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Resumo

O objetivo deste trabalho foi a aplicacdo da tecdie Espectroscopia por Ressonancia
Magnética (MRS, do ingl@glagnetic Resonance Spectroscopy) para verificar alteragfes
nas concentragées de metabdlitos de pacientes tomids em relacdo a individuos
sadios (grupo controle). Neste relatério, apreseosa primeiramente, um estudo sobre
os principios fisicos do fendmeno da ressonancigngteca e formacdo dos espectros,
seguido de um estudo sobre os principais metabdfitensuraveis com a técnica, e,
entdo, dos métodos de pré-processamento e de fopaepdtd dos sinais. Apos, tem-se
um estudo sobre as distonias. Para verificar asagfies metabdlicas, foram utilizados
dados de 23 pacientes e de 20 individuos controlgss sinais foram, primeiramente,
pré-processados utilizando o software jMRUI. Aindiéizando o mesmo software, foi
feita a quantificacdo dos sinais pelo método AMARESitindo-se, entdo, identificar
os metabdlitos N-Acetil-Aspartato, Creatina e Calibtilizando o teste-t, por meio do
software Systatl3, foi feita a analise estatigfi@se amplitudes destes metabdlitos e de
suas razdes. Foi encontrada uma diferenca sigmi@icantre os grupos de pacientes e
controles para a razdo Cre/NAA (p = 0.048). Confosfocreatina esta associada ao
metabolismo e bioenergética do SNC, este resufiade indicar alteracdes no cerebelo

relacionadas a esse metabolismo.
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1. Principios Fisicos do Fendbmeno de Ressonancia Matoa e

Formacao dos Espectros

1.1.Ressonancia Magnética e Equacao de Larmor

A ressonancia magnética (MR, do ingl&agnetic Resonance) origina-se da
interacdo entre um atomo e um campo magnéticorextér propriedade necessaria a
ressonancia magnética € o momento angular intonsecspin nuclear. Os vetores de
spin nuclear de uma amostra, na auséncia de umocanggneético externo, Sao
orientados randomicamente em todas as direcOes &wostra é colocada em um
campo magnético externo de intensidade const&ije os spins comecardo a
precessionar em torno do campo magnético. Por ogige usa-se 0 eixo z como
direcdo do campdo;, 0 eixo de precessdao dos spins também esta atemeassa
direcdo. O movimento de cada spin € dado pelo ntmjue coordenadas X, y
(perpendiculares By) e z (paralelo 8o). E a frequéncia de precessao € expressa pela

equacgao de Larmor, dada pela Equacéo 1.1

Wwo =7vBy 1.1)

na qualy é a razdo giromagnética, cujo valor para os psofpacleos de hidrogénio) é

42,58 MHz/T.

Particulas elementares possuem momento angujaantizado e dado pela Equacéo

1.2, na qual | é o numero quantico de spin e lke@natante de Planck,

L= (i) VIA+1)
2 '

(1.2)

Na mecanica quantica a direcdo do momento angwapécificada por um segundo

namero quantico (m), que pode somente ter certastacdes discretas e cujos valores



variam entre +l e —I, correspondendo a um totaRidd valores. A componente de

momento angular na direcéo z, & dada pela Equacéo 1.3.

L= (am) 1.3)

Particulas elementares também tem um momento nie@péque é relacionado ao

momento angular L atraves de:
n=~L. (1.4)

Assim como 0 momento angular, 0 momento magnétinthém é quantizado e a

sua componente ao longo do eixo-z longitudinaldagzor:

()
m,=v|5=)m-
2m (1.5)
AB, m
+1/2
-1/2

Figura 1.1: Momento magnéticou, para | igual a %2, e sua componente longitudinal, na presenca
de um campo magnético externo g&4].
Na presenca de campo magnético extdpdFigura 1.1), a particula ira adquirir
uma energia magnética dada pela Equacao 1.6.
h
E=—pBo=—y (5 |mBo

™

(1.6)



A interacdo entre 0 momento magnético e o campmétag externo € conhecida

como interacdo Zeeman e representada pela Figlra 1.

