pulsos seletivos que t€m a finalidade
de manter a magnetizacao dos dtomos de hidrogénio nas moléculas de dgua sempre no estado
excitado, reduzindo assim o nimero de moléculas de dgua que relaxam e geram algum tipo de
sinal. O pulso mais utilizado para esta finalidade é conhecido como Chemical-Shift-Selective
(CHESS) estando presente nas principais sequéncias de pulso para aquisi¢do espectroscopica,
como a Point Resolved Spectroscopy (PRESS), Figura 1.6(a), e a Stimulated Echo Acquisition
Mode (STEAM), Figura 1.6(b).
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Figura 1.6: Sequéncias de pulso para aquisi¢io espectroscopica.
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A sequéncia PRESS possui trés pulsos de radio frequéncia RF de 90°, 180° e 180°, 71 é o
tempo entre o primeiro e segundo pulso (RF) e 7; 4+ 73 € o intervalo de tempo entre o segundo e

terceiro pulsos de RF. O tempo de eco (TE) é 21| 4 213.

A sequéncia STEAM possui trés pulsos RF de 90° o 77 € igual ao 14, 71 + 74 € 0 tempo ao
eco (TE), enquanto 7, + 73 € conhecido como o tempo de mistura (TM). Um fato importante na
sequéncia STEAM ¢€ que somente a metade da magnetizacdo transversal obtida pelo primeiro
pulso de 90° ¢ transformada em magnetizac¢do longitudinal pelo segundo pulso de 90°, dimin-
uindo o SNR por um fator 2. O terceiro pulso leva a magnetizacdo longitudinal armazenada
pelo segundo pulso de RF de novo ao plano transversal para formar o STE (do inglés, Stimu-
lated Echo).

Em ambas as sequéncias, Gy, Gy e G; sdo
os gradientes de campo magnético, os quais sao

gerados por bobinas solenoidais nas quais cor-

rentes elétricas opostas (em diferentes bobinas)

produzem campos magnéticos que se combinam

para gerar um gradiente de campo magnético

numa Unica direcdo (x, y, z). A intersec¢do re-

sultante da aplicacdo dos gradientes de campo
magnético em conjunto com pulsos de RF es-

Figura 1.7: Escolha do VOI utilizando gra-

pecificos permite definir o volume de interesse
dientes.

(Volume of Interest - VOI), tal como se mostra na Figura 1.7.

1.2.2 Fontes de erro

Um dos grandes desafios para qualquer experimento de espectroscopia de RM in vivo sdo
as fontes de erros adicionais a um experimento in vitro, pois além da dificuldade inicial de se
alcancar um padrao satisfatério na busca de adaptar a teoria apresentada a pratica, um experi-
mento in vivo adiciona uma infinidade de erros, os quais podem alcancar amplitudes maiores

que o sinal medido e dificilmente podem ser modelados e isolados.

Dentre estes erros discutiremos alguns que representam os principais desafios das aquisi¢oes

in vivo.

11
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Sinal da agua e lipidios

Como vimos a maioria dos experimento in vivo deve utilizar sequéncias de pulso especificas
para suprimir o sinal da 4gua. Porém, mesmo com estes pulsos de supressdo, o sinal residual
da dgua costuma alcangar magnitudes até 10 vezes maiores que o sinal dos metabdlitos e este

residuo da dgua sempre ird adicionar alguma distor¢do de baseline em seus arredores.

Por outro lado, o sinal das macromoléculas ndo terd uma amplitude significativa, mas sim
um intervalo de frequéncias muito amplo. Seus dtomos de hidrogénio apresentam tempos de
relaxacdo 7> muito curtos, e como discutido em 1.1.1, a Lorentziana correspondente terd uma
largura a meia altura muito ampla, contribuindo para a modificacdo da baseline em todo o

espectro.

Ja os lipidios terdo uma resposta intermedidria. Seus tempos de relaxacdo 75 sdo comparati-
vamente longos se comparados as macromoléculas, mas ndo longos o suficiente para apresentar
uma resolucao espectral compardvel a dos metabdlitos. Além disso, seu deslocamento quimico
¢ suscetivel também a direcao do campo By, o0 que resulta em uma contribui¢do a baseline muito

mais complicada de se modelar.

Volume parcial

Um problema comum em qualquer aquisi¢do de imagens médicas, os artefatos de volume
parcial sdo fruto da ndo homogeneidade dos tecidos biol6gicos. Isso pois os voxels de aquisi¢ao
possuem tamanho finito, € nunca pontual, o que resulta em que o volume da medida sempre terd

como sinal a média das diversas partes (tipos diferentes de tecido) contidas neste volume.

No caso da espectroscopia in vivo este problema se agrava, pois para obter sinais detectdveis
os volumes escolhidos para andlise sdo da ordem de centimetros ctibicos, tipicamente 2 X 2 x 2
cm?. Como dentro de um volume deste tamanho encontramos nio sé milhares de células mas
também diferentes tecidos, o sinal medido sempre representard uma média composta peolos

diferentes tecidos e células.

Limitacoes de hardware

Apesar das limitagdes de hardware serem um problema presente em qualquer montagem
experimental, as discutidas nesta secdo descrevem algumas das peculiaridades inerentes aos
equipamentos de RM médicos, pois devemos realcar que as grandes dimensdes deste tipo de

equipamentos apenas tornam mais complicado atingir os padrOes desejdveis para aplicar as

12
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teorias.

Um dos aspectos experimentais mais importantes para qualquer experimento de RM € a ho-
mogeneidade do campo magnético aplicado, pois quanto maior a homogeneidade maior a SNR
e melhor a resolucdo espectral. No entanto, em experimentos in vivo o proprio individuo que
serd examinado introduz inomogeneidades no campo. Para corrigir esse problema desenvolveu-
se um processo denominado shimming, neste primeiras correcdes sao feitas de forma passiva
com barras de metal cujas propriedades magnéticas sao bem definidas, tais barras irdo deformar
o campo de forma a compensar algumas das inomogeneidades. Para se obter uma correcao
mais eficente, e a0 mesmo tempo adaptdvel, sdo utilizados bobinas convencionais para cria ati-
vamente campos magnéticos e permitem correcoes mais localizadas (por exemplo, no voxel
onde serd adquirido o sinal de espectroscopia) e que podem ser ajustados para condicdes es-

pecificas de desvios na homogeneidade do campo magnético.

Outro fator presente a aquisi¢cdo de espectros de MRS sdo as correntes parasitérias ou eddy-
currents, que sao correntes induzidas no processo de geracdo dos gradientes de campo mag-
nético utilizados para a localizac@o do sinal. Esses gradientes sdo gerados na forma de pulsos
quadrados, ou seja, a corrente em uma bobina deve ser instantaneamente maximizada, mantida
por um tempo e reduzida a zero instantaneamente. No entanto, como ndo se pode garantir o
carater instantaneo mencionado, as mudangas abruptas nos gradientes induzem correntes para-
sitdrias na estrutura do magneto, que por sua vez geram campos magnéticos indesejados. Isso
adiciona um fator de inomogeneidade ao campo. Estas correntes parasitdrias podem ser cor-
rigidas, entre outras formas, por bobinas de compensacdo. Além disso, no pré-processamento
dos dados seus efeitos podem ser reduzidos dividindo-se o sinal no dominio temporal pelo sinal
nao suprimido da dgua, ou usando uma correcdo de fase ponto a ponto a partir do sinal ndo

suprimido da 4dgua.

Ruido biolégico

Embora o termo seja extremamente vago, no caso de experimentos de RM destacam-se os
artefatos de movimento. Mesmo garantindo que durante o experimento nao ocorram movimen-
tos conscientes por parte do sujeito, em um experimento in vivo sempre existirdo movimentos
invonluntdrios, como movimentos de respiracdo ou reflexos do ciclo cardiaco. Estes, embora
possam ser monitorados, ndo sdo facilmente modelados pois assumem carateristicas diferentes

para cada individuo.

13
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Consequéncias

Nesta breve discussao apresentamos algumas das principais fontes de erro que prejudicam a
qualidade dos espectros medidos. Quantitativamente, estes erros diminuem a razdo sinal-ruido

(SNR):

As‘i na
SNR = —signal. (1.15)

Anoise

onde Agignal € Anoise 30 as amplitudes destes sinais.

Assim, nas metodologias convencionais, este problema € atacado com aquisi¢des mais lon-
gas, para alcangar estatisticas maiores que melhorem a SNR. Mas esta abordagem nao pode ser
feita indiscriminadamente, pois ainda estamos tratando de experimentos in vivo . Ainda mais
pertinente ao trabalho, € que esta abordagem ¢é incompativel com aquisi¢des dinamicas. Logo,
nos trabalhos que propdem aquisi¢des dinamicas de MRS, vemos que o principal enfoque €
encontrar maneiras de melhorar a SNR dos espectros por vias ndo convencionais que a0 mesmo

tempo corresponderiam a uma janela temporal menor que a dos métodos atuais.

1.2.3 Volume de interesse

Nos experimentos de espectroscopia in vivo € essencial ser capaz de atribuir uma localiza-
¢ao anatdmica ao sinal medido, ou seja, utilizar alguma técnicas de aquisi¢ao para localizar o
volume de interesse (Volume of Interest - VOI), e atribuir aquela regido os dados experimentais

coletados.

Existem diferentes técnicas de aquisicdo para localizagdo na MRS, mas que podem ser

divididas em dois grandes grupos:

1 Voxel dnico ou SVS (Single Voxel Spectroscopy) (Figura 1.8(a));

i1 Imagens espectroscopicas ou MRSI (Magnetic Resonance Spectroscopy Imaging) (Figura
1.8(b)).

O primeiro grupo faz a aquisi¢do de um unico voxel, e por isso permite uma maior resolugdo
espectral. Por outro lado, as técnicas do segundo grupo permitem um mapeamento espacial das
variagdes dos metabodlitos numa dada regido anatomica (p.ex., o cérebro), para uma rede de

voxels em uma tinica aquisi¢ao.
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1.2 Sobre experimentos in vivo

(b) Figura 2 de (BOUCARD et al., 2005): exemplo de MRSI

Figura 1.8: Técnicas de aquisi¢do para localizagdo na MRS.
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1.2 Sobre experimentos in vivo

A escolha de uma ou outra técnica depende do experimento que se queira realizar. Para os
experimentos dindmicos deste trabalho escolheu-se trabalhar apenas com voxels tnicos. Pois a
maioria dos trabalhos estudados optou pela SVS, que permite uma melhor resolu¢do temporal.
Além disso, a resolugdo espectral em aquisi¢des dindmicas € uma prioridade, e por isso deve

ser mantida a melhor possivel.

1.2.4 Efeito BOLD

O efeito BOLD (Blood-Oxygen-Level Dependent) foi descoberto em 1990 (OGAWA et al.,
1990) e desde entdo tem contribuido enormemente para os estudos funcionais do cérebro. O
efeito BOLD decorre do fato que os niveis de deséxihemoglobina e oxihemoglobina da rede
capilar apresentam variagdes que sdo correlacionadas a ativacao neuronal, causando alteracdes
na susseptibilidade magnética da regido ativada. Esta alteracdo € passivel de ser medida através
de experimentos de MR, e é principalmente utilizada na criagdo de imagens por contraste BOLD
que permitem identificar quais regides cerebrais apresentaram variagdes hemodindmicas asso-
ciadas a um estimulo sensorial ou tarefa cognitiva. Neste projeto o mesmo tipo de estimulo
utilizado na aquisi¢do de fMRS foi utilizado para gerar estas imagens por contraste BOLD
e identificar a regido de interesse para aquisicdo de MRS, servindo assim como guia para o

posicionamento do voxel de MRS.

Por outro lado, em um trabalho de 2001 (ZHU; CHEN, 2001), os autores mostraram mque
o efeito BOLD altera o espectro de MRS. Eles observaram que os espectros obtidos durante o
periodo de estimulo apresentavam um aumento na amplitude e uma diminui¢ao na largura de
linha dos picos, se comparados aos obtidos sem o estimulo. Isto foi verificado para os princi-
pais picos dos metabdlitos N-acetila-aspartato e Creatina total, e também para o pico da dgua,
sendo que as variacoes reportadas foram da ordem de 3% de aumento na amplitude e 2% de
diminui¢do na largura de linha. Em (MANGIA et al., 2007a) estas conclusdes foram estendi-
das para os experimentos feitos em 77 mostrando-se ainda mais significativas, Para campos de
3T nio se encontrou nenhuma publicacdo que aborde o assunto, logo neste trabalho nao foram

descartadas possiveis variacdes decorrentes do efeito BOLD.

1.2.5 Quantificacao de metabdlitos

Por serem tdo peculiares, existem métodos especificos para a quantificacdo de sinais espec-
troscopicos de ressonancia magnética in vivo; estes métodos podem atuar no dominio temporal

ou da frequéncia.
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1.2 Sobre experimentos in vivo

AMARES

O AMARES (Advanced Method for Accurate, Robust and Efficient Spectral fitting of MRS
data) (VANHAMME; van den Boogaart; HUFFEL, 1997), disponivel no software livre J]MRUI
(http://www.mrui.uab.es/) (NARESSI et al., 2001), € um método interativo de quantificacao no
dominio do tempo. Este método ajusta os N pontos medidos que compoem o sinal y, por uma

soma de K sendides que decaem exponencialmente:

K
Yn=In+e,= Z akel¢ke(_dk+12nfk)trz +ep, (1.16)

k=1
onde a; é a amplitude, ¢y a fase, d; o fator de decaimento e f; a frequéncia da k-ésima senoide;

t, é o tempo de amostragem dos dados e e, € ruido branco complexo.

Estas fun¢des modelam cada ressonancia de maneira independente. Por isso, a partir de
algum conhecimento prévio, como o acoplamento-J ou o Deslocamento Quimico das ressonan-
cias, o usudrio pode adicionar restricdes ao ajuste e limitar os graus de liberdade do sistema.
Um exemplo seria um metabdlito composto por 3 picos com propor¢des a serem definidas a

priori: a, = xa; € az = yaj, onde x e y sdo as propor¢des impostas pelo usudrio.

LCModel

O LCModel (Linear Combination of Model spectra) (PROVENCHER, 2001), implemen-
tado no software de mesmo nome, € um método no dominio da frequéncia que difere do método
discutido anteriormente, pois sua fun¢do modelo consiste ndo mais de uma soma de ressonin-
cias isoladas, mas sim de uma soma de espectros completos. A ideia por tras deste método é
que alguns metabdlitos geram nao uma, mas multiplas, ressondncias no espectro (ver Figura
1.5). Dessa forma, o método define funcdes especificas para cada metabdlito, as quais podem
ser combinadas linearmente para ajustar os dados. Estas fun¢gdes podem ser medidas de MRS
in vitro de metabdlitos isolados, ou podem ser modeladas utilizando principios de Mecanica
Quantica (SMITH et al., 1994), levando sempre em conta os parametros da sequéncia de pulso

e a magnitude do campo magnético utilizados na aquisicao.

QUEST

A abordagem de ajustar os dados com uma combinagdo linear de espectros completos nio
é exclusiva do LCModel. O método QUEST (QUantitation based on QUantum ESTimation)
(RATINEY et al., 2005), também implementado no software jMRU I, segue esse mesmo princi-
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pio. No entanto, este difere do LCModel pois ao contrario deste o método QU EST faz o ajuste

no dominio do tempo.

1.2.6 Concentracoes absolutas versus concentracoes relativas

Independentemente do método utilizado, um dos problemas encontrados ao analisar dados
de MRS in vivo € a dificuldade de determinar o valor absoluto das concentracdes dos metabdlitos
medidos. Isso acontece pois, embora a magnetizacdo My seja diretamente proporcional ao
nimero de spins, que por sua vez é proporcional a concentra¢do, a medida de My € indireta:
0 que se observa € uma corrente induzida proporcional a magnetizacdo no plano xy. De fato,
o sinal medido de MRS de um dado metabdlito é proporcional ao numero de aquisi¢cdes, ao
ganho do receptor, a frequéncia de Larmor, a concentracdo molar e ao volume da amostra
(voxel), sendo também influenciado por funcdes mais complexas relativas a modulagdo do sinal
pela sequéncia de pulsos® e pela bobina utilizadas na aquisicio® (de Graaf, 2007). Como virios
dos parametros relativos a bobina de aquisi¢cdo ndo sdo conhecidos, a determinacao direta da

concentracgdo a partir do sinal medido € impossivel.