Uma vez que m é um numero quantico discreto, osiside energia sao também
guantizados. Para uma particula de spin | igua) Bd/somente dois niveis de energia

(m é igual a -1/2 ou +1/2, respectivamente conlsc@mo spirdown e spinup) e a

diferenca de energiaE é dada pela Equacéo 1.7:

h
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(1.7)
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Figura 1.2: Interagdo Zeeman para spin nuclear iguiaa 1/2. Na auséncia do campo magnético
externo, as energias dos estadap e down sdo degeneradas. Na presenga do campo magnétitd o
desdobramento da energia. Para m = + %2, tem-se amag energia (E,p) € para m = -1/2, a maior

energia (Ejown)-

1.2.Magnetizacéo

A distribuico dos spins nos possiveis niveis dergga € desigual e segue a

distribuicdo de Boltzmann dada pela Equacéo 1.8,

Ni = Notal e(-Ei/kT), (1.8)

na qual né o nimero de spins com uma energiéem Joules, J),dw € 0 nUmero total
de spins da amostra, T é a temperatura (em Kelkins, k, a constante de Boltzmann

(1,381 x 10 J K%). A razdo entre os nimeros de spins para enempiszres e para



energias menores €, para o caso da Figura 1.2 pgsl&quacao 1.9.

Dup  _ GAB/KT _ /KT _ | 4 (E}%) _
(1.9)

down

O momento magnético total de uma amostra macrasgomonhecido como
magnetizacao (M), é a resultante dos momentos rtiagaéndividuaist, como mostra
a Figura 1.3. Devido a diferenca de populacdes,agnitude de Mem equilibrio

térmico, My, sera dada pela Equacao 1.10, na qual nota-spreparcionalidade com

Bo.

2 h\* (nB
anzui = M (Tup — Ngown) = (;‘r) (%) -

i:]

(1.10)

Figura 1.3: Em equilibrio térmico, surge o vetor mgnetizagédo M, ao longo do eixo +z (Mé
proporcional a By) [2].

1.3. Excitacao

A magnetizacdo nuclear é observada a partir dacghiede seu movimento de
precessdao. Como ela € paralela ao eixo z, ndo pedeetectada. Deve-se, entao,
rotaciona-la em direcdo ao plano transversal, aptic um segundo campo magnético,

na forma de um pulso de radiofrequéncia (RF).

Ao aplicar a amostra um pulso de radiofrequéncragralicular ao campB,, com
energia igual a diferenca entre os niveis de emergiom frequéncia centrada em)

spins no estado de menor energia irdo migrar paestado de maior energia. A
4



redistribuicdo dos spins nos niveis de energiafem que o vetor magnetizacao altere
seu valor e direcédo. E as fases dos spins, que satanulavam no plano transversal,
sdo alinhadas criando, dessa forma, uma compormEntmagnetizacao transversal.
Quando a duracdo de aplicagdo do pulso é suficieata fazer com que o vetor
magnetizacdo gire, ou “tombe”, totalmente para an@l transversal, ou seja,

perpendicular 8o, 0 pulso é conhecido como um pulso de 90° (Figuta

M 3 ™
0 5 \\\
pulso de 90° "._
. e ¥ M
y v rotaciona Mo d
pulso para o plano transversal 7 b
/'y deRF ¥

Figura 1.4: A aplicacé@o do pulso de 90° faz com quemagnetizacéo longitudinal seja levada para o
plano transversal [3].

1.4. Relaxacéo

Relaxacdo é o processo pelo qual spins liberaneseia de excitacdo e retornam
ao estado inicial, quando o pulso de radiofreq@éédiesligado. Este fenbmeno ocorre
segundo dois processos diferentes e independeatestelaxacdes transversal e

longitudinal.

Conforme os spins liberam sua energia, com o passtgmpo, sera observado um
retorno da componente longitudinal da magnetizdbé) ao seu valor de equilibrio
Mo. Este retorno da magnetizacao longitudinal, cadieecomo relaxagéo longitudinal,
segue um processo de crescimento exponencial, oostante de tempo; TEquacéo

1.11).
M.(t) = My(1 — e ¥/T1) (1.11)

Ja a relaxacao transversal corresponde ao ded@imagnetizacdo no plano xy



(magnetizacao transversal )l Logo apds a aplicacdo do pulso de RF de 90&tarv
magnetizagcao terq apenas a componente transv&psal.o desligamento do pulso de
RF, os spins irdo se defasar com o tempo. A peadeodréncia dos spins ocorre ao
mesmo tempo em que 0s spins liberam sua energarientam-se ao longo de.B\
equacao que descreve a relaxagdo transversal édedBquacdo 1.12, e o temppel

a sua constante de tempo.

Mig{t) = My(0)e™ T (1.12)

1.5.Deteccéao

Apés a aplicacdo do pulso de 90°, a magnetizagés\ersal gira em torno &
com a frequéncia de Larmor. Se colocada uma batmnaseu eixo paralelo ao plano
transversal, a magnetizacdo induzira uma voltagarbabina. A tensdo induzida € o
sinal de MR e é conhecida como indu¢éo por decdovieme, ou FID (do ingléskree

Induction Decay).

O movimento da magnetizacdo transversal, em fungdotempo, pode ser

representado por um gréafico no plano complexo, comstra a Figura 1.5.

e “-‘::"""-’\:;,---- = ]

tempo 1

Figura 1.5: Relaxag&o no plano transversal em fungédo tempo. O valor de M, pode ser projetado
nos planos xt e yt [2].

Entdo, pode-se separagMm suas componentes Bl M, dadas pelas projecdes nos



planos xt e yt, conhecidas como FID real e FID iim@ago, respectivamente. Assim

tem-se a relacéo dada pela Equagéao 1.13:

1.6.Formacéao do Espectro
1.6.1. Transformada de Fourier e Caracteristicas do Espend

O FID é dado em funcdo do tempo e para examinagspactro, dado em termos de
frequéncia, deve-se utilizar a ferramenta mateméfi@nsformada de Fourier. Esta
permite converter a amplitude do sinal em funcdote&tapo para uma funcdo de
frequéncia, assim, o dominio do sinal é levadoaidio do tempo para o dominio da

frequéncia (Figura 1.6).

: 2

frequéncia

Figura 1.6: O FID no dominio do tempo e a aplicacada Transformada de Fourier que converte o
sinal para o dominio da frequéncia [1].

Em um espectro de MR, ha trés caracteristicas ®eesse: a area integrada, a
posicdo e a largura & meia altura de cada picoedsomancia. A area do pico é
proporcional a quantidade de spins na respecteguéncia de ressonancia. A posi¢do
do pico, que é dada pela sua frequéncia de ressanérutilizada para identificar o tipo
de spin e sua molécula em particular. A larguraetaraltura revela caracteristicas do

meio através do formato do pico, dado por duasatintbe forma: a Lorentziana e a

Gaussiana.



1.6.2. Deslocamento Quimico

A frequéncia de ressonanaig ndo depende somente da razdo giromagnética e do
campo magnético externo, deve-se considerar, tampb@mbiente quimico do nucleo

de interesse.

Nas moléculas, os elétrons sao distribuidos ou adittados entre atomos,
formando uma nuvem eletrbnica. Assim, na presemgaird campo magnético, 0s
elétrons irdo interagir com o campo, pois a caegativa do spin eletrébnico gera um
campo magnético, que “blinda”, o ndcleo do campaymdtico externo, fenbmeno
conhecido como “blindagem quimica” [5]. O campo m&tgo total B) contera os
termos do campo magnético principal e da blindageimica. A blindagem quimica
afeta o efeito Zeeman, assim, a frequéncia de maes@ expressa pela equacéo de

Larmor deve ser modificada (Equacéo 1.14):
0=7Bo(1-0) (1.14)
na quako é a frequéncia resultante do spin.

Embora normalmente se utilize como unidade de é&eqga o Hertz (Hz), a unidade
mais conveniente em MRS é partes por milhdo (ppnkscala ppm define as
diferencas de frequéncia para a frequéncia de massi@ do spin em relacdo a uma
frequéncia de referéncia, esta é representada uc&o) 1.15 power. As diferencas de
frequéncias, expressas como diferencas relatdjasao denominadas deslocamento

quimico.