Para contornar este problema utiliza-se algum composto de calibragdo com uma concen-
tracdo conhecida, cujo sinal de MRS € utilizado como referéncia para os demais metabolitos.
No entanto, para realizar um cdlculo preciso da concentragdo, apenas medir o sinal da refer-
éncia ndo basta, é necessario fazer correcOes relativas a diferengas nos tempos de relaxagdo
T\ e T, susceptibilidade magnética, etc. Devido a dificuldade em calcular correcdes precisas,
particularmente no ambiente clinico, € pratica comum o uso de concentragdes relativas, onde
sao calculadas razdes entre metabodlitos medidos numa mesma aquisi¢do (ou mesma sessao).
Embora as concentracdes relativas fornecam menos informacao que as absolutas, ainda assim

essa informagdo € de grande valia para estudos clinicos.

3Inclui pardmetros como os tempos de repeticio TR e eco TE, o niimero e tipo de pulsos de radio frequéncia,
e os tempos de relaxacdo 77 e T>.
“Inclui parAmetros relativos a geometria, fator dB e qualidade da bobina.
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2 Revisao da literatura

Como parte desse estudo procedeu-se um amplo exame da literatura sobre a viabilidade dos

experimentos de MRS, e sobre como contornar os problemas resumidos na Segdo 1.2.2.

Na busca por alguma alternativa de reduzir a SNR sem perder a informacao temporal, pode-
se sugerir que o simples aumento do campo magnético seria suficiente. De fato isto é apenas
em parte verdade, pois, além de ndo ser uma opc¢ao na maioria dos experimentos, estudos apon-
tam para um limite superior de ~ 4.07 no valor do campo. Constatou-se em (de Graaf et al.,
2003) que a melhora de SNR acaba sendo contrabalanceada por uma diminui¢do na resolucao

espectral, fruto de efeitos microscopicos de susceptibilidade magnética.

Por estas razdes, neste capitulo encontra-se apenas uma breve discussdo de trés técnicas
encontradas na literatura, que apresentam algum tipo de proposta visando aprimorar a SNR sem
sacrificar a informacdo temporal ou exigir mudangas drésticas no hardware dos scanners. As
duas primeiras foram estudadas apenas no inicio do projeto, uma vez que niao se mostraram
muito préticas para os objetivos deste. Ja a terceira, que foi escolhida como técnica principal
do projeto, serd apresentada de forma mais aprofundada juntamente com uma discussdo dos

principais trabalhos publicados sobre o assunto.

MRS dindmica com !3C

Nos experimentos de espectrocopia de hidrogénio discutiu-se na Secdo 1.2.2 a distor¢do
da baseline gerada pelas moléculas de dgua e macromoléculas. Para contornar esse problema,
encontramos experimentos que substituem o dtomo de hidrogénio por outro que tenha um con-

traste maior e assim uma SNR melhor, como por exemplo o isétopo '3C.

O carbono, junto com o hidrogénio, € o principal componente das substancias organicas,
sendo encontrado naturalmente na proporcio de 98,9% de '2C e 1,1% de '3C. No entanto,
dentre estes 1sotopos, apenas o ultimo possui spin nuclear e pode ser detectado por MRS. Isso
prejudica sua medida devido a baixa abundancia natural, mas permite a administra¢io ao sujeito,
ou animal, de compostos marcados fabricados em laboratério. Por ter uma abundancia tdo

baixa pode-se assumir que sua presenca no organismo decorre exclusivamente da substincia
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artificial marcada, gerando um grande contraste. Além disso, sabendo qual dtomo de '>C de uma
substincia organica foi substituido por um '2C, é possivel acompanhar o caminho metabélico

deste atomo.

As aplicacdes desta técnica para o estudo do metabolismo cerebral tém sido vdrias, in-
cluindo o estudo do transporte de Glicose no cérebro humano; a medida do metabolismo do
glicogénio cerebral em animais durante situacao de hipoglicemia; a detec¢cao de um metabolismo
extremamente lento de glicogénio no cérebro humano; o achado de que o fluxo de piruvato car-
boxilase € essencial para o cérebro humano in vivo; a demonstracdo de que o metabolismo
glial € significativo em repouso e basicamente oxidativo in vivo; o estudo do fluxo de malato-
aspartato; o achado de que o metabolismo de Glutamato € afetado por estimulacao fisiolégica
focal do cérebro humano, entre outros. Uma revisdo desta técnica e aplicacdes pode ser encon-

trada em (GRUETTER et al., 2003).

Além disso, para um atomo de carbono ligado ao hidrogénio, € possivel através do acopla-
mento escalar heteronuclear utilizar parte da intensidade do sinal de hidrogénio para aumentar
tanto a sensibilidade quanto a resolucao do espectro em questao (de Graaf, 2007). No (ROTH-
MAN et al., 1985), um dos primeiros trabalhos a utilizar 'H — MRS acoplado ao 13¢C de forma
dinamica e in vivo , monitorou-se a contribuicdo relativa da Glicose e glicogénio cerebral na
formacdo do Lactato em situacdo de isquemia em cérebro de ratos. Em (Van Zijl et al., 1997)
utilizou-se essa técnica para avaliar o transporte de Glicose e a cinética metabdlica no cére-
bro de gatos. Nesse trabalho foi usada uma sequéncia rapida que permitia a aquisicao de 64 a
128 espectros em poucos segundos, e dessa forma monitoraram o influxo de Glicose por um
periodo de 40 minutos (com resolucdo temporal de 86 segundos). Estudos similares também

foram realizados no cérebro humano (de Graaf et al., 2003).

Finalmente, ap6s este estudo preliminar, optou-se por ndo utilizar qualquer abordagem que
seguisse tal linha, pois ficou evidente que esta abordagem exigiria ndo s ajustes de hardware
(como uma bobina dedicada de '3C), mas também a administra¢io de moléculas marcadas com

o is6topo. Essas exigé€ncias iriam além dos recursos disponiveis para o projeto.

Transferéncia de Magnetizacao

Uma outra metodologia para MRS dindmica, descrita em (de Graaf, 2007), e que pode
em principio ser utilizada com qualquer 4tomo que apresente uma ressonancia, ¢ a chamada
transferéncia de magnetizacio. Esta metodologia estuda processos quimicos simples que podem
ser descritos através de equilibrios quimicos, esquematizado na Equacao 2.1, mas que também

tenham uma dindmica obrigatoriamente mais rdpida que o tempo de relaxacdo do dtomo em
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questao.

PPLULN; (2.1)

kag

Esta metodologia divide-se em trés etapas principais: preparacdo, evolucdo e medida.
Na etapa de preparagdo, uma sequéncia de pulsos € efetuada de forma a magnetizar um dos
reagentes, por exemplo A. Em seguida a dindmica quimica transcorre normalmente, o que re-
sulta numa mistura de magnetizacdo entre os reagentes: a magnetizacdo das moléculas de A
¢ transferida para B e vice-versa. Até que, quando for feita a medida, faz-se a aquisicdo do
espectro e determina-se a constante (ksp) da dindmica quimica. Resumidamente, a molécula é
“magneticamente marcada”, e depois € efetuada a medida. Por isso, o processo todo deve ter
dura¢@o menor que o tempo de relaxacdo do composto A (kap >> ﬁ), para que a marca¢ao nao
se perca. A SNR nesta técnica pode ser mantida em niveis satisfatorios, pois o experimento pode
ser repetido diversas vezes sob condi¢des idénticas (espera-se que a dindmica de uma reagao
seja sempre a mesma para aquela reacio). Isso permite a aquisicdo de varios espectros para um

mesmo tempo de reacdo, que podem ser somados e processados da forma convencional.

Apés esta pesquisa inicial, optou-se por ndo utilizar esta abordagem, pois pela prépria
posposta da técnica ela € restrita ao estudo de reagdes modeladas por equilibrios quimicos,

as quais ndo se enquadravam nos interesses do trabalho.

2.1 Functional Magnetic Resonance Spectroscopy

As duas abordagens para aquisicdo de MRS dindmica mostradas anteriormente na Se¢do
anterior nao se mostraram apropriadas ao projeto, por conseguinte os estudos voltaram-se para

as técnicas de functional Magnetic Resonance Spectroscopy (fMRS).

Nos estudos de MRS, assim como nos de functional Magnetic Resonance Imaging (fMRI),
assume-se a hipdtese de que a resposta a um dado estimulo serd sempre a mesma. Consequente-
mente, a repeti¢cao do estimulo ou paradigma, cria um padrao que permite reconhecer, ao longo
da aquisicao, espectros correspondentes: estes representariam momentos idénticos em relacdo

ao estimulo.

Durante o exame da bibliografia encontraram-se cerca de 18 publicac¢des cujos trabalhos
mais significativos foram realizados por Mangia et al., atualmente do Center of Magnetic Res-
onance Research of University of Minnesota, com 6 trabalhos. Porém seus estudos sao, na

maioria, feitos em equipamentos de ressonancia de 77. Nos demais trabalhos, podemos iden-
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tificar diversos protocolos, a maioria feita em campos de 1,57, porém com conclusdes que

muitas vezes divergem.

Resumindo esses trabalhos, encontramos que a maioria usou:

e Campo magnético de 1.57;

e Estimulo visual (geralmente, padrao xadrez radial piscando a 8 Hz);

e Somente individuos controles (ou seja, poucos estudaram patologias);

e No méximo 12 sujeitos (poucos usaram acima deste niimero);

e Bobina de cabeca (headcoil) padrao (alguns poucos usaram bobina de superficie);
e Aquisica@o de voxel tnico utilizando a sequéncia PRESS;

e Tempo de repeticdo (TR) de 1500 ou 2000ms;

e Tempo de eco (TE) de 135 — 6, 144, 270 — 2, ou 288ms (que sdo os valores de TE mais

apropriados para a deteccao de Lactato);

e Quantificacdo dos espectros utilizando o software LCModel (http://s-provencher.com/pages/
Icmodel.shtml).

Estes parametros sdo interessantes para verificar que, em principio, estudos desse tipo sdo
factiveis em equipamentos como os disponiveis no programa CInAPCe. As Tabelas 2.1, 2.2 e
2.3 mostram um sumdrio dos principais parametros utilizados nesses trabalhos, e dos principais

resultados alcancados.
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Artigo Campo Bobina Estimulo Numero de Sujeitos
Magnético (T) Controles | Pacientes
Chiappa, Hill et al, 1999, Epilepsia 1,5 Cabeca / | Visual 12 9 epilepsia
Superficie fotosensitiva +7
epilepsia
Zhu e Chen, 2001, MRM 4 Superficie Visual 6 0
Mangia et al, 2003, Neuroscience 1,5 Cabeca Visual 5 0
Urrila et al, 2003, JCBFM 1,5 Cabeca Geracdo 12 0
de palavras
silenciosas
Urrila et al, 2004, J Sleep Res 1,5 Cabeca Geragdo 13 0
de palavras | jovens
silenciosas +12
velhos
Boucard et al, 2005, Eur Radiol 1,5 Cabeca Visual 4 0
Sarchielli et al, 2005, Neuroimage 1,5 Cabeca Visual 10 22 enxaqueca
com aura + 22
enxaqueca sem
aura
Sandor et al, 2005, Cephalalgia 1,5 Cabeca Visual 11 5 enxaqueca com
aura + 5 enx-
aqueca com aura
e outros sintomas
Mostert et al, 2005, Eur Radiol 1,5 Cabeca Motor (mao) 6 0
Urrila et al, 2006, Psych Res Neuroimag 1,5 Cabeca Visual 8 0
Maddock et al, 2006, Psych Res Neuroimag 1,5 Superficie | Visual com | 6 0
glicose
intravenosa
Katz-Brull et al, 2006, MRM 3 Superficie Visual 9 0
Baslow et al, 2007, J Mol Neurosci 3 Cabeca / | Visual 6 0
Superficie
Mangia et al, 2007, JCBFM 7 Superficie Visual 12 0
Mangia et al, 2007, J Neurosci Res 7 Superficie Visual 12 0
Maddock et al, 2009, Mol Psychiatry 1,5 Superficie Visual com | 15 15 sindrome do
teste de panico
aten¢ao

Tabela 2.1: Sumério de pardmetros utilizados nos artigos revisados de fMRS.
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Artigo Protocolo de Aquisi¢do
VOI TR (ms) TE (ms)
Chiappa, Hill et al, 1999, Epilepsia single voxel, PRESS Cortex 2000 272
occipital
Zhu e Chen, 2001, MRM single voxel 3000 23
2x2x3cm3, PRESS
Mangia et al, 2003, Neuroscience single voxel, PRESS Cortex 7500 a | 270
visual 15000
Urrila et al, 2003, JCBFM single voxel Area ati- | 1500 288 e
vada 144
Urrila et al, 2004, J Sleep Res single voxel, PRESS Area ati- 1500 288
vada
Boucard et al, 2005, Eur Radiol hybrid PRESS, 2D- | Cortex 1500 135
CSI / single voxel visual
Sarchielli et al, 2005, Neuroimage single voxel, PRESS Cortex 2000 144
visual
Sandor et al, 2005, Cephalalgia MRSI Cortex 1500 288
visual
Mostert et al, 2005, Eur Radiol hybrid PRESS, 2D- Area ati- 1500 135
CSI vada
Urrila et al, 2006, Psych Res Neuroimag
Maddock et al, 2006, Psych Res Neuroimag single voxel Cortex 1500 288
visual
Katz-Brull et al, 2006, MRM single voxel, PRESS Area ati- | 2000 35
vada
Baslow et al, 2007, J Mol Neurosci single voxel, PRESS 2000 135
Mangia et al, 2007, JCBFM single voxel, STEAM Area ati- | 5000 6
vada
Mangia et al, 2007, J Neurosci Res single voxel, STEAM Area ati- | 5000 6
vada
Maddock et al, 2009, Mol Psychiatry single voxel, PRESS 1500 288

Tabela 2.2: Sumadrio de pardmetros utilizados nos artigos revisados de fMRS (continuagdo da

Tabela 2.1)
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Artigo

Resultados

Chiappa, Hill et al, 1999, Epilepsia

aumento de Lac em pacientes vs controles no estado de repouso; nen-
huma variag@o significativa de nenhum metabdlito com estimulo

Zhu e Chen, 2001, MRM

aumento da altura do pico de NAA 2,5%, Cre 3,1%, H20 3,1%; e
diminuicdo da largura de linha de NAA -1,7%, Cre -1,8%, H20 -2,3%

Mangia et al, 2003, Neuroscience

diminui¢do de Lac 5s apds estimulo, com aumento de Lac 12s apds
estimulo

Urrila et al, 2003, JCBFM

aumento de Lac 50% com estimulo

Urrila et al, 2004, J Sleep Res

aumento de Lac 40% em jovens durante estimulo, mas nenhum aumento
em ninguém durante estado de privagio de sono

Boucard et al, 2005, Eur Radiol

nenhuma variagéo significativa de nenhum metabdélito com estimulo

Sarchielli et al, 2005, Neuroimage

diminui¢do de NAA durante estimulo para todos, acentuada (15%) nos
pacientes com aura; leve aumento de Lac com estimulo, acentuado nos
pacientes com aura

Sandor et al, 2005, Cephalalgia

aumento de Lac com estimulo em pacientes com aura e outros sintomas;
alto Lac no estado de repouso (sem aumento com estimulo) em pa-
cientes apenas com aura

Mostert et al, 2005, Eur Radiol

nenhuma variago significativa de nenhum metabdélito com estimulo

Urrila et al, 2006, Psych Res Neuroimag

diminuicido de NAA/H20 7% e de Cho/H20 12% para estado de pri-
vagdo do sono; nenhuma variacdo em estado alerta com estimulo; au-
mento de Cho/H20 com estimulo para estado de privagido do sono

Maddock et al, 2006, Psych Res Neuroimag

aumento de Lac com estimulo

Katz-Brull et al, 2006, MRM

nenhuma variagio significativa de nenhum metabdlito com estimulo

Baslow et al, 2007, J Mol Neurosci

diminui¢do de NAA 13% com estimulo

Mangia et al, 2007, JCBFM

aumento de Lac 23% e Glu 3%, diminuic¢ao de Asp 15% com estimulo

Mangia et al, 2007, J Neurosci Res

aumento de Lac com estimulo

Maddock et al, 2009, Mol Psychiatry

aumento de Lac com estimulo, sendo maior para pacientes

Tabela 2.3: Sumario dos principais resultados alcancados nos artigos revisados de fMRS dos

ultimos 10 anos.
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2.1.1 Abordagens experimentais

Nestes poucos artigos, identificamos basicamente trés maneiras de adquirir dados dinami-

cos, que chamamos de:

e Aquisic@o convencional;

e Aquisi¢do progressiva;

e Aquisi¢do de MRSI ou CSI.