= ¢ —

0= x 108

e (1.15)

O deslocamento quimico permite a identificacdo delems e grupos funcionais
dentro de moléculas, pois um mesmo atomo pode estatiferentes moléculas de uma

8



amostra, e, assim, sua blindagem quimica seradear@ada um dos atomos iguais da
amostra sentira um campo magnético diferente esecuentemente, tera uma absorcao
diferente do pulso de radiofrequéncia, de forma@s@al emitido na relaxagéo tenha
valores desiguais. O resultado desse fendmeno @&nea¢do de diversos picos no

dominio das frequéncias, formando o espectro de. MRS

1.6.3. Acoplamento Spin-Spin

Acoplamento spin-spin € uma interacdo moleculartgodém altera a frequéncia de
ressonancia do spin. Este fenbmeno origina-se ®@aagéo do momento magnético
nuclear com o momento magnético dos elétrons mgagdes quimicas, causando a
divisdo dos niveis de energia em valores intermiegdi&, consequentemente, dividindo

as linhas de ressonancias em varias linhas mejgjres

2. Principais Metabdlitos Encontrados em Espectros déH-MRS do

Cérebro e Aplicacdo da Técnica para Auxilio DiagndEo em

Neuropatologias

Cada metabdlito possui um espectro caracterisgcacdrdo com as frequéncias de
ressonancia de seus protons. Isto permite a id=giEo de cada metabdlito pela sua

POSIGCA0 no espectro.

Os principais metabdlitos do cérebro humano dedlestem uma espectroscopia por
ressonancia magnética utilizando o ndcleo do héhimg (*H)! sdo N-acetil-aspartato
(NAA), colina (Cho), creatina (Cre) e fosfocreat{fa&Cre), glutamato (Glu) e glutamina

(GIn), lactato(Lac), aspartato (Asp), mio-inositol (mIno), glieos GABA.

1 Este foi 0 ndcleo utilizado neste trabalho. 9



2.1.N-Acetil-Aspartato (NAA)

O NAA é um aminoacido livre, localizado no sisteneavoso central e periférico em
altas concentragdes. E um marcador de densidadenaée, no espectro normal (de
uma pessoa sadia), corresponde ao pico mais elsiadoo em 2,02 ppm, possuindo,

também, outros picos menores em 2,49 ppm e 2,69 ppm

Sua concentracdo diminui proporcionalmente ao dahaar, como em diferentes
tipos de tumores cerebrais, esclerose multiplagsfagdnicas de acidente vascular

cerebral (AVC), indicando perda ou disfungéo nearada regido afetada [2].

2.2.Colina (Cho)

7

O sinal total da colina é formado por colina livrglicerofosforilcolina e
fosforilcolina. Sua distribuicdo ndo é homogéneacgeebro, ja que na substancia
branca possui maior concentracdo do que na subsstéinzenta. O pico do sinal esta
em 3,22 ppm e corresponde ao segundo maior picsplectro. Em 3,54 ppm e 4,05

ppm tém-se outros dois picos referentes a um duf#ét

A colina livre participa do metabolismo das membsrde forma que um aumento
desta reflete aumento na sintese de membranas roentu da populacdo celular,

indicando, assim, a presencga de tumores [4].
2.3.Creatina (Cre) e fosfocreatina (PCre)

A creatina e a fosfocreatina relacionam-se constersia de energia celular, servindo
como reserva de fosfatos para o sistema ADP-AThdJdadica o estado energético, a

creatina serve de indicativo da presenca de tumpoegxemplo.

A concentracdo da creatina total é relativamentestemte no tecido cerebral. Por
isso, é geralmente usada como referencial intean @s demais picos. Corresponde ao

terceiro pico mais elevado do espectro e estaitachl em 3,03 ppm, possuindo um

10



segundo pico em 3.93ppm [2].

2.4.Glutamato (Glu) e Glutamina (GIn)

7

O glutamato € o aminoacido com maior concentrag@iacérebro e atua como
neurotransmissor excitatorio, ou seja, favorece aasggem do impulso nervoso.
Participa do metabolismo mitocondrial e, atravésemas, é sintetizado a partir da

glutamina, que participa na regulacao da atividbmeneurotransmissores.

As frequéncias de ressonancia desses metabdlimsnsiéo préximas na curva
espectral e com picos de baixa intensidade, e empas menores que 3T estes picos
sao representados pela somatéria em uma Unicanéessa conhecida como Glx, o que
melhora a sua observagdo. O espectro € formaddipersos picos individuais, em
aproximadamente 3,75 ppm para ambos metabdlijoisos entre 2,04ppm e 2,35 ppm
para o glutamato e entre 2,12 ppm e 2,46 ppm pghatamina, porém a superposi¢do

de picos de outros metabdlitos dificulta a visual@ desses picos individuais [2].
2.5.Lactato (Lac)

O lactato € o produto final da respiracdo anaeadhlid em condi¢cdes aerdbicas sua
concentracdo € muito baixa, razdo pela qual n&abserva seu pico normalmente em
espectroscopian vivo. A presenca deste metabdlito no espectro indicaagfio na

respiracédo oxidativa normal, o que ocorre em nsggdae isquemia cerebral.

No espectro, o lactato aparece como um dubletolizad® em 1,33 ppm e
corresponde a uma somatoria de sinais na mesnadairessonancias [2]. Geralmente
€ sobreposto por um pico de lipideos na presencturderes, o que dificulta sua

quantificacéo.

11



2.6.Aspartato (Asp)

O aspartato é um neurotransmissor excitatorio debc@. Seus picos situam-se em
2,65 ppm, 2,80 ppm e 3,89 ppm [2]. A quantificag&avo deste metabdlito também é

dificil, devido & superposi¢céo de seus picos cotrospicos maiores do espectro.
2.7.Mio-inositol (mIno)

O mio-inositol ndo possui fungcdo bem conhecida, raasedita-se que esteja

envolvido com o crescimento celular e armazenan@miglicose.

Serve como marcador de deméncias, como Alzheimemdp a sua elevacdo é
associada com reducdo do pico de NAA. AlteracBesudeconcentracdo também sao

observadas em encefalopatia hepética e danos aisrebr tumores malignos.

Possui quatro picos de ressonancia: em 3,28 pponeusto pelo pico da colina,
3,54 ppm, 3,60 ppm e 4,05 ppm, este ultimo ndoeapadevido a supressdo da agua
[2]. Este metabdlito geralmente é observado emrerpatos com tempo ao eco mais

curto (da ordem de 30ms), pois possui uma constentiecaimentozlbem curta [6].
2.8. Glicose (Glc)

A glicose é um substrato essencial para o cérélmoionando como fonte de energia e
COmo precursora para outros componentes. Possupiommem 4,63 ppm, que é
eliminado durante a supresséo da agua na aqudicddados de MRS (ver Secao 4.4).

Os outros picos aparecem entre 3,43 ppm e 3,802pm
2.9.GABA

O &cido y-aminobutirico (GABA, do inglég-aminobutyric acid) € o principal
neurotransmissor inibitério do sistema nervoso reéniSNC) e estq envolvido na

proliferacdo, migracéo e promocéao da sobrevivétasacélulas. Portanto, o aumento de

12



sua concentragcdo é um indicador de tumor cereBuwé concentracdo também é
alterada em casos de distUrbios psiquiatricos cepilepsia, depresséo e sindrome do
panico.

Seus picos aparecem em 1,89 ppm, 2,28 ppm e 3j81[2p também superpostos a

outros picos maiores. Mas a deteccdo de GABA éiymlssom a utilizagdo de técnicas

de edicao espectral [7].

2.10. Identificag@o dos Metabdlitos em um Espectrdo Cérebro

Com o conhecimento dos principais metabdlitos pteseem um espectro de H-
MRS do cérebro e localizagdo dos seus respectieos,pode-se, agora, identifica-los

no espectro da Figura 3.1.

O

Ampitude (-

100 Cra2

FECE =2

|| Gbed i
1000 ] t * tan | | ]| m’:‘ t
. ’ L LYl Asp Ji, O

Frequéncia (ppm)

Figura 2.1: Exemplo de um espectro com a identificdio de seus metabdlitos. Cre e a Cre2
correspondem a creatina mais fosfocreatina; Tau, gaurina; mino, ao mio-inositol; Cho, aos
compostos que contém colina; Ala, a alanina; Lacpdactato; Asp, ao aspartato; NAA, ao N-acetil-
aspartato; e GIx1, 2, 3 e 4, ao glutamato mais ghuhina, com um pouco de glicose e GABA.
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3. Métodos de Pré-Processamento dos Sinais de MRS

O processamento do sinal de MRS é feito a fim dazie efeitos que prejudicam a
correta andlise do espectro. Dentre esses eféitosé ruidos de fundo, inducdo de
corrente no aparelho de ressonancia magnéticaegsmual da dgua. Assim, as etapas
do processamento do sinal usualmente aplicadageséilling, apodizagéo, correcao
de linha de base, filtragem do sinal residual deadgcorre¢des das correntes induzidas

(eddy currents).
3.1.Zero-filling

Zero-filling consiste de uma técnica em que se acrescentadgmimio do tempo,
pontos de amplitude zero ao final do FID, a fimndelhorar a resolucdo do espectro,
permitindo a visualizacdo de detalhes e a definicAm precisdo, da posicéo e altura

dos picos.