Aquisi¢cao convencional

Neste tipo de aquisi¢@o, claramente derivada de experimentos de fMRI, a aquisicdo é feita
sobre um tnico voxel. Foi amplamente utilizada nos trabalhos revisados, tanto nos que obser-
varam variagdes funcionais (por exemplo (ZHU; CHEN, 2001) e (MANGIA et al., 2007b)),
quanto nos experimentos que ndo observaram varia¢des funcionais (por exemplo (BOUCARD
etal., 2005) e (KATZ-BRULL et al., 2006)). Temporalmente, o experimento € dividido em pelo
menos dois periodos ou blocos, geralmente correspondentes a duas tarefas cognitivas distintas:
On para estimulo, ou excucdo de uma dada tarefa, e Off para a auséncia do estimulo, ou re-
pouso em relacdo a tarefa (bakground). Logo, em uma aquisi¢ao continua € possivel, durante o
pOs-processamento, correlacionar os espectros que pertencem ao mesmo tipo de bloco a fim de

melhorar a SNR e permitir a comparacao direta do estimulo com o Background.

Aquisicao progressiva

Neste tipo de aquisi¢do também feita sobre um tnico voxel e utilizada por Mangia et all
(MANGIA et al., 2003b) e (MANGIA et al., 2003a), , a janela de aquisicdo varia em relacdo
ao estimulo. Tendo sempre o estimulo como referéncia, a janela de aquisi¢ao € posicionada
num determinado tempo posterior ao estimulo, o que permite a aquisicdo de diversos espectros
correspondentes e melhorar a SNR daquele instante no tempo. Em seguida, mudando o atraso
com que a aquisicao é feita, os novos espectros corresponderdo a um instante de tempo diferente.
Dessa forma, variando o atrasos da aquisicdo € possivel varrer todo o periodo que segue o

estimulo.
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Aquisicao de MRSI ou CSI

Este tipo de aquisicdo utiliza uma técnica conhecida como Magnetic Resonance Spec-
troscopy Imaging ou Chemical Shift Imaging, que permite a aquisi¢ao simultanea de diferentes
espectros em diferentes voxels e foi utilizada por Sandor ez all em (SANDOR et al., 2005).
Logo, utilizando critérios anatdmicos ou funcionais, € possivel determinar quais voxels sdao

correlacionados e assim aumentar a SNR espectral da regido como um todo.

2.1.2 Dos artigos estudados

Apesar das diferentes formas de aquisicao discutidas, estas sdo apenas defini¢des iniciais,
que ndo serviriam para discussdes mais profundas. De fato, mesmo os trabalhos que utilizam
aquisicdes semelhantes divergem ndo sé nos detalhes da aquisicdo, como TE, TR ou campo
magnético, mas principalmente naquilo que se propdem a estudar. Sendo assim, abrem-se ainda
mais critérios que poderiam ser utilizados para classificar estes trabalhos. Finalmente optou-se
por catalogé-los segundo a natureza de cada estudo, na esperanca de que este seja o caminho

mais fértil para discussoes:

Estudos da bioquimica neuronal,

Estudos de cognicao,

Estudos de patologia,

Estudos com resultados negativos.

Estudos da bioquimica neuronal

Nestes estudos, o principal objeto de investigacdo € a dindmica bioquimica do cérebro.
Neles enquadram-se a maioria dos trabalhos publicados (ZHU; CHEN, 2001), (MANGIA et
al., 2003a), (MADDOCK et al., 2006), (MANGIA et al., 2006), (BASLOW; HRABE; GUIL-
FOYLE, 2007), (MANGIA et al., 2007b) e (MANGIA et al., 2007a)), sendo que mais da metade
foram realizados por Mangia et al.. A principal preocupacdo destes estudos estd em determi-
nar quais caminhos oxidativos sdo utilizados pelas diferentes células do sistema nervoso na
obtencdo de energia em condi¢des consideradas normais. Por causa disso, sdo experimentos

conduzidos apenas com sujeitos saudaveis.

A Glicose ¢ usualmente considerada como a principal fonte de energia dos neurdnios, mas

diversas evidéncias in vitro e in vivo demonstram que outros metabdlitos, como Lactato, Piru-
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vato, Acetato, Glutamato e Glutamina, também podem ser oxidados para a obten¢ado de energia.
Dentre estas substancias o Lactato vem, recentemente, recebendo ateng¢do por parte da comu-
nidade cientifica, pois em alguns estudos observou-se que este metabdlito pode ser oxidado tao
eficientemente quanto a Glicose ou at€ mesmo apresentar vantagens sobre esta, uma vez que
a transicdo de Lactato para Piruvato pode ser feita sem a necessidade de adenosinatrifosfato
(ATP). Por causa disso muitos dos modelos atuais para a ativacdo neuronal ja incluem o Lac-
tato como parte essencial do processo (PELLERIN; MAGISTRETTI, 1994), (CERDAN etal.,
2006)), estimulando assim experimentos que tentam, de alguma forma, monitorar seus niveis

nos locais de ativagdo.

No experimento descrito em (MADDOCK et al., 2006), realizado num campo de 1,57 e
uma bobina do tipo headcoil, os autores ndo s6 monitoraram os niveis metabdlicos mas também
controlaram os niveis glicémicos do sangue. Neste estudo, as aquisi¢des foram feitas de forma
convencional com a comparagao de blocos On e Off, mas também foram realizados dois ciclos
de aquisi¢do, um com 0s sujeitos em jejum e outro com a administragdo de Glicose intravenosa.
Durante cada ciclo utilizou-se estimulos visuais compostos por um padrdo xadrez piscando a
frequéncia de 8Hz para os blocos On, enquanto que para os blocos Off utilizou-se uma tela
preta. A escolha do estimulo se baseou na resposta BOLD, pois em experimentos de fMRI
este estimulo gera, além de uma resposta bem conhecida, uma resposta forte que ndo depende
da interpretacdo do sujeito. As conclusdes discutidas pelos autores apontam para um aumento
dos niveis de Lactato durante o estimulo. Porém, ndo foi observada a correlacdo esperada
com o nivel glicémico do sangue, pois ambos os ciclos apresentaram estatisticamente a mesma

resposta.

Com esta mesma linha de pesquisa, encontramos os trabalhos publicados por Mangia et
al., dois dos quais (MANGIA et al., 2003b) e (MANGIA et al., 2003a) foram realizados em
campos de 1,57 com aquisi¢ao progressiva, e os demais, (MANGIA et al., 2006), (MANGIA
et al.,, 2007b) e (MANGIA et al., 2007a), realizados em campos de 77 com aquisicdes con-
vencionais. Todos os experimentos utilizaram estimulos visuais, pelos mesmos motivos citados
anteriormente, mas ndo acrescentaram nenhuma outra varidvel ao experimento, atendo-se ape-
nas a monitoracdo temporal dos metabdlitos. Nos trabalhos realizados em campos de 1,57
(MANGIA et al., 2003b), (MANGIA et al., 2003a), os autores observaram uma diminuicao
nos niveis de Lactato nos primeiros 5s de aquisi¢do, seguida por uma recuperagdo aos niveis
iniciais em 12s. Ja nos trabalhos posteriores (MANGIA et al., 2006), (MANGIA et al., 2007b)
e (MANGIA et al., 2007a), realizados em campos de 77, o que se observou foi um aumento
de Glutamato, Aspartato e Lactato. Destaca-se que o aumento de Lactato neste caso ndo foi

nescessariamente uma contradi¢cdo, pois em nenhum destes trabalhos obteve-se uma resolugdo
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temporal igual a do trabalho feito no campo de 1,57.

Juntamente com estes experimentos, este grupo de pesquisa também procura estudar os
modelos energéticos para a ativa¢do neuronal, em especial o modelo conhecido como Astrocyte-
Neuron Lactate Shuttle (ANLS), introduzido em (PELLERIN; MAGISTRETTI, 1994) e o
mais estudado atualmente (SIMPSON; CARRUTHERS; VANNUCCI, 2007), (CERDAN et al.,
2006). Para isso o grupo escreveu um artigo que resume (MANGTIA et al., 2009a) os avan¢os no
modelo, assim como, realizou simulacdes computacionais que tentam validar o modelo ANLS
(MANGIA et al., 2009Db).

Outro trabalho importante, (BASLOW; HRABE; GUILFOYLE, 2007), foi realizado com
campo de 37. Nele os autores observaram uma diminui¢do de 13% no sinal do metabdlito
N-Acetial-Aspartato, correlacionado a estimulos visuais de longa durac@o. Nestes experimen-
tos, eles utilizaram aquisi¢des convencionais muito semelhantes as realizadas nos trabalhos ja
citados, e concluiram que o N-Acetil-Aspartato funcionaria como uma bomba de dgua, a fim
de manter o equilibrio idnico no interior da célula, e por isso sua concentra¢do deveria variar.
No entanto, tdo interessante quanto as conclusdes realizadas, foi a discussdo gerada pelas mes-
mas (MANGIA; TKAC, 2008), (BASLOW; HRABE; GUILFOYLE, 2007). Isso pois no ex-
perimento publicado em (MANGIA et al., 2007a), as variacdes encontradas de £2% para o
metabdlito NAA sdo atribuidas ao efeito BOLD (varia¢do da suscetibilidade magnética local),
e ndo a uma variagdo do metabdlito, e embora existam diferengas experimentais argumenta-se

que estas nao deveriam influenciar o resultado a ponto de gerar duas conclusdes tao divergentes.

Estudos de cognicao

Procurando investigar as respostas a estimulos mais complexos, os estudos de cogni¢io
procuram criar paradigmas que exijam niveis de consciéncia mais elevados que uma simples re-
sposta sensorial inconsciente. Estes estudos também visavam entender os caminhos metabdlicos

em condicdes normais, e por isso foram utilizados apenas sujeitos normais.

Nos trabalhos (URRILA et al., 2003), (URRILA et al., 2004) e (URRILA et al., 2006), os
autores adaptaram paradigmas do estudo de silent words existentes em fMRI para os experi-
mentos de espectroscopia. Nestes experimentos a aquisi¢ao foi feita de forma convencional, e o
estimulo visual utilizado serviu apenas como meio de interacdo com o sujeito. Tipicamente os
periodos On caracterizavam-se por palavras projetadas na tela, enquanto que o background cor-
respondia a projecao de nimeros. Além disso, em (URRILA et al., 2004), além de monitorar as
respostas referentes a cada bloco, procurou-se alguma correlagdo com a idade e também com o

nivel de atencdo decorrente da privacdo de sono. Este ultimo estudo sobre os niveis de atengdo
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durante a privacdo de sono, também foi realizado em (URRILA et al., 2006), porém ndo mais
com a geracdo de palavras e sim com o mesmo estimulo visual simples ja discutido (padrdao

xadrez piscando alternado com telas pretas).

As conclusdes encontradas nestes trabalhos foram de que os niveis de Lactato aumentam
durante o estimulo, mas somente nos sujeitos mais jovens. Por outro lado, as aquisi¢des feitas
durante a privacao do sono também ndo apresentaram variacdes no nivel de Lactato, nem mesmo
em sujeitos jovens. Com relacdo aos outros metabolitos, os resultados de (URRILA et al., 2006)
mostraram uma queda nos niveis de N-acetil-aspartato e Colina em individuos com privacdo de
sono (independente do estimulo), mas também mostraram que durante o estimulo estes mesmos

individuos apresentaram um aumento nos niveis de Colina.

Estudos de patologia

Diferentemente dos estudos apresentados até aqui, este grupo de artigos procura identi-
ficar as alteracdes metabdlicas que alguma patologia pode exercer sobre a dindmica neuronal.
Para tanto, estes estudos envolvem nao sé sujeitos normais como também sujeitos com alguma

patologia diagnosticada.

Os exemplos encontrados foram os trabalhos (SANDOR et al., 2005) e (SARCHIELLI et
al., 2005), que estudaram pacientes com enxaqueca. Em (SANDOR et al., 2005), aquisi¢des
de MRSI, feitas em 1,57, foram utilizadas para comparar a regido anatomicamente atribuida
ao processamento de estimulos visuais de controles e pacientes com enxaqueca com sintomas
de aura visual. J4 em (SARCHIELLI et al., 2005) foi utilizada uma aquisi¢do convencional,
também em 1,57. Em ambos estudos, os estimulos visuais foram utilizados ndo somente para

definir os blocos do paradigma, mas também como estimulo a resposta patolédgica.

Os autores de ambos estudos concluiram que durante o estimulo os niveis de Lactato au-
mentam tanto em pacientes como controles, porém este aumento € muito mais acentuado nos
pacientes. Em (SARCHIELLI et al., 2005), também constatou-se uma diminui¢do de N-acetil-

aspartato para ambos 0s grupos, mas novamente, mais acentuada nos pacientes.

Estudos com resultados negativos

Finalizando, discutimos exemplos de estudos que se enquadram em alguma das catego-
rias anteriores, mas que nao conseguiram detectar variacdes dinamicas de nenhum metabdlito

durante periodos de estimulo.

Em (CHIAPPA et al., 1999) e (HILL et al., 1999) utilizou-se fMRS para comparar pa-
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cientes com epilepsia fotossensivel e ndo-fotossensivel, com individuos controles. A aquisi¢ao
convencional com campo de 1,57 foi feita em paralelo com aquisicdes de eletroencefalograma
(EEG), para que assim fosse possivel monitorar a patologia por um método ja estabelecido e que
serviria de referéncia para a aquisi¢ao espectroscopica funcional. O estimulo visual utilizado,
que foi um flash de luz com duragdo de 2s, serviu neste caso apenas como estimulo a resposta
patolégica, ja que os blocos com espectros correspondentes foram determinados através da
andlise da resposta do EEG. Os resultados deste trabalho mostraram um aumento dos niveis de
Lactato de pacientes com epilepsia fotossensivel em relacdo aos de controles, porém nao foi
constatada nenhuma variacdo dinamica (relacionada ao estimulo, ou a resposta do EEG) nos

espectros medidos.

Além deste trabalho, outro grupo publicou 2 artigos, (BOUCARD et al., 2005) e (MOSTERT
et al., 2005), em que se utilizaram aquisi¢cdes convencionais e campo de 1,57, para avaliar a re-
sposta metabdlica a um estimulo visual e a uma tarefa motora respectivamente. Nenhum destes
trabalhos conseguiu detectar variagdes dinamicas nos espectros, sendo que em (BOUCARD
et al., 2005), conclui-se ainda que as variacOes de Lactato reportadas em estudos similares

provavelmente se deviam a artefatos de lipidios encontrados fora do volume de interesse.

Também em (KATZ-BRULL et al., 2006), onde se utilizaram aquisi¢cdes convencionais
com campo de 37 e um estimulo visual, ndo foram reportadas varia¢des dindmicas de nenhum

metabdlito.

2.1.3 Comentarios finais

A partir desta breve revisao da literatura da area, observamos que a propria técnica de fMRS
estd longe de ser uma técnica robusta, pois mesmo os detalhes mais superficiais discutidos nos
paragrafos anteriores ainda estdo longe de serem um consenso. Identificamos trabalhos que,
ao utilizarem a técnica, ndo encontraram nada, o que permite a especulacdo de que algumas
das medidas feitas nos trabalhos com baixo campo possam ser apenas artefatos. Mas também
encontramos trabalhos que, utilizando parametros experimentais equivalentes, encontraram re-
sultados divergentes, o que reforca a necessidade de aprimorar a técnica, mesmo para campos

mais altos.
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2.2 Bioquimica Neuronal

Paralelamente aos estudos sobre as abordagens dinamicas que poderiam ser utilizadas no
trabalho, notou-se que, independente desta escolha, a técnica de espectroscopia trabalha com
dados provenientes de um voxel de dimensdes macroscopicas, sendo portanto afetada pelo
chamado artefato de volume parcial. Este artefato, no que diz respeito a espectroscopia, expressa-
se como uma média ponderada dos metabdlitos provenientes dos diferentes tecidos ou até
mesmo as células que compdem o volume de interesse, algo que, sem informagdes adicionais,
esconde os valores individuais de cada tecido ou célula que compdem o voxel. Tentando con-
tornar este problema, admitiu-se que independente dos diferentes tecidos compreendidos pelo
voxel, sempre existirdo neurdnios contidos dentro dele e que estes sao os principais responsaveis

por qualquer mudanga metabdlica durante os experimentos funcionais.

A partir desta proposta, iniciou-se uma nova linha de estudos para entender como a dindmica
do micro, o neurdnio, se mostraria através do macro, ou seja, das medidas de fMRS. Imediata-
mente constatou-se que a dindmica envolvendo a ativagao neuronal nio seria restrita apenas ao
neurdnio, mas envolveria também as células em seu entorno, conhecidas como células da glia.
Estas células desempenham o papel de apoio aos neurdnios, fornecendo nutrientes, mantendo
o equilibrio homeostatico, compondo a bainha de mielina e auxiliando nos processos sindpti-
cos. Sua proporg¢do varia ao longo de todo sistema nervoso, mas no caso do cortex cerebral é
de 3,72:1 (60,84 bilhoes de glia; 16,34 bilhdes de neurdnios). Segundo a literatura estudada, o
principal modelo para descrever o processo de ativacio neuronal envolveria a célula da glia con-
hecida como astrdcito, e juntos eles seriam os principais responsdveis pela variagdo metabdlica

decorrente de uma atividade sindptica.

2.2.1 O modelo Astrocyte to Neuron Lactate shuttle (ANLS)

Este modelo denominado Astrocyte to Neuron Lactate shuttle (ANLS) foi inicialmente pro-
posto por Luc Pellerin e Pierre J. Magistretti em 1994 (PELLERIN; MAGISTRETTI, 1994),
e hoje direciona os experimentos de MRS que investigam o assunto. A dindmica proposta por
eles baseia-se na hipétese de que ndo sé os neur6nios mas os astrécitos estdo intimamente lig-
ados ao processo de ativacdo. Ela inicia-se com a liberagdo do neurotransmissor Glutamato
na sinapse, fazendo com que o estimulo possa ser transmitido ao neurdnio seguinte. Isto, se-
gundo os autores, caracteriza uma ativagcdo neuronal e € o precursor das respostas fisiolégicas

observadas.

Embora ndo seja o unico neurotransmissor conhecido, o Glutamato €, definitivamente, o
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de maior importancia. Além de ser o principal neurotransmissor excitatdrio de resposta rapida,
também € encontrado nas sinapses pldsticas, as quais se modificam em intensidade e sdo associ-
adas a tarefas cognitivas como memoria e aprendizado. Sendo assim € o neurotransmissor mais
abundante no sistema nervoso de vertebrados, estando presente em 90% das sinapses, e € parte

essencial no modelo proposto por Pellerin e Magistretti.

Como comentado anteriormente, o processo de ativacao inicia-se com a liberagdo do Glu-
tamato na sinapse, o que satura toda a regido sindptica e propicia a absorc¢do de Glutamato pelos
receptores pos-sindpticos. Ao mesmo tempo, o sistema deve garantir que o neurotransmissor
seja rapidamente retirado da sinapse a fim de permitir uma dindmica rapida na transmissao do
pulso. Para tanto os autores, recorrendo a medidas feitas em astrdcitos in vitro, argumentam
que como a parede celular do astrécito possui uma grande quantidade de transportadores de
Glutamato, isso favoreceria a transposicado do Glutamato para seu meio intracelular. No en-
tanto, o transporte do Glutamato também faz com que fons de Na™ entrem no meio intracelular
do astrécito a uma razio de uma molécula de Glutamato para trés fons de Na*t. Isto causa
um desequilibrio i6nico na membrana do astrécito que estimula as bombas de Na/K, as quais

consomem AT P.

Inicia-se assim o processo ativo que ird resultar no consumo de glicose pelo astrdcito, decor-
rente de uma ativagio neuronal. O AT P consumido pela bomba de Na/K deve ser rapidamente
reposto, e por isso tanto o ciclo TCA! quanto a glicélise sdo estimulados?. Este processo fard

com que a glicose seja transformada em piruvato:

glicose + 2[NAD ™| +2[ADP] +2[P] — piruvato +2[NADH| + 2[H "] 4+ 2[AT P] 4 2[H, 0],
(2.2)

onde NAD™ é o estado oxidado da nicotinamida adenina dinucleotideo e NADH seu estado

reduzido.

Paralelamente os autores argumentam que o Glutamato absorvido pelo astrdcito deve ser
transformado em Glutamina, pois nesta forma o aminoécido ndo caracteriza um neurotransmis-
sor; isto permitiria seu transporte até o neurdnio passando pelo meio extracelular. J4 dentro do
neurdnio a Glutamina pode ser transformada novamente em Glutamato para a reutilizagdo como

neurotransmissor. Este processo de biosintese da Glutamina a partir do Glutamato damanda o

Também conhecido como ciclo de Krebs, é a principal forma de oxidacio e obtenc¢io de ATP

2Tanto a acdo das bombas de Na/K, o ciclo TCA e a glicélise sdo processos continuos que fazem parte do
metabolismo basal de uma célula, porém neste texto enfatiza-se apenas os processos relacionados a ativagdo neu-
ronal e por tanto que diferem do nivel basal.
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consumo de mais um AT P, que seria provido pela mesma reacdo de glicélise mencionada,

fechando o balango estequiométrico.

Observa-se que nesta primeira parte do processo a demanda energética inicial devido a
absor¢do e subsequente metabolizacdo do Glutamato propiciam um consumo de AT P que vai
além da capacidade de sintese deste pelo Ciclo TCA, por isso, a glicdlise predominaria como
fonte de ATP. Porém como vemos na Equacdo 2.2, o processo de glicolise também produz
piruvato, que em condicdes aerdbicas € utilizado no ciclo TCA, ou em condi¢des anaerdbicas

na producdo de Lactato.

Finalmente, nas primeiras propostas dos autores, o astrécito ndo sendo capaz de metabolizar
todo o piruvato, converteria o excedente em Lactato, o qual seria disponibilizado ao neur6nio.
Este dltimo iria utilizar o Lactato disponivel para converté-lo em piruvato para utiliza-lo na
oxidag¢do convencional do ciclo TCA, e inibindo 0 aumento no consumo ou absor¢do de glicose

no neuronio.

No entanto, Pellerin e Magistretti ndo esclarecem muitos dos motivos que levariam a esta
dindmica metabdlica, principalmente os mecanismos que originariam a preferéncia do neurdnio

pelo Lactato na obtencao de energia.

A hipétese Redox-Switch/Redox-Coupling

Em 2006, Cerddn propds que o processo de glicélise no astrdcito descrito no ANLs ird
favorecer a via anaerdbica e gerar Lactato ndo pela falta de oxigénio mas sim pelo equilibrio
da coenzima NAD" /NADH. Ele relembra que com a glicélise o equilibrio pende a favor do
aumento de NAD™ e a diminui¢do de NADH enquanto que a biosintese de Lactato a partir de

piruvado faz com que a concentragdo de NAD" diminua e a de NADH aumente:

Lactato desidrogenase

piruvato+ NADH Lactato + NAD™ (2.3)

Com isso, 0 excesso de piruvato no astrcito que se formou durante a glicélise da primeira
etapa, seria transformado em Lactato para contribuir com o equilibrio NAD" /NADH citado.
Este Lactato formado seria transportado para o meio extracelular por difusdo simples e, da
mesma forma, difundido para dentro do neur6nio aumentando os niveis de Lactato dentro
deste. Este excesso de Lactato dentro do neurdnio ird promover a mesma rea¢ao mostrada na
Equacio 2.3, mas no sentido da sintese do piruvato. Com isso, os niveis de piruvato dentro do
neurdnio aumentariam a medida que o NADH é oxidado em NAD™, fator que, como mostrado

na Equacdo 2.2, desfavorece o consumo de giclose no neurdnio e fornece piruvato para as vias
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energéticas aerdbicas do ciclo TCA.

Finalmente, devemos observar que esta mesma inibi¢do no processo de glicolise descrita
para o neurdnio, também poderia ocorrer em astrocitos. Nessas condi¢des, o excedente de
Lactato e piruvato extracelular seriam consumidos aerobicamente pelo neurdnio e astrdcito até
que os niveis pré-ativacao fossem alcangados, reiniciando o ciclo. Isto caracterizaria formas de

auto regulamentacao da atividade glicolitica de cada célula.

2.2.2 Experimentos

Consistente com o modelo apresentado na Secdo 2.2.1 encontramos uma série de experi-
mentos. Como exemplo podemos citar os experimentos feitos em roedores por Nehlig et al.
(NEHLIG; WITTENDORP-RECHENMANN; LAM, 2004), que mostram uma igual absor¢cdo
de ['4C]2 — deoxyglicose para neurdnios ou astrécitos. Temos também os estudos in vitro de
Loaiza et al. (LOAIZA; PORRAS; BARROS, 2003) que observaram um aumento na absor¢ao
de glicose em astrdcitos na presenca de Glutamato, ao mesmo tempo que Porras et al (POR-
RAS; LOAIZA; BARROS, 2004) observaram uma diminuicao para os neurdnios. Finalmente,
a distribui¢do de alguns dos transportadores de Lactato na parede dos astrécitos apontam para
uma preferéncia dos neurénios em metabolizar Lactato (LOVATT et al., 2007); paralelamente,

quando isolados estes mesmos astrdcitos produzem uma grande quantidade de Lactato.

Quanto a utilizacdo do Lactato por parte dos neurdnios, muito dos experimentos sao incon-
clusivos. Embora ja se tenha observado que o consumo de Lactato possa ser maior que o de
glicose, Bak et al. (BAK et al., 2006) observaram que quando expostos a N-metil-D-aspartato
(conhecido por induzir a despolarizacdo de membrana), apenas o consumo de glicose apresenta
um aumento, algo também observado em (RAMIREZ et al., 2007), que nio apontaram qualquer
preferéncia dos neur6nios pelo Lactato, e em concordancia com (BLISS; SAPOLSKY, 2001),
que s6 observaram tal preferéncia quando as concentracdes de Lactato disponiveis eram varias

vezes superiores a de glicose.

Esta dificuldade em definir a dindmica da glicose pode ser atribuida a variagdes durante
a preparagdo da amostra, uma vez que ndo se pode garantir, num ambiente in vitro, 0 mesmo
equilibrio de membrana que no ambiente in vivo. Sendo assim, o uso de células in vitro para de-
terminar seu comportamento in vivo € questiondvel (DIENEL; CRUZ, 2004), e pde em cheque

a credibilidade da argumentac¢do a favor do modelo.
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2.2.3 Simulacoes

Outra abordagem encontrada para o estudo do metabolismo da ativa¢do neuronal foi o de-
senvolvimento de modelagens computacionais, baseadas no ANLS, que permitiriam casar me-
didas indiretas, porém mais préximas da realidade in vivo, com aquilo que o modelo prevé. Um
exemplo sdo as medidas macroscopicas de espectroscopia, cuja resolucdo nao permite isolar
uma dezena de células, mas sim milhares, e portanto seus dados experimentais nao representam

o comportamento individual das células mas sim um comportamento médio destas.

Identificaram-se apenas dois estudos, cada qual com uma abordagem distinta. No primeiro,
desenvolvido por Simpson et al (SIMPSON; CARRUTHERS; VANNUCCI, 2007) e revisada
em (MANGIA et al., 2009b), a modelagem ateve-se as caracteristicas fisioldgicas do tecido
cerebral, mais especificamente do cértex cerebral, estudando as possiveis vias para a distribui¢ao

de nutrientes no tecido.

Modelagem de Simpson et al

Nesta modelagem os autores acompanharam a

variagdo das concentragdes de glicose e Lactato ao [ oo | -
longo de uma regido que representaria um cortex = Lac
cerebral “médio”. Criaram-se compartimentos rep- 1 1
resentando a luz do capilar, o endotélio do vaso, E"°'°‘"e"""'8f.:1 | e ”L
a lamina basal do tecido neuronal, o astrécito, o
meio intersticial e o neurdnio, mostrados na Figura Bestimine )
c ach!

2.1. Com os estudos disponiveis na literatura so- 7
bre a distribui¢do e eficiéncia dos transportadores 5 | [asvoone ¥ eum mm? a
de membrana, esquematizados na Figura 2.2, os % ! E@‘_ e é:_‘ oo | @ §
autores determinaram a permeabilide das diversas — @ l
membranas a cada metabdlito, para assim modelar cler baett
a dinadmica de transporte entre 0s compartimentos. - m

. . B Neuron g =
Além disso, a modelagem também prevé a difusao xx e Gier ——(@)—Lac"—+C0,
dos metabdlitos no meio intersticial. Todos esses |
caminhos estdo representados na Figura 2.1.

Figura 2.1: Compartimentos para

Finalmente, o metabolismo celular € modelado simulacio feita em (SIMPSON; CAR-
introduzindo-se mais trés caminhos, em cada uma RUTHERS: VANNUCCI, 2007).

das células: um representaria o consumo de glicose que ndo resulta na producio de Lactato, o
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2.2 Bioquimica Neuronal

segundo o consumo de Lactato, e o terceiro a taxa com que a glicose € transformada em Lactato.
No entanto, estes tltimos caminhos que modelam o metabolismo celular foram extremamente
simplificados. Os autores escolheram adotar o modelo de Michelis-Menten para resumir toda a

dindmica celular, e assim acompanhar os produtos finais da dindmica.

Glucose and Monocarboxylate Transporters in the
Mammalian Brain

B GLUT155K 8 MCT1
B GLUT1 45K MCT2
0 GLUT3 X MCT3
% GLUT4 Q& MCT4
A GLUTS

GLUTE
Q6LuTs

GLUT1

55K
Endothelial ]
Cell

Microvessel
=Lumen-

Figura 2.2: Representacdo das posicdes dos transportadores metabdlicos ao longo da membrana
celular.

De qualquer forma, a primeira simulacdo foi capaz de modelar os niveis de Lactato e Gli-
cose durante um estado basal, atingindo um equilibrio metabdlico coerente para as medidas
experimentais mostradas na Figura 2.3. Na segunda simulacdo introduziu-se um estimulo neu-
ronal, que consistia num aumento de 1,4 vezes do consumo de Lactato no neurdnio por 25

segundos, e um aumento de 4,3 vezes a glicdlise no astrdcito e neurdnio por 45 segundos.

paracellular . .
diffusion Core model simulations
5 8p ;___[Glc]tmal o OCI =
§ coT [LaCtate]inlersTial E 1.4 ﬁ—f"—\
m o
g = < \7\\\
£ D Figs
=g T fa
=40} T
235 4 T 12l
8 °
£ <
s =
§ 1.0 1 _’__;_'_Z-' \ .
o . . (O} :
0 10 20 30 1000 1200 1400 1600
Serum [Glc] mM Time (s)
(a) Figura adaptada de (SIMPSON; CAR- (b) Figura adaptada de (MANGIA et al., 2009b)

RUTHERS; VANNUCCI, 2007)

Figura 2.3: Ajuste da simulacdo a dados encontrados na literatura.

Esta simulacdo mostrou que a difusdo direta de nutrientes do capilar para o meio intersticial
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2.2 Bioquimica Neuronal

¢ essencial, algo que aumentaria o raio de influéncia de uma ativagdo sobre as células vizinhas.
Porém o fato mais significativo apontado pelas simulacdes foram as taxas de transportes encon-
tradas. No estado basal a Figura 2.4(a) mostra que o neurdnio se comporta como um exportador
de Lactato, ao invés do astrdcito, que por sua vez, consome o Lactato disponibilizado no in-
tersticio pelo neurdnio. Durante o estimulo, mostrado na Figura 2.4(b), as taxas de transporte
mostradas na Figura 2.4(c) mostram que em nenhum momento o sentido do fluxo de Lactato

muda para nenhuma das células.
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L
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pacidade metabdlica fluxo de Lactato

Figura 2.4: Resultados da simulagdo sem a hip6tese ANLS.