Assim, uma forma para se aumentar o nimero de pa®daligitalizacdo € adquirir
um espectro com 1024 pontos, por exemplo, e préelochté 2048 pontos com a
técnica dezero-filling. Este espectro ter& a mesma resolucdo do que guiridd com

2048 pontos, embora este possua informacgao queecteszero-filled ndo possui.

Nos casos em que o FID nédo tenha decaido completejree aplicacdo deero-
filling causa uma descontinuidade na amplitude do siralJ®nsformada de Fourier
deste produzira ondulacdes na linha de base datespesultante, conhecidos como

artefatos de truncamento.
3.2.Apodizacao

Para melhorar a razéo sinal-ruido e reduzir o$adne de truncamento, ou melhorar

a resolucao espectral, utiliza-se a técnica deiapg@b. Esta consiste da multiplicacdo
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do FID por uma funcao filtro, que pode aumentar dacair com o tempo. Esta

multiplicacdo numérica do sinal digitalizado no doim do tempo é feita por um filtro

digital, ou seja, é realizada através desoftware.

As fungbes de apodizagdo mais utilizadas clinicaenesio a Lorentziana e a
Gaussiana. Quando € utilizada a funcao filtro geeadcom o tempo, o sinal é
melhorado no inicio da coleta dos dados e o ruisigpéimido no final. Isto melhora a
razdo sinal-ruido, porém aumenta a largura dosgmora a resolugcédo). A apodizacao
também é utilizada para reduzir os artefatos decénmento, ja que a multiplicacédo de

um FID truncado por uma fungao filtro suaviza oaieento do sinal, eliminando as

descontinuidades.
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Figura 3.1: (a) Espectro antes da apodizacao. (bspectro apds a apodizacao (utilizando um
filtro Lorentziano que decai no tempo), no qual foutilizado um valor alto de apodizacéo, 10Hz,
para melhor visualizacéo do efeito. O espectro teseu ruido diminuido quando comparado com o

espectro (a).
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3.3.Correcéo da Linha de Base

A linha de base de um espectro de MR, normalméntglana. Existem, porém,
fatores que a distorcem, causando ondulacdes quesiam uma correta medida da area
do pico. As distor¢cdes podem ocorrer devido a asrasitre o pulso de RF de excitacdo
e o inicio da coleta do sinal ou devido a ndo st do sinal residual da agua (Figura

3.2), ja que as bordas do pico da agua causam cinidena linha de base.

Um meétodo usado para corrigir tais distorcdes ajuste de secdes de linha de base
que estdo entre os picos de uma curva, e aposaisubste ajuste do espectro. As
correcdes de linha de base devem ser feitas clisdatmte a fim de ndo distorcer as

intensidades do sinal.
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Figura 3.2: Em (a), o espectro possui a linha de ba distorcida devido & incompleta supresséo
da agua. Ja em (b), tem-se o espectro com a corregda linha de base [5].

3.4. Filtragem do Sinal Residual da Agua

Embora seja feita a supressdo da agua com a auaicacpulso CHESS, tem-se um
pico residual no espectro. Este sinal residual devesliminado, pois pode distorcer a
linha de base, além de impedir a visualizacdo denal picos de metabdlitos. A
remocao do pico residual da agua é feita porsoitware, através da aplicacdo de um

filtro.
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3.5. Correcao deEddy Currents

Eddy currents, ou correntes de Foucault, € 0 nome dado a cermdétrica induzida
em um condutor quando o fluxo magnético atravétedesia. Em MR, ocorre devido
as variagdes dos gradientes do campo magnéticn iadidzidas nas pecas de metal do
sistema de MR. Se nao corrigidas, estas correrddenp distorcer o sinal, criando

artefatos no espectro.