Numa terceira simulacio os autores testaram outra hipdtese proposta por Pellerin e Mag-
istretti, que impde a preferéncia do neurdnio pelo Lactato na obtencao de energia durante um
estimulo. Para tanto, Simpson e al impuseram que o consumo de glicose do neur6nio nao

deveria variar nem durante nem depois do estimulo, o que implica que as alteragdes no con-
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2.2 Bioquimica Neuronal

sumo energético devido ao estimulo deviam ficar restritos ao consumo de Lactato. O resultado
desta simulagdo mostrou que sob tais condi¢des a concordancia com os dados experimentais
sO € possivel se a capacidade de transporte de glicose do astrdcito for aumentada em 12 vezes
em relacdo a encontrada na literatura. O novo estado basal € mostrado na Figura 2.6(a), onde
identificamos as modificacOes necessdrias para satisfazer os dados experimentais mostrados na
Figura 2.5. A Figura 2.6(b) mostra o estimulo neuronal, e a Figura 2.6(c) mostra o transporte de
Lactato durante a simula¢do. Com isso vemos que estas condi¢cdes proporcionam uma resposta
coerente com o modelo ANLS, onde o neurdnio importa o Lactato disponibilizado no intersticio

pelo astrdcito.
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diffusion : Core model simulations
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(a) Figura adaptada de (SIMPSON; CAR- (b) Figura adaptada de (MANGTIA et al., 2009b)

RUTHERS; VANNUCCI, 2007)

Figura 2.5: Ajuste da simulacdo impondo a hipotese ANLS.

Conclui-se com esses resultados que ao utilizar os valores para o transporte metabdlito
de membrana reportados na literatura, as mudangas na concentracdo de Lactato durante um
estimulo prolongado sdo inconsistentes com 0 ANLS. De fato como o neurdnio € quem exporta
o Lactato para o consumo do astrdcito, isto caracteriza uma inversao de papéis: neuron to
astrocyte Lactate shuttle (NALS). Para viabilizar o ANLS é necessario limitar o consumo de
glicose do neurdnio (ndo reportado na literatura) e aumentar arbitrariamente a capacidade de
transporte de glicose do astrécito em 12 vezes com relag@o aos valores reportados na literatura.
No entanto, deve-se ressaltar que estas conclusdes ndo excluem o modelo ANLS em condigdes
fisiolégicas distintas, principalmente se considerarmos as propostas feitas em (CERDAN et
al., 2006) apresentadas na Secdo 2.2.1, que nao excluem a dindmica inversa encontrada nesta

modelagem.
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Figura 2.6: Resultados da simulagdo com

a hipétese ANLS.
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2.2 Bioquimica Neuronal

Modelagem de Aubert, Pellerin, Magistretti e Costalat

No modelo discutido na se¢@o anterior os autores ndo abordam a dindmica celular, preferindo
simplificé-la utilizando o modelo de Michaelis-Menten, e preocupando-se apenas com a mod-
elagem do transporte de nutrientes através das diversas membranas que separam as células da
luz do capilar. Todavia, um outro modelo proposto em (AUBERT et al., 2007) descarta este
formalismo fisiol6gico, ao mesmo tempo que se aprofunda nos mecanismos metabdlicos da

célula.

O esquema do modelo é mostrado na Figura 2.7, onde as linhas cheias aplicam-se a uma
condi¢do in vitro que pode ser transportada para a condicdo in vivo se acrescido das linhas pon-
tilhadas. O modelo descreve a evolugdo das concentracdes de AT P, piruvato, Lactato e NADH,
tanto no citoplasma do neurdnio (indice n) quanto do astrécito (indice g), e as concentracdes de

Lactato no meio intersticial.

EXTRACELULLAR
NEURONS SPACE ASTROCYTES STIMULUS
STIMULUS, ~ P
;n GLC, < GLC; »GLC
@\ ‘JATPases(t) N \ ( g g‘JgTPases(‘) /@
> ATP +—Jjheo Ioneo > ATP
NADH, PYR, PYR, NADH,
JaCT JMCT
LAC LAC

CAPILLARIES VENOUS BALLOON

Figura 2.7: Representagdo para simulagdo feita em (AUBERT et al., 2007).

A concentragdo de AT P no citoplasma, em qualquer uma das células, depende proporcional-
mente a taxa de glicolise (Jy1yc0) (Equagio 2.2), e do ciclo de Krebs, este dltimo um processo
aerdbico e por isso diretamente associado ao consumo de oxigénio pela mitocondria (Jp;). Por
outro lado essa concentracao diminui a medida que o AT P é consumido para a produgdo de en-

ergia, e isso € representado pela taxa da enzima que cataliza a decomposi¢do do AT P, a ATPase

(-] AT Pase ) .

Ja a concentracao de piruvato no citoplasma das células aumenta com a glicélise, em uma

propor¢do de duas moléculas de piruvato para uma de glicose (Jg1y00) (Equagéo 2.2), e diminui

41



2.2 Bioquimica Neuronal

devido a piruvato-desidrogenase(Jppr) (Equagdo 2.4), que transforma o piruvato em Acetil-
CoA para consumo no ciclo de Krebs na mitocondria, e devido a Lactato-desidrogenase (Jrpg)

(Equagdo 2.3), que transforma o piruvato em Lactato.

piruvato + NAD T CoA """ & CO, + NADH + H™ + Acetil — Coa (2.4)

Finalmente a concentracdo da forma reduzida da coenzima dinucleétido de nicotinamida-
adenina ou NADH no citoplasma do neurdnio e astrécito aumenta com a glicolise (Jyyeo)
(Equacao 2.2), ao passo que diminui com a Lactato-desidrogenase (Jrpy) (Equagdo 2.3) e com
a taxa do acoplamento malato-aspartato (Jsy,.1.), que transfere a forma reduzida da coenzima

para o interior da mitocondria e a forma oxidada NAD™ para o exterior.

Definida a dindmica entre estes trés metabdlitos encontrados no citoplasma, define-se a
concentracdo de Lactato no citoplasma, que € igual a diferencga entre o produzido pela Lactato-
desidrogenase (Jrpg) (Equagdo 2.3) e o Lactato transportado para o exterior da célula (Jyscr).
J4 a concentracdo de Lactato fora da célula é a soma das taxas com que o Lactato € exportado

de ambas as células (Jycr), corrigido por um fator de difusdo do Lactato fora da célula.

Com isso 0 modelo esta pronto para descrever a dinamica celular em um ambiente in vitro.
De fato, o modelo é coerente com os dados publicados por Kasischke et al (KASISCHKE et
al., 2004) mostrados na Figura 2.8, e com intimeros trabalhos de espectroscopia, os quais sao
discutidos na Secao 2, que mediram o aumento de Lactato no tecido (LACr) em decorrencia de
uma ativagdo neuronal. Além disso, alguns trabalhos, como (HU; WILSON, 1997), que estudou
ratos, e (MANGIA et al., 2003a), que estudou sujeitos sauddveis, mostraram uma queda inicial
do Lactato no tecido (LAC7), mostrado na Figura 2.9. Nota-se que nenhum destes trabalhos

usou um estimulo de 20s, como o da modelagem aqui discutida.

Nos gréficos da Figura 2.10 acompanhamos a dindmica simulada pelo modelo. Neles iden-

tificamos, na Figura 2.10(a), que a taxa de glicolise (Jyy¢,) ird aumentar para ambas as c€lulas,

[ . . L. <
porém em maior intensidade no astrocito (J; elyco

oxigénio ndo segue esta mesma tendéncia mostrando que o metabolismo aerdbico do astroc-

). Por outro lado a variacdo no consumo de

ito altera-se muito menos que o do neurénio. Na Figura 2.10(b), vemos que tanto a taxa de
Lactato-desidrogenase (JfDH) quanto o fluxo de transporte de Lactato para o exterior (Jf,[CT)
do astrécito aumentam; ja para o neurdonio (JfD ;) € (J]@CT) diminuem, indicando claramente o

acoplamento descrito no ANLS.

Uma segunda simulagdo foi realizada aprimorando a dindmica do Lactato e oxigénio ex-

tracelular. Adicionou-se um terceiro compartimento (linhas tracejadas da Figura 2.7) represen-
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Figura 2.8: Ajuste da simulacdo a dados da literatura.
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Figura 2.9: Ajuste da simulacdo a dados da literatura.
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Figura 2.10: Resultados da simulacdo.
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tando o capilar e fazendo com que o modelo descrevesse um ambiente in vivo. Neste compar-
timento tanto a concentracao de oxigénio quanto de Lactato derivam da diferenca entre a taxa
com que o sangue entrega esses metabolitos (Joacap € Jraccap) € a difusdo dos metabdlitos para
o tecido (Joo, € Jracm)- Finalmente, a taxa com que o sangue € capaz de entregar os metabolitos
ird depender diretamente do fluxo sanguineo cerebral (CBF') no capilar, descrito em (ANCES
et al., 2001) e que pode ser acoplado ao modelo do baldo de Buxton et al. (BUXTON; WONG;
FRANK, 1998). Incluindo também as grnadezas de volume venoso (V,) e a concentracdo de
desoxiemoglobina (dHb), os autores, ao utilizar o modelo do baldo, acoplam a simulacio in

vitro para a ativagdo neuronal com a medida macroscépica in vivo do efeito BOLD.

Sendo assim, o novo modelo ndo s6 fica capaz de modelar a dinAmica metabdlica visivel
com os experimentos de MRS, como também o efeito BOLD observado nos experimentos de
fMRI. Na Figura 2.11, podemos observar o resultado da simulagcdo com os dados apresentados
em (ANCES et al., 2001) do CBF e a concentracido de oxigénio no meio intersticial. Obser-
vamos também nas Figuras 2.12 um comportamento semelhante ao observado na simulagdo

anterior, que como discutido, suporta o ANLS.
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(a) Figura adaptada de (AUBERT et (b) Figura adaptada de (ANCES et al., 2001)

al., 2007)

Figura 2.11: Resultados da simulagdo.

2.3 Conclusoes

Com os estudos aqui descritos, ficou claro que as medidas macroscépicas de fMRS sdo fruto
das mudancas a nivel celular que acontecem durante uma ativa¢do. Nota-se também que, apesar
de divergentes, os experimentos e modelos computacionais focam-se em alguns metabdlitos
chave como Lactato e Glutamato. Portanto, os metabdlitos escolhidos para serem monitorados

nos experimentos realizados foram:
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Figura 2.12: Resultados da simulac¢do com a hipdtese ANLS.

e Lactato (Lac): fortemente relacionado ao metabolismo celular. A maioria dos trabalhos

encontrados de fMRS apontou um aumento nos niveis deste metabdlito associado ao

estimulo.

e Grupo Glutamato/Glutamina (Glx): soma das concentra¢des de Glutamato e Glutamina
que devido a proximidade dos picos correspondentes no espectro ndo podem ser separa-
dos. Como mencionado, o Glutamato € o principal neurotransmissor excitatério, € por-
tanto € liberado na fenda sindptica em decorréncia de uma ativagdo neuronal. O trabalho

(MANGIA et al., 2007a) apontou um aumento deste metabdlito associado ao estimulo.

e Creatina + Fosfocreatina (Cre): metabdlitos cujos picos se sobrepdem e que sdo usual-
mente monitorados via MRS, possuem relagdo com a cadeia energética da célula (AUBERT;
COSTALAT, 2005), (AUBERT et al., 2007). Nenhum trabalho encontrou variagdes na
concentracdo deste metabolito associadas ao estimulo, no entanto, (ZHU; CHEN, 2001)

aponta uma variacio do pico em 3.03ppm associada ao efeito BOLD (depois aparente-
mente confirmada por (MANGIA et al., 2007b)).

e Glicerofosfocolina + Fosfocolina (Cho): metabdlitos cujos picos se sobrepdem e que sao
usualmente monitorados via MRS. Apenas o trabalho (URRILA et al., 2006) encontrou
variagdes na concentracao deste metabdlito relativa ao pico de dgua (Cho/H20) associ-

adas ao estimulo, mas trata-se de um trabalho muito especifico realizado com individuos
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deprivados de sono.

e N-acetil-aspartato + 4cido N-acetilglutimico (NAA): metabdlitos cujos picos se sobrepdem
e que sao usualmente monitorados via MRS. (ZHU; CHEN, 2001) aponta uma varia¢do
pequena do pico em 2,01 ppm associada ao efeito BOLD (assumida como tal em (MAN-
GIA et al., 2007b)). Como comentado na Secdo 2.1.2, a variacdao temporal da concen-
tracdo deste metabolito em decorréncia de um estimulo foi defendida por (BASLOW;
HRABE; GUILFOYLE, 2007) e retrucada por (MANGIA; TKAC, 2008).
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3  Experimentos realizados

Nos capitulos anteriores, sumarizamos todos os estudos nos quais este trabalho se baseou.
Neste capitulo, descrevemos os experimentos realizados, iniciando com os equipamentos disponiveis,
passando pela sequéncia de pulsos e pardmetros de aquisi¢ao utilizados, e terminando com uma

descricdo dos paradigmas testados.

3.1 Protocolos de aquisicao e paradigma

3.1.1 Hardware

Os protocolos de aquisicdo desen-
volvidos tiveram como base 0s protoco-
los encontrados na literatura discutida
na Secdo 2. Nestes observamos que a
maioria dos experimentos foi realizada
em um campo magnético de 1.57 com

bobinas de cabeca Headcoil.

Em nossos experimentos, o hard-
ware disponivel, um equipamento Philips

Achieva, permitiu realizar os experi-

mentos em um campo magnético de 37,
0 que deveria contribuir para um au- Figura 3.1: Bobina Headcoil.

mento na qualidade dos dados em relagdo aos trabalhos que usaram 1,57". A bobina utilizada
foi um bobina de cabeca de 8 canais (Headcoil SENSE 8) (Figura 3.1).

3.1.2 Sequéncia de pulsos

A sequéncia de pulsos mais utilizada nos trabalhos pesquisados (Se¢do 2.1) e também ado-

tada em nossos experimentos foi a sequéncia PRESS, j4 que teoricamente tem SNR duas vezes
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maior que a STEAM (Figura 3.2). Os tempos de repeticdo (TR) utilizados na maioria dos
trabalhos de MRS estudados variaram entre 1500ms ou 2000ms, ambos tempos longos que re-
duzem a contribuicao das macromoléculas ao sinal medido. Com o intuito inicial de aumentar
ao maximo a resolu¢do temporal, nos primeiros experimentos realizados utilizamos um TR de
1500ms. Ja nos ultimos experimentos, ao notar que para obter resultados iniciais era necessario
uma resolucao temporal mais baixa, utilizamos um TR de 2000ms, com o objetivo de aumentar

a SNR do sinal medido

PRESS STEAM
5 4 3 2 1 0 5 4 3 2 1 0
PPM PPM

Figura 3.2: Comparacio entre espectros obtidos com PRESS e STEAM.

Quanto ao tempo de eco (TE) utilizado, os trabalhos da literatura apresentaram uma var-
iedade maior, com valores de variando entre: 136ms, 144ms, 272ms ou 288ms. Isto porque
cada um destes tempos esta intimamente ligado ao campo magnético no qual € feito o estudo, e

também ao metabdlito que se deseja observar.

Ja nos artigos estudados notou-se que o Lactato seria o metabolito de interesse com a pior
razdo sinal ruido e ,de fato, as primeiras aquisi¢cdes apontaram para a mesma conclusdo. Logo
o TE escolhido foi de 288ms, otimizando a aquisi¢ao para a sua detec¢do em um campo de 3T
(PHILIPS, 2008).

3.1.3 NSA e phase-cycling

NSA (Number of Spectral Averages) € um parametro que determina o nimero de aquisi¢des
feitas pela maquina que irdo compor uma média que resulta no espectro medido. Embora o
nimero ideal para a aquisicdo dinamica devesse ser um, o que garantiria a melhor resolugdo
temporal factivel pelo aparelho, a SNR dos experimentos ndo permite. Além disso estas médias
das aquisi¢des permitem fazer o chamado phase-cycling que sdo aquisi¢des defasadas entre si

(Equacdes 1.10 e 1.11). Com isto € possivel eliminar a componente DC dos sinais medidos que
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3.1 Protocolos de aquisi¢c@o e paradigma

sdo decorrente das diferencas fisicas entre as bobinas seja eliminada sem prejudicar o sinal.

Em nossos experimentos usamos NSA igual ao nimero de ciclos de fase, que foi 2 nos

primeiros experimentos (experimento curto) e 8 nos ultimos (experimento longo).

3.1.4 Estimulo e volume de interesse

O estimulo utilizado nos experimentos foi 0 mesmo utilizado na maioria dos trabalhos da
area (ver Secdo 2). Este consiste de um estimulo visual composto por um padrdo xadrez radial
(Figura 3.3) que pisca com uma frequéncia de 8 Hz. Este estimulo gera uma resposta neuronal
que € amplamente conhecida e € independente da “vontade” do individuo. Além disso, esta

resposta fica isolada a regido do cortex occipital ou cortex visual.

' b D g

- A

Figura 3.3: Imagem utilizada com estimulo visual.

Nos experimentos realizados, utilizamos este estimulo visual, e consequentemente posi-

cionamos o voxel sobre o cortex occipital para uma aquisicao single voxel.

3.1.5 Paradigmas

Em experimentos funcionais, “paradigma” € a sequéncia temporal de eventos de estimulo
(ou tarefa cognitiva) e repouso. Nos trabalhos estudados ndo encontramos nenhum paradigma
padrdo, pois trata-se do principal “pardmetro” que define as caracteristicas de um estudo fun-

cional.

Nos experimentos realizados, foram propostos e testados varios paradigmas, mas somente
dois foram completamente formalizados e sistematicamente analisados. O primeiro paradigma,

mais curto, constitui-se de 7 blocos Off alternados com 7 blocos On de estimulo, cada um com
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3.2 Aquisicao

duracdo de 1min (Figura 3.4(a)). O segundo paradigma, mais longo, constitui-se de um bloco
inicial de Baseline de 5,3min, seguido por um bloco On de 10,7min e um Off de 10,7min
(Figura 3.4(b)).

1 min 1 min

20 espectros 20 espectros

20 espectros 20 espectros rr 20 espectros 20 espectros

off 1 onl off 2 onl off 7 on’

(a) Paradigma Curto.

5,3 min 10,7 min 10,7 min
20 espectros d0espectros 40 espectros
baseline on off

(b) Paradigma Longo.

Figura 3.4: Paradigmas utilizados no trabalho.

3.2 Aquisicao

A aquisicdo dos dados foi feita em uma das maquinas de Ressonancia Magnética Achieva
3T da Philips, que compdem o projeto CInAPCe. Os dados foram todos obtidos de indivi-
duos sauddveis, que eram posicionados sobre a maca na posicio de dectibito dorsal'. O pro-
jeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Unicamp (protocolo CEP No
321/2008, C.A.A.E. 0254.0.146.00-08). As aquisi¢des foram feitas com um bobina do tipo
Headcoil (Figura 3.1). Junto com a bobina era posicionado o equipamento para estimulo con-
hecido como Eloquence (Figura 3.5(a)). Este equipamento € especialmente desenvolvido para
estudos funcionais e é composto por um monitor LCD controlado remotamente por um terminal
de computador, cuja imagem, através de um jogo de espelhos, é projetada no campo de visdao
do individuo. Além disso, o sistema também dispde de um teclado (Figura 3.5(b)) especial-
izado, que foi utilizado em alguns experimentos para o acompanhamento do nivel de atengdo

dos individuos.

IDeitado de barriga para cima.
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3.2 Aquisicao

(a) Sistema Eloquence

(b) Teclado Eloquence.

Figura 3.5: Sistema para aquisicdo de fMRS.
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3.2 Aquisicao

Ap6s o posicionamento do individuo e do Eloquence (Figura 3.6), a maca pode ser deslizada
para dentro da maquina para realizar a aquisicdo. A aquisi¢c@o consistia, de fato, numa sequéncia
de aquisicdes de referéncia e preparacdo, para entdo finalmente realizar a aquisicao dos dados

de fMRS propriamente ditos. Estas aquisi¢des eram:

Figura 3.6: Posicionamento de individuo.

1. Survey: aquisicao rdpida de imagens com baixa resolugdo espacial, usadas como primeira

referéncia de posicionamento;
2. Referéncia SENSE: aquisi¢do para calibracdo dos canais de aquisi¢dao via método SENSE;

3. Aquisicdo de imagens anatOmicas ponderadas em T2 nos trés planos (axial, coronal e

sagital), para posicionamento do voxel segundo critérios anatdmicos (Figura 3.8(a));

4. Aquisi¢ao de fMRI usando o mesmo estimulo visual de fMRS: imagens para posiciona-

mento do voxel de fMRS segundo critérios funcionais (Figura 3.8(b)) ;

5. Posicionamento do voxel de fMRS: procedimento manual feito a partir das imagens obti-

das em 3 e 4 (Figura 3.8(c));

6. Aquisicdo de MRS de preparacdo: Calibracio de referéncia da dgua para utilizacdo na
sequéncia CHESS de supressao deste sinal (Figura 3.8(d)), e aquisicdo de um espectro

para avaliacdo da SNR (Figuras 3.7(a) e 3.7(b));

7. Experimento de fMRS.
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(a) Espectro de preparag@o de boa qualidade.  (b) Espectro de preparacio sem qualidade.

Figura 3.7: Exemplos de aquisi¢do para avaliagdo da SNR
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(d) Otimizacdo da frequéncia da dgua para pulso
CHESS.

Figura 3.8: Imagens obtidas durante as aquisi¢Oes de referéncia e preparagdo
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3.3 Poés-processamento

Feita a aquisi¢do os dados eram exportados para que pudessem ser processados. Porém
o formato dos dados consiste nos espectros concatenados, logo foram desenvolvidas rotinas
no software Matlab para quebrar a sequéncia de espectros nos diversos blocos do paradigma.
Além disso, devido ao grande volume de dados, também foram desenvolvidas rotinas para alin-
hamento, apodizacao e deslocamento (shift) dos espectros de forma automatizada. Finalmente,
foram desenvolvidas rotinas para a transformagdo dos dados para os formatos dos softwares

JMRUI e LCModel, utilizados para a visualizac@o e quantificacao dos dados.

3.3.1 Leitura dos dados e aplicacao dos paradigmas

Os dados fornecidos pela miquina consistem em um arquivo “.SPAR”e um “.SDAT”. O
primeiro € um arquivo de texto onde encontramos os parametros de aquisicao assim como a
codificagdo para interpretacdo dos dados contidos no “.SDAT”. Portanto a rotina desenvolvida

1€ os pardmetros e decodifica os dados, transformando-os em varidveis do Matlab.

Em seguida estes dados podem ser separados nos blocos que compdem o paradigma. Para
tanto, uma rotina utiliza um input que descreve o paradigma e rotula os grupos de espectros

definidos no paradigma como On ou Off.

3.3.2 Ferramentas de processamento

Estas rotinas foram desenvolvidas para pré-processar os espectros antes da quantificagao.
Incluem desde as rotinas que fazem a média dos espectros espectros correlacionados, como

também rotinas que apodizam e alinham o sinal.

As rotinas que fazem a média de diversos espectros compreendem desde a média simples
entre estes espectros de mesma posicdo em relagdo ao estimulo, até a média dos espectros
dentro de um mesmo bloco. Existe também a rotina denominada Janela que faz a média dentro
de um dindmico de tamanho determinado pelo usudrio, que varre a sequéncia de espectros,
semelhante a um processo de convolugdo. Outra rotina denominada Grupo faz a média dos
espectros dentro de um grupo determinado, mas neste caso o grupo € fechado e nido permite que

um mesmo espectro esteja presente em mais de um grupo.

Também foi desenvolvida a rotina de ECC (Eddy Currents Correction) que mede a fase do
espectro de referéncia da 4gua, adquirido no inicio do experimento, e usa este valor para corrigir

a fase dos espectros medidos subtraindo a fase do espectro de referéncia dos demais medidos.
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3.3 Pés-processamento

A rotina de apodizacdo faz com que o FID seja multiplicado por uma exponencial de-
crescente linear ou quadratica, o que equivale a filtrar as frequéncias mais altas no espacgo de
espectros por uma gaussiana ou lorentziana respectivamente. Dessa forma as frequéncias mais

altas sao eliminadas.

A rotina de alinhamento identifica o pico espectral do NAA e associa o valor de 2,01 ppm
para este pico. Este € um procedimento padrdo em espectroscopia in vivo e garante o alin-

hamento da escala para todos os espectros.

A rotina de shift correlaciona o pico do NAA de dois espectros diferentes e move ciclica-

mente o primeiro espectros em relacdo ao segundo para garantir o alinhamento entre eles.

3.3.3 Formato dos dados

O processo de escrita dos espectros que serdao quantificados depende diretamente do soft-
ware onde se deseja fazer a quantificacdo dos espectros, por isso foram criadas duas rotinas,
cada qual com um software em mente. Na primeira, desenvolvida para ser usada com o soft-
ware JMRUI, os espectros podiam ser escritos de forma concatenada em um arquivo texto na
forma de uma tabela ASCII. Sendo assim, a rotina cria um cabecalho contendo a informagao
descrita no “.SPAR” seguida pelos dados em formato ASCII. Para identificar o final de cada es-
pectro, sdo adicionados marcadores antes de cada secao da tabela definindo o nome do espectro.
Com isso0, nossa rotina € capaz de escrever tanto os blocos em arquivos separados como estes

concatenados em um tnico arquivo.

Ja o formato compativel com o LCModel deve escrever cada espectro em um arquivo inde-
pendente, ja que o LCModel s6 abre um espectro por vez. Por isso a rotina pega o conjunto de
espectros, seja ele de um bloco ou a aquisicao completa, e cria um arquivo para cada espectro.
Este arquivo contem um cabecalho com as informacdes da aquisi¢do contidas no “.SPAR ” e

seu nome é quem define sua posi¢do com relacao a aquisi¢ao.

3.3.4 Quantificacao

A quantificagdo dos espectros podia ser feita em qualquer um dos dois softwares ja citados,
JMRUI ou LCModel. Inicialmete utilizamos o software jJMRUI, que por ser aberto ja estava
disponivel para uso desde o inicio do projeto. Neste software encontramos tanto os métodos
AMARES quanto QUEST discutidos em 1.2.5, porém experiéncias e trabalhos desenvolvidos

pelo grupo apontaram uma preferéncia pelo método AMARES.
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Logo nas primeiras tentativas utilizou-se o0 método AMARES do jJMRUI. No entanto, a
disponibilizagdo do uso do software LCModel permitiu comparar ambos os métodos, e segundo
os testes ndo ouve grande disparidade entre ambos. Porém por ser o LCModel totalmente au-
tomatizado, ao passo que o AMARES ¢ manual, e principalmente por ser utilizado na maioria
dos trabalhos revisados, 0 método AMARES foi substituido pelo LCModel nos testes subse-

quentes e nos experimentos realizados.

O LCModel calcula o chamado Cramér-Rao lower bound (CRLB), parametro que fornece
uma medida da confiabilidade das estimativas feitas sobre um conjunto de parametros (CAVAS-
SILA et al., 2001). O LCModel fornece este parametro na forma de um erro percentual em
relacdo ao valor estimado para a quantificagdo. Neste trabalho optou-se por descartar as quan-

tificagdes que tiveram valores de CRLB superiores a 30%, o que equivale a uma SNR < 3, 3.

3.4 Experimentos realizados

Ao longo da pesquisa, foram propostos e testados nove diferentes protocolos experimen-
tais. No entanto a maioria destes protocolos mostrou falhas logo apds as primeiras aquisicoes,
sendo portanto descartados. Aqui apresentamos apenas os resultados de trés dos protocolos
experimentais testados, que foram aqueles realizados com um maior nimero de sujeitos, € que

inicialmente nos pareceram adequados para verificar as variagdes metabdlicas procuradas.

3.4.1 Experimento Curto

Foi o primeiro experimento desenvolvido e dele participaram 16 individuos, sendo que os
dados de apenas 13 puderam ser efetivamente usados nas andlises. O paradigma escolhido foi
o paradigma curto que consistia em 7 blocos Off alternados com 7 blocos On, cada um com
dura¢do de 1 min, comecando com um bloco Off e perfazendo um total de 14 minutos. Cada

bloco continha 20 espectros obtidos com NSA de 2 e fases alternadas por phase cycling.

A sequéncia de aquisicao utilizada foi a sequéncia PRESS, com TR de 1500ms e TE de
288ms, a fim de reduzir o sinal dos lipidios e favorecer a deteccao do metabdlito Lactato. Optou-
se por uma aquisicdio single voxel de tamanho 2 x 2 x 2cm? posicionado no meio do cértex
occipital (Figura 3.9), com base na ativacdo por fMRI feita anteriormente. Utilizou-se um

estimulo visual composto pelo padrio xadrez radial piscando com frequéncia de 8Hz.
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Figura 3.9: Posicionamento do voxel utilizado nos Experimentos Curto e Longo.
3.4.2 Experimento Longo

Desenvolvido ap6s o Experimento Curto para estudar outras hipoteses, teve a participagda
de 19 individuos, cujos dados de apenas 16 puderam ser efetivamente usados nas analises. Além
disso, para cada dia de aquisi¢do foi realizado uma medida com um phantom desenvolvido para
espectroscopia in vivo (Tabela 3.1) sobre as mesma condi¢des experimentais, porém apesar de
terem sido realizadas 11 aquisi¢des com o phantom apenas 8 puderam ser usadas, devido a

degradacdo do phantom nas tltimas aquisicdes.

Figura 3.10: Phantom1

O paradigma escolhido foi o paradigma longo que consistia em um bloco de Baseline com
duracdo de 5,3 minutos seguido por um bloco On em um Off de 10,7 minutos cada, perfazendo
um total de 26,7 minutos. O bloco de Baseline é composto por 20 espectros € os blocos On e

Off por 40 espectros, cada espectro obtido com NSA de 8 e fases alternadas por phase cycling.

A sequéncia de aquisi¢do utilizada foi a PRESS, com TR de 2000ms e TE de 288ms, a fim
de reduzir o sinal dos lipidios e favorecer a detec¢do do metabdlito Lactato. Optou-se por uma
aquisicdo single voxel de tamanho 2 x 2 x 2cm® com o voxel posicionado no centro do cértex

occipital. O estimulo escolhido foi visual composto pelo padrdao xadrez radial piscando com
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Phantom1

metabolito || concentragcdo (mmTOI)
NAA 0,36
NAAG 1,17
Cre 1,38
M-Ino 0,83
Ala 0,21
Glu 0,75
Asp 0,83
Azida de sédio 0,015

Tabela 3.1: Concentracdes molares do Phantom1, fabricado em 19/10/2009

frequéncia de 8Hz. No entanto, com o tempo prolongado do experimento, muitos individuos
tiveram dificuldade em manterem-se acordados. Para contornar este problema os individuos
foram instruidos a apertar um botdo no teclado do Eloquence (Figura 3.5(b)) toda vez que uma
cruz vermelha aparecia no centro da imagem de estimulo. Esta cruz por ter um periodo aletério
tenta tornar a tarefa mais interativa na esperanca de deixar o experimento menos entediante para

os individuos.

3.4.3 Experimento Longo Modificado

Apds uma revisao dos parametros e a chegada do phantom oficial do projeto CInAPCe

(Tabela 3.2) o experimento longo foi modificado.

Figura 3.11: Phantom CInAPCe

O Experimento Longo Modificado contou com a participag¢do de 18 individuos, cujos dados

de apenas 17 puderam ser efetivamente usados nas andlises. Das 8 aquisi¢des com 0 novo
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Phantom CInAPCe
metabdlito H concentracao (m’"T”l)
NAA 10
Cre 8
Cho 3
Lac 1
M-Ino 6
Glu 10
Gln 5
DSS 2
NayHPOy4 72
NaCOOH 200
N aH2P 04 28
Azida de sodio 1,54

Tabela 3.2: Concentra¢des molares do Phantom CInAPCe, fabricado em 25/11/2009

phantom as 2 primeiras tiveram que ser descartadas, pois inicialmente o0 mesmo estava sendo
guardado numa geladeira, o que alterou a posicao dos picos no espectro. O paradigma, estimulo,
sequéncia de aquisi¢do, TR e TE, e tamanho do voxel, foram mantidos os mesmos que para o
experimento anterior: paradigma com 1 bloco de Baseline de 5,3 minutos (20 espectros, NSA
= 8), um On e um Off de 10,7 minutos cada (40 espectros, NSA = 8); estimulo visual (padrio
xadrez radial piscando a 8Hz); sequéncia PRESS; TR de 2000ms e TE de 288ms; voxel de

2 x 2% 2cm’.

A principal mudanga neste experimento foi no posicionamento do voxel. Diferentemente
dos experimentos anteriores, onde o voxel tinha sido posicionado bem na parte central do cortex
occipital, neste ele foi posicionado no hemisfério direito do cértex occipital (Figura 3.12), de
modo a evitar o liquor presente na fissura longitudinal. Neste experimento também utilizou-se

o teclado do Eloquence para monitoracao do nivel de atenc¢ao do individuo ja descrito.

Figura 3.12: Posicionamento do voxel utilizado no Experimentos Longo Modificado.
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4 Analise e resultados

Nos gréficos apresentados neste capitulo cada ponto representa a média de um conjunto de-
terminado de valores encontrados pelo LCModel para cada metabolito e individuo ou phantom,
porém valores de CRLB maiores que 30% ndo foram considerados nesta média, o que faz com
que em alguns casos ndo tenhamos um conjunto suficiente de valores para compor a média (tipi-
camente pelo menos metade dos valores iniciais). As barras de erro nos gréficos representam a

variancia do conjunto de valores que compuseram a média.

4.1 Experimento Curto

Quando este experimento foi realizado muitas das rotinas de anédlise ainda estavam em
desenvolvimento e por isso apenas abordagens mais simplificadas foram utilizadas no proces-
samento. Uma delas, denominada ONvsOFF_Blocos (Figura 4.1), consistiu em fazer, para cada
individuo, a média dos espectros de cada bloco On e Off. Isso resultou em 7 espectros Off e
alternados com 7 espectros On para cada individuo. Fizemos a quantificacido dos 14 espectros
de cada individuo utilizando o LCModel e em seguida promediamos os valores quantificados
sobre os individuos. Esses resultados estdo mostrados no grafico da Figura 4.2. Nesse grafico,
as abscissas mostram o bloco correspondente, e as ordenadas mostram valores promediados das

concentracdes absolutas fornecidas pelo LCModel, em unidades arbitrérias.

1 min 1 min
20 espectros 20 espectros 20 especiros 20 espectros r 20 espectros 20 espectros
- ot
off 1 onl off 2 on 2 o off 7 on 7

1 espectro 1 espectro 1 espectro lespectro r 1 espectro

-
off 1 onl off 2 on 2 off 7 on 7

Figura 4.1: Esquema da anélise ONvsOFF_Blocos do Experimento Curto.
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Figura 4.2: Andlise ONvsOFF_Blocos dos metabdlitos medidos no Experimento Curto.

Nesta primeira andlise (Figura 4.2) tivemos que descartar o Lactato e o Grupo Glx, pois
o numero de individuos cujas quantificacdes destes metabolitos tiveram CRLB < 30% nao foi
grande o suficiente para compor uma média confidvel. Além disso, ndo se observa neste grafico
correlagdo entre os blocos e a concentra¢io para nenhum dos metabdlitos medidos. Com isso,

fica claro que este tipo de andlise ndo resultou na SNR necesséria para estudo dindmicos.

Outro tipo de andlise, denominado ONvsOFF _Total (Figura 4.3), consistiu em fazer a média
de todos os blocosOn e de todos os blocos Off, de forma a obter apenas um espectro significa-
tivo do estado On e outro do estado Off, para assim melhorar a SNR. Em seguida, foi feita a
quantificacdo com o LCModel destes dois espectros de cada individuo, e os valores encontra-
dos foram novamente promediados sobre os individuos. Estes resultados estdo mostrados no
grafico da Figura 4.4. Neste gréfico, as abscissas representam o estado (Off ou On) e as or-
denadas novamente representam valores promediados das concentra¢des absolutas fornecidas

pelo LCModel, em unidades arbitrérias.

A partir deste grafico (Figura 4.4), notamos que o conjunto maior de valores utilizados
para compor a média resultou numa redu¢ao dos valores CRLB para as quantificagcdes do GIx,
permitindo calcular a média para este grupo. No entanto, esta abordagem ainda nao produziu

uma SNR suficiente para a medida do Lactato. Em relacdo aos demais metabdlitos (NAA, Cre
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1 min 1 1an
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i d
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Figura 4.3: Esquema da andlise ONvsOFF_Total do Experimento Curto.
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Figura 4.4: Anélise ONvsOFF_Total do grupo Glutamato/Glutamina (Glx) medido no Experi-
mento Curto.
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e Cho), vemos que as barras de erro resultantes sdo muito maiores que qualquer variacao nos

valores médios das concentragdes, o que indicaria que nao houve variagdo das mesmas.

De modo geral, os resultados deste experimento ndo permitiram tirar muitas conclusdes
quanto a dindmica metabdlica. Isso nos fez retornar a literatura em busca de modificagdes que
poderiam ser feitas no experimento. Uma delas seria a revisdo do paradigma, que deveria ser
mais longo para evitar efeitos transientes. Outra modificacdo seria incluir alguma referéncia
inicial ou Baseline para acompanhar as variacdes de forma percentual. Além disso, percebemos
que a falta de um phantom prejudicava qualquer conclusao feita com os dados, pois ndo havia
como checar o estado do hardware de aquisi¢do. Estas constatagdes levaram ao experimento

longo.

4.2 Experimento Longo

Este novo experimento, além de implementar as observagdes feitas no final da secao ante-

rior, também serviu para testar muitas das novas rotinas desenvolvidas.

Testamos entdo a andlise denominada JanelalO (Figura 4.5), que consiste em fazer a média
entre o espectro central e seus nove vizinhos mais proximos, criando um efeito de borramento ao
longo do tempo que suaviza a divisdo entre os estados On e Off, e reduz o nimero de espectros
de 100 para 91 por individuo (Figura 4.5). Estes espectros promediados foram quantificados
pelo LCModel. Em seguida, os valores das quantificagdes dos 90 espectros de cada individuo
foram comparados ao primeiro espectro Off da sequéncia, mostrando a varia¢ao relativa a este
ponto inicial. Finalmente estas variagdes percentuais foram promediadas sobre os individuos,
compondo as médias mostradas nos graficos das Figuras 4.6, 4.7 e 4.8, para o Grupo Colina, a
Creatina total e o NAA total respectivamente. Portanto nestes graficos, as abscissas represen-
tam pontos temporais separados por um espectro, mas que contém informacgao de 10 espectros
promediados, e as ordenadas representam variacdes percentuais em relacdo ao primeiro ponto

(média dos 10 primeiros espectros).

Nesta andlise, como ja era esperado devido aos resultados obtidos para o Experimento Curto
(Figura 4.2), o nimero de valores com CRLB < 30% usados para compor a média nao foi
suficiente para estudar nem o Lactato nem o Grupo GIx, nem para os individuos e nem para o

phantom.
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Figura 4.5: Esquema da anélise JanelalO do Experimento Longo.
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Figura 4.6: Andlise JanelalO do grupo Colina medido no Experimento Longo.

Como nosso phantom ndo possuia metabdlitos do grupo Colina (Tabela 3.1), o gréfico da
Figura 4.6 apenas apresenta os resultados pertinentes aos individuos. Dado que o niimero de
médias usadas para cada espectro a ser quantificado foi baixo (comparado, por exemplo, com a

andlise ONvsOFF_Total feita para o Experimento Curto), a SNR obtida também foi baixa.
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Figura 4.7: Andlise JanelalO da Creatina total medida no Experimento Longo.

Para a Creatina e NAA totais (Figuras 4.7 e 4.8) € possivel comparar as medidas entre os
individuos e o phantom. Nota-se claramente que a SNR dos individuos € inferior a do phan-
tom. Vemos que para todos os casos (todos os metabdlitos e tanto para individuos quanto para
phantom), as barras de erro sdo bem superiores as variagdes percentuais, € portanto podemos
descartar a deteccdo de qualquer mudanga nas concentragdes metabdlicas. Com relagdo ao
phantom, essa constatacdo apenas mostra que podemos confiar na estabilidade temporal, mas

nao necessariamente nas medidas da miquina.
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Figura 4.8: Andlise Janelal0 do NAA total medido no Experimento Longo.

Outra anélise feita, denominada Grupo20 (Figura 4.9), consistiu em dividir a sequéncia de
espectros em grupos independentes de 20 espectros, e calcular as médias de cada grupo. Dessa
forma a Baseline, que era composta por 20 espectros, foi reduzida a um espectro, e os blocos
On e Off, compostos por 40 espectros cada, foram reduzidos a dois espectros cada. Estes 5
espectros por individuo foram quantificados pelo LCModel, e os valores encontrados para todos
os espectros foram relacionados ao primeiro espectro, que neste caso era exatamente a média
da Baseline. Isso resultou novamente em variagdes percentuais para cada individuo, que foram
promediadas e estao mostradas nos gréficos das Figuras 4.11, 4.12, 4.13 e 4.10. Portanto nestes
graficos, as abscissas representam pontos temporais correspondentes a 20 espectros cada, e as
ordenadas representam novamente variacdes percentuais em relacdo ao primeiro ponto (média

da Baseline).

67



4.2 Experimento Longo

20 espectros 40 espectros 40 e-slllectms .
1

)
baseline on off

lespectro 2 espectros lespectros

off

baseline on

Figura 4.9: Esquema da analise Grupo20 do Experimento Longo.

Assim como na andlise ONvsOFF_Total feita para o Experimento Curto, um conjunto de
20 valores nao foi suficiente para gerar resultados (com CRLB < 30%) referentes ao metabdlito
Lactato, mas foi suficiente para geral resultados para o Grupo Glx (Figura 4.10). Infelizmente,
as barras de erro ainda ndo permitem tirar qualquer conclusao relativa a variagdo deste grupo

metabdlico.
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Figura 4.10: Anélise Grupo20 do grupo Glutamato/Glutamina (GIlx) medido no Experimento
Longo.

Novamente, a falta do Grupo Colina no phantom nao permite conclusdes para este metabol-
ito (Figura 4.11).

No caso do NAA total (Figura 4.13), pode-se destacar que os pontos referentes aos indivi-
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Figura 4.11: Andlise Grupo20 do grupo Colina medido no Experimento Longo.
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Figura 4.12: Anélise Grupo20 da Creatina total medida no Experimento Longo.
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Figura 4.13: Analise Grupo20 do NAA total medido no Experimento Longo.

duos permanecem dentro do erro dos resultados para o NAA total do phantom. J4 para a Cretina
total (Figura 4.12), a tendéncia dindmica observada deve ser considerada com cuidado, pois os

pontos referentes ao estado On nio seguem o mesmo padrao.

Além do ja mostrado pelas barras de erro, todos estes resultados ndo sao confidveis por
um segundo motivo: durante este experimento o equipamento de MR apresentou problemas e
em vdrias aquisi¢oes metade das bobinas de gradiente estavam desligadas. Consequentemente,
nestas aquisi¢cdes ndo foi possivel fazer a sequéncia funcional, obrigando-nos a posicionar o
voxel apenas por referéncias anatdmicas, guiadas pela avaliacdo visual da SNR dos espectros
(Figuras 3.7(a) e 3.7(b)), que tentamos manter a mesma para todos os individuos. Outro prob-
lema ocorrido deveu-se ao longo tempo desta aquisicao, e ao fato de que o sistema Eloquence
nao mantem um link de sincronismo com o sistema de aquisi¢cdo (mdquina de MR) para as
aquisicoes de MRS. Isto gerou um pequeno descompasso, que se agravou nas aquisicdes mais
longas resultando em que o Eloquence encerrasse o experimento (tela de repouso) antes do
previsto. Além disso, como ja mencionado, a solucdo do phantom desenvolvido acabou se de-
teriorando fazendo com que as 3 udltimas das 11 aquisi¢des tivessem que ser descartadas. Isso
nos levou as pequenas modifica¢des que resultaram no Experimento Longo Modificado, onde o

posicionamento do voxel original (Figura 3.9) também foi revisado e modificado para um voxel
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4.3 Experimento Longo Modificado

compreendido em apenas um hemisfério (Figura 3.12), para evitar a contaminag¢do com o liquor

presente na interfissura.

4.3 Experimento Longo Modificado

Na secdo anterior, comentamos que o Experimento Longo apresentou uma série de difi-
culdades que prejudicaram a qualidade dos dados. Por causa disso, o conserto dos gradientes
e a chegada do phantom oficial do projeto CInAPCe impulsionaram a revisao dos parametros

experimentais e andlises.

Para solucionar o problema da falta de sincronismo do Eloquence decidimos eliminar os
espectros nos periodos de transi¢ao entre os blocos. Para tanto, descartaram-se os dois primeiros
espectros e os trés ultimos de cada um dos blocos. Em seguida utilizou-se a rotina Grupo para
dividir a sequéncia de espectros em médias de grupos de cinco espectros independentes. Isso

resulta em trés espectros para a Baseline e sete espectros para cada bloco On e Off.

Depois pela andlise, denominada BaselineOnOff (Figura 4.14), calcula-se a média dos es-
pectros remanescentes dentro do mesmo bloco, gerando um espectro representativo de cada
bloco. Estes 3 espectros sdo quantificados pelo LCModel, e novamente ¢ feita uma média inter-
sujeitos desses resultados. Mesmo com esta abordagem mais dréstica de juntar tantos espectros,
os resultados obtidos para a média do Lactato ficaram com SNR abaixo do esperado. Logo ape-
nas os resultados para os demais metabdlitos sdo mostrados (graficos das Figuras 4.15, 4.16,
4.17 e 4.18).

5,3 min 10,7 min 10,7 min

20 espectros 40 espectros 40 espectros

|

baseline on off

3 espectros Tespectros Tespectros

]

baseline on off

1 espectro lespectro lespectro

i¢

baseline on off

Figura 4.14: Esquema da andlise BaselineOnOff do Experimento Longo Modificado.

Para o Grupo GlIx (Figura 4.15), a aparente invariancia do metabdlito no bloco On deve

ser interpretada com cuidado, pois pela hipdtese experimental tanto o bloco Baseline quanto o
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Figura 4.15: Andlise BaselineOnOff do grupo Glutamato/Glutamina (Glx) medido no Experi-
mento Longo Modificado.

bloco Off possuem a mesma resposta metabdlica, e portanto esta diferenca poderia ser atribuida

a menor estatistica do bloco Baseline.

Tanto o grupo Colina (Figura 4.16), quanto a Creatina (Figura 4.17) e NAA totais (Figura
4.18), apresentaram as mesmas tendéncias tanto para os individuos quanto para os phantoms.
No entanto, como ocorreu nas andlises anteriores, a barra de erro para os dados dos individuos

€ bem maior que qualquer variacdo mostrada, e portanto, a principio, nada se pode afirmar.

4.4 Analises complementares

Como o Experimento Longo Modificado ndo apresentou os problemas dos experimentos

anteriores, esses dados também foram utilizados em uma série de andlises complementares.

4.4.1 Analise sobre o uso ou nao de ECC

A grande maioria dos trabalhos que usam MRS in vivo aplicam a correcdo de fase descrita

na Secao 3.3.2 e conhecida como correcao de eddy-currents ou ECC. O principio por trds desta
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Figura 4.16: Anadlise BaselineOnOff do grupo Colina medido no Experimento Longo Modifi-

cado.
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Figura 4.17: Andlise BaselineOnOff da Creatina total medida no Experimento Longo Modifi-

cado.
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Figura 4.18: Anélise BaselineOnOff do NAA total medido no Experimento Longo Modificado.

correcdo é que se espera que a variagdo da fase do FID com supressdo da dgua seja a mesma
variagdo da fase do FID sem supressio, e portanto subtraindo a primeira da segunda ponto a
ponto, essa variagdo indesejada seria eliminada. No entanto, como nossa aquisi¢do € muito
longa e ndo se mede nenhum outro espectro de referéncia ao longo da aquisi¢do, ndo se pode
garantir que o deslocamento de fase seja 0 mesmo para toda aquisi¢do, e portanto, nao estava-
mos certos de se neste caso deveriamos usar esta correcdo. Logo, comparou-se como seria a
quantificacdo do LCModel com e sem a ECC. Neste estudo as quantifica¢des foram feitas com
os mesmos dados e para os principais metabdlitos (NAA total, Creatina total e grupo Colina).

Os gréficos das Figuras 4.19, 4.20 e 4.21 mostram estas comparacoes.

Tanto para o NAA total (Figura 4.20) quanto para a Creatina total (Figura 4.19), as quan-
tificacdes feitas pelo LCModel com e sem ECC seguiram uma mesma tendéncia, porém os

resultados com a ECC resultaram em valores de CRLB piores.

Ja para o grupo Colina (Figura 4.21), o LCModel nao foi capaz de quantificid-lo quando
foi aplicada a ECC. Este caso ainda precisaria de mais atencdo, pois nestes espectros € possivel
identificar o pico referente ao grupo Colina, e no entanto o LCModel ndo foi capaz de identific4-
lo (Figura 4.22).
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Figura 4.19: Anadlise BaselineOnOff da Creatina total medida no Experimento Longo Modifi-
cado.
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Figura 4.20: Anélise BaselineOnOff do NAA total medido no Experimento Longo Modificado.
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Figura 4.21: Anélise BaselineOnOff do grupo Colina medido no Experimento Longo Modifi-
cado.

4.4.2 Analise média pré-quantificacao

Uma possivel andlise que foi estudada e parcialmente implementada foi a andlise com o
célculo das médias intersujeitos realizado pré-quantificacdo. Para este tipo de andlise os espec-
tros de todos os sujeitos foram alinhados utilizando as rotinas descritas na Sec¢ao 3.3.2. Em
seguida, estes espectros foram combinados entre os individuos, ou seja, foi feita uma média
entre os espectros nimero um de todos os individuos, depois entre os espectros nimero dois,
etc., o que resultou numa série temporal de 100 espectros promediados. Nosso objetivo era ter
espectros finais com alta SNR para que fossem quantificados pelo LCModel. Embora este tipo
de procedimento tenha sido encontrado na literatura nos trabalhos (MANGIA et al., 2007a) e
(MANGIA et al., 2007b), e seja uma prética relativamente comum em estudos de grupos de
individuos em fMRI (onde se concatenam as séries temporais de diversos individuos), ainda
assim existem criticas relacionadas a validade deste tipo de procedimento. Em particular, até o
término deste trabalho ndo se encontrou uma maneira de normalizar a amplitude dos espectros
antes da promediacdo entre individuos, deixando o método suscetivel as variagdes de carga na
bobina receptora e certamente influenciaram o cdlculo da média de forma ponderada, tanto para

os individuos quanto para os phantoms.
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Figura 4.22: Ajuste e residuo calculados pelo LCModel utilizando o ECC: Em vermelho o

ajuste encontrado, e na por¢ao superior o residuo encontrado. Notar que o destaque azul mostra
o pico do grupo Colina que nao foi ajustado e resultou em um residuo elevado.
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Apesar deste potencial problema, uma andlise BaselineOnOff (Figura 4.14) foi conduzida
com a média intersujeitos feita antes da quantificacdo, para poder comparar com os resulta-
dos anteriores (média pos-quantificacdo). Deve-se frisar que neste processamento o LCModel
atribuiu valores de CRLB piores para a média das aquisicoes do phantom do que para a mé-
dia dos individuos (o que faz sentido, ja que tinhamos um maior nimero de individuos que de
aquisicdes phantom). Os resultados da andlise com a média pré-quantificacdo estdo mostrados
nas Figuras 4.23, 4.24, 4.25, 4.26 e 4.27.

A primeira coisa que € importante destacar nestes gréficos € que, devido a enorme quan-
tidade de promediacdes levadas a cabo, finalmente obtivemos barras de erro que nao ofuscam

possiveis variagdes metabolicas.
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Figura 4.23: Andlise BaselineOnOff do Lactato medido no Experimento Longo Modificado.

Nesta abordagem, o mesmo processamento BaselineOnOff foi capaz de aumentar a SNR
a ponto de permitir uma quantificacio satisfatéria para o metabdlito Lactato dos individuos
(Figura 4.23), mesmo tendo uma baixa concentracdo. Por outro lado, por causa desta baixa
concentragdo, este metabdlito apresentou variagdes percentuais elevadas, e grandes barras de
erro (se comparado aos demais metabdlitos). Apesar disso € possivel observar a subida dos
niveis de Lactato na presenga do estimulo, resultado que concorda com a literatura. No entanto,

para os nossos individuos estes niveis ndo voltaram para o estado basal apds o estimulo, o
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que discorda dos resultados reportados na literatura (onde o aumento de Lactato acompanha o

estimulo, retornando em seguida a linha de base ap6s o cessar do mesmo).

60—- Grupo Glx
50 ] T —e— individuos
—=&— phantoms

40 -

Variagao Percentual
-~
S
|

104
20 :
-30-
-40 T - T : ' '
baseline on off
blocos

Figura 4.24: Anadlise BaselineOnOff do grupo Glutamato/Glutamina (Glx) medido no Experi-
mento Longo Modificado.

Para o Grupo Glx, o gréfico da Figura 4.24 mostra um aumento de ~ 40% estatisticamente
confidvel nos niveis deste grupo, que permite distinguir os periodos com e sem estimulo. Este
resultado concorda com resultados da literatura (MANGIA et al., 2007a), que reportaram um
aumento do metabdlito Glutamato com o estimulo, e seu decréscimo até os niveis basais apds o

cessar do mesmo.

No grafico da Figura 4.25, notamos que a quantificagdo do ultimo ponto do Grupo Colina
para os phantoms apresentou problemas. Neste caso, novamente o LCModel nédo foi capaz de

localizar o metabdlito, mesmo sendo possivel identificid-lo visualmente.

Para o NAA total mostrado na Figura 4.26, observamos uma queda estatiscamente con-
fidvel de ~ 2% para o bloco On. Esta variacdo poderia estar associada as mesmas variagdes
reportadas em (ZHU; CHEN, 2001) e (MANGIA et al., 2007b) a qual € atribuida a alteragcdo da
susceptibilidade magnética da regido devida ao efeito BOLD que aumenta o 7, e diminuiria a

altura do pico espectral.

J4 a Creatina total, mostrada no gréfico da Figura 4.27, ndo aprentou variagado significativa.
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Figura 4.25: Anélise BaselineOnOff do grupo Colina medido no Experimento Longo Modifi-
cado.
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Figura 4.26: Anélise BaselineOnOff do NAA total medido no Experimento Longo Modificado.
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Figura 4.27: Andlise BaselineOnOff da Creatina total medida no Experimento Longo Modifi-
cado.
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5 Conclusoes finais

Apresentamos aqui os resultados dos primeiros experimentos realizados no Brasil com a
técnica de MRS funcional, cujo objetivo € a deteccdo de variacdes nos niveis de metabdlitos

especificos, subjacentes a ativagdo neuronal decorrente de um estimulo.

Nossos experimentos focaram na utilizacdo de um estimulo visual, por ser um que produz
uma grande ativacdo e € independente da vontade do individuo, e portanto tem sido altamente

explorado na literatura em experimentos funcionais.

Dentre os varios paradigmas testados, dois foram explorados mais a fundo, um consistindo
de varios blocos de 1 minuto de duragao (Experimento Curto), que nao se mostrou adequado
para a deteccdo das variacdes almejadas, e outro com poucos (3) blocos de longa duracio (mais
de 5 minutos) (Experimento Longo). Este paradigma foi mais explorado, tendo gerado dois
protocolos experimentais (Experimentos Longo e Longo Modificado) com algumas diferencas
entre alguns parametros, sendo a mais importante o posicionamento do voxel, que num caso foi
posicionado centralmente no cortex occipital (Longo), para depois ser posicionado num tinico

hemisfério (direito) nesta regido (Longo Modificado).

Os dados medidos com a utilizagdo destes protocolos foram analisados com uma série de
métodos de combinacdo dos espectros adquiridos, para os quais foi desenvolvido um conjunto
de rotinas dedicadas. Em particular, duas formas de andlise se contrapuseram: a que consistiu
em quantificar os espectros de cada individuo separadamente, para depois realizar médias entre
as quantificacoes (andlise média pds-quantificagcdo), e a que consistiu em promediar os espectros
entre os sujeitos, para depois quantificar (andlise média pré-quantificacio). Embora esta dltima
abordagem seja condenada por alguns grupos, ela tem sido bastante utilizada na literatura em
experimentos de fMRI. Em nosso caso, a andlise pré-quantificacdo foi a unica que forneceu
resultados acessiveis, onde as variagdes dos metabolitos ndo foram superadas pelas barras de
erro. Todas as andlises pds-quantificacdo forneceram resultados em que nada se pode afirmar,

devido aos grandes erros envolvidos.

A andlise pré-quantificacdo foi realizada apenas nos dados do Experimento Longo Modifi-

cado. Com base nesta andlise, os principais resultados alcancados foram:

83



1. Os niveis de NAA total apresentaram uma queda de ~ 2% com o estimulo, tendo retor-
nado em seguida ao nivel basal. Isto poderia ser atribuido a modificagdo do pico no es-
pectro devido a variacdo de susceptibilidade local que gera o efeito BOLD (ZHU; CHEN,
2001), (MANGIA et al., 2007a). Por outro lado, isto discorda dos resultados encontrados
por (BASLOW; HRABE; GUILFOYLE, 2007), e estd mais de acordo com a maioria dos

trabalhos encontrados na literatura.

2. Os niveis de Creatina total ndo apresentaram variagdo significativa, em decorréncia do
estimulo, para o grupo de individuos estudados. Neste caso, isto discorda de (ZHU;
CHEN, 2001) e (MANGIA et al., 2007a), que também reportaram pequenas variagdes
deste metabodlito em decorréncia do efeito BOLD. O fato de uma variagao ter sido en-
contrada para o NAA e ndo para a Creatina poderia decorrer da maior proeminéncia do
primeiro em relacdo ao segundo, e do fato de que usamos campos mais baixos que os

usados nos trabalhos citados (37 contra 47 e 7T usados nos trabalhos citados).

3. O grupo Colina também ndo apresentou variagdo significativa com o estimulo para o

grupo de individuos estudados.

4. O Lactato apresentou um comportamento que concordou em parte com a literatura. Esperava-
se observar um aumento dos niveis de Lactato na presenca do estimulo, algo que de fato
aconteceu. Porém também era esperado que com o final do estimulo o nivel voltasse ao
estado basal, algo que nao foi observado, mesmo o periodo de repouso sendo vdrias vezes

maior que o tempo de resposta encontrado na literatura.

5. O grupo Glx apresentou um aumento considerdvel (~ 40%) em seus niveis em decorrén-
cia do estimulo, retornando em seguida ao nivel basal. Este resultado concorda com os
resultados de (MANGIA et al., 2007a), que reportaram um aumento do metabodlito Glu-
tamato com o estimulo, e seu decréscimo até os niveis basais apds o cessar do mesmo,

para experimentos feitos em 77" com estimulos longos.

Com este trabalho pudemos, portanto, alcancar alguns resultados parcialmente concor-
dantes com a escassa literatura da drea. Por outro lado, ndo pudemos melhorar a resolugdo
temporal em relacdo a reportada em outros trabalhos. Identificamos uma série de obstdculos
que devem ser contornados, sendo no momento, o principal, determinar a validade da anélise
pré-quantificacdo (ou uma forma de valid4-la). Finalmente, acreditamos que este trabalho deixa
uma grande contribui¢@o através dos diversos protocolos experimentais € métodos de andlise

testados, e abre o caminho para pesquisas futuras na area.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Espectroscopia Funcional por Ressonancia Magnética

Este projeto pretende adquirir dados do cérebro de pessoas saudaveis através da técnica de
Espectroscopia Funcional por Ressonancia Magnética (fMRS), com os objetivos de: 1)
Desenvolver metodologias para a realizagdo de experimentos de fMRS no equipamento de
ressonancia magnética (RM) do HC — UNICAMP; 2) Desenvolver metodologias para analisar
os dados obtidos através desses experimentos. Para isso, pedimos sua cooperagdo no sentido de
se submeter ao exame de fMRS. Durante esse exame, vocé sera orientado(a) a realizar algum
tipo de tarefa, que poderd ser desde ficar impassivel olhando para imagens em um monitor de
computador, ou mexer alguma parte do corpo (geralmente as maos), ou apertar botdes de um
teclado.

O exame de MRS ¢ um exame parecido com o exame de imagem por ressondncia magnética
(MRI): vocé entrara na maquina de RM e 14 permanecera, deitado(a) e imovel, por volta de 30 a
60 minutos. Durante esse tempo a maquina medira sinais provenientes de diversas moléculas de
interesse no seu cérebro. O exame ndo causa nenhuma dor e também ndo possui nenhum efeito
nocivo para o corpo humano, mas vocé€ podera sentir desconforto devido ao grande barulho que
a maquina faz (para isso lhe serdo fornecidos tampdes de ouvido), e ao fato de que vocé devera
permanecer com a cabega o mais imovel possivel dentro da maquina, para que os sinais possam
ser medidos de forma correta. Além disso, devido a que o campo magnético usado na maquina
de RM ¢ alto (como um forte ima), caso vocé€ possua algum metal dentro do seu corpo (como
pinos, marcapassos, proteses metalicas, balas de revolver), voc€ ndo poderd, de nenhuma maneira,
realizar o exame, e NAO DEVE DEIXAR DE AVISAR o pesquisador responséavel (que estiver
realizando os exames). Por esse motivo também, antes de entrar na sala da RM, vocé devera
remover do corpo qualquer objeto metalico, como anéis, brincos, pulseiras, o6culos, cartdes de
banco, etc. Garantimos que em qualquer caso, sua identidade sera mantida em sigilo. Vocé nao
receberd nenhum pagamento por sua participacdo nesta pesquisa, mas caso venha a ter despesas
de transporte ou alimentacdo para poder realizar estes exames, elas serdo ressarcidas. Vocé podera
desistir de sua participag@o nesta pesquisa a qualquer momento, sem que isso acarrete em qualquer
prejuizo para vocé. Vocé ndo obtera nenhuma vantagem direta com este projeto, mas por outro
lado, estara auxiliando na melhora do conhecimento sobre o cérebro, o que no futuro podera
auxiliar no desenvolvimento de novas metodologias para diagnostico de doengas cerebrais.

Em caso de alguma duvida, vocé pode contactar os pesquisadores Gabriela Castellano (tel:
3521 5519, email: gabriela@ifi.unicamp.br), Carlos Sato Baraldi Dias (tel: 3521-5525, email:
yuki@ifi.unicamp.br), Li Min Li (tel: 3521 7292, email: limin@fcm.unicamp.br); ou pode se
referir ao Comité de FEtica em Pesquisa da UNICAMP (tel: 3521-8936, email:
cep@fcm.unicamp.br).

Eu li, entendi, e estou de acordo em realizar o exame citado.



Nome:

RG:
Assinatura:

Local
data:

Nome do
responsavel:

Assinatura do pesquisador
responsavel:

pesquisador
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Questiondrio para voluntarios

1. Tipo de exame / protocolo:

2. Data do exame:

3. Nome do voluntario:

Sexo: () masculino ( ) feminino
Peso: Altura:

Usa aparelho ou contengdo? () Nao () Sim. Qual?

4. Endereco (Tel / Email):

5. Data de nascimento: Idade:

6. Grau de escolaridade:

Profissao:

Ocupagdo atual: Anterior:

7.( ) Destro, ( ) canhoto ou( )ambidestro?
Poliglota? () Nao ( ) Sim. Quais linguas?

Tem algum canhoto na familia? () Nao ( ) Sim.
Quem?
8. Possui algum transtorno sensorial ou motor (déficit auditivo, visual etc)? () Nao () Sim.

Qual?

Usa 6culos? () Nao () Sim. Grau?

9. Historico de doenga neuroldgica e/ou psiquidtrica em familiares de 1° grau? () Nao ()
Sim.
Quem?

Qual (ou quais) doenga(s)?

10. Possui historia de doenga neurologica e/ou psiquidtrica? () Nao () Sim.
Qual (ou quais)

doenca(s)?

11. Possui historia de traumatismo cranio-encefalico? () Nao () Sim.




O que ocorreu?

Chegou a ficar desacordado/perder a consciéncia? por quanto

tempo?

12. Possui alguma outra doenga sistémica ou condi¢do médica instavel ou descompensada?
( )Nao( )Sim.

Qual?

13. Faz uso continuo de alguma medicacdo? ( ) Nao ( ) Sim. Qual?

De quantos miligramas? Quantos comprimidos ao
dia?

Tem queixa de algum efeito colateral dessa medicagdo? () Nao ( ) Sim.

Qual?

14. Tomou algum medicamento ansiolitico, hipnético, ou antihipertensivo menos de 48 horas
antes dos testes? () Nao( ) Sim.
Qual?

15. Tomou café ou alguma outra bebida com cafeina nas ultimas 4 horas? () Nao ( ) Sim.

Qual?

16. Tem problemas de sono? () Nao () Sim. Qual?

Dormiu bem na noite passada? () Ndo ( ) Sim
17. Tem dificuldades de aten¢@o, aprendizado e/ou meméria? () Nao () Sim.
Que tipo?