Para corrigir as distor¢des, utiliza-se um sinakeferéncia, como o sinal da agua
sem supressao, que deve ser obtido sequencialcemt®s sinais dos metabdlitos. O
sinal dos metabodlitos é corrigido, apods, subtramdase do FID da agua sem supressao

da fase do FID dos metabdlitos.

4. Métodos de Quantificacdo dos Sinais de MRS

4.1. Métodos de Andlise

Um ponto importante na quantificacdo dos sinaiMéeé decidir em qual dominio,
da frequéncia ou do tempo, a analise deve serzaeali A vantagem da analise no
dominio da frequéncia € que o processo de quat#a pode ser interpretado
diretamente através de uma inspecdo visual, pocémsulos em tal dominio séo
computacionalmente mais exigentes que no dominiteaipo, pois no primeiro sao
feitas convolugbes e no segundo, multiplicagcdesraOexemplo de fator que favorece
um ou outro dominio € a remog¢&o, no dominio do terde pontos distorcidos no inicio
do sinal, o que ndo afeta a analise no mesmo dojjiique 0s pontos removidos

podem ser recuperados atraves de extrapolacaados.d
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4.1.1. Analise no Dominio da Frequéncia

A quantificacdo no dominio da frequéncia pode sdtafpelo procedimento de
integracdo numeérica, que consiste na integrac&tadila area total debaixo do pico de
ressonancia. Devido a sobreposicdo de ressonaadiassa razdo sinal-ruido (SNR, do
inglésSgnal to Noise Ratio) e as distor¢cdes na linha de base, para calcsilareas dos

picos usam-se funcdes modelos em métodos de apastgritacionais.

O sinal da ressonancia no dominio do tempo (FIB)ciecunstancias experimentais
ideais, corresponde a uma soma de sendides comméeta exponencial. A
transformada de Fourier da origem ao espectro (domndia frequéncia) constituido de
uma soma de linhas Lorentzianas, por isso, estastdidadas como fun¢cées modelo de
ajuste de dados. Por simplicidade, a funcao mdegigv,P) (Equacao 4.1) expressa-se
apenas pela parte real da Lorentziana, na qual, paa dada linha § € a metade da
largura da linhaj; € a amplitudey; € a frequéncia de ressonancia;eé a fase. O
numero total de linhas € m e P denota o vetor dénpetros estimados (frequéncias,

larguras de linhas, intensidade, fases) [1].

m

F_.Wwv,P)=>| - . S-sIn @,
Zl a’+4(v-v) cosg a’+4v-v,)’ ?

i

1 2a.l(v—v.
a? + n? }'(L LF)
(4.1)

Entretanto, na préatica, devido aos artefatos iotzmtbs pelo equipamento e as
inomogeneidades da amostra (como efeitos eddy currents e variacbes de
susceptibilidade, respectivamente), a Transform@elaFourier ira resultar em uma
forma de linha néo ideal. Para contornar este pnod) outras formas de linha tém sido
usadas, das quais a Gaussiana e Voigt (que comeponentes da Lorentziana e da

Gaussiana, Equacao 4.2) sao as mais comuns:
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F,(v.P)=>[w, L (V) +weG, (V) + B(v)],
=1 4.2)
na qual Li e Gi denotam, respectivamente, as fomeaimha Lorentziana e Gaussiana,
W_ e Wg sao os fatores de ponderacao utilizados na cogémndas formas de linha e
B(v) é um polinbmio adicionado para considerar a pebsiontribuicdo da linha de

base.
4.1.2. Analise no Dominio do Tempo

O FID é composto de uma soma de sendides que demgmmnencialmente e, em
MR digital, este sinal é digitalizado em N intengde tempat. O n-ésimo ponto sera,

entdo, digitalizado em:

th=t+nAt n=0,1...,N—1 (4.3)

na qual § € o tempo em que o primeiro ponto é digitalizdgim. notacdo complexa, a
funcdo modelo y, com circunflexo) para o ajuste dos dados medidgssém
circunflexo), para um total de K metabdlitos, éatliés pela Equacédo 4.4, na qaalé a
amplitude,®y é a fase de ordem zero e um fator adicional de dasordem kgy € o
fator de decaimentdy é a fase d&-ésima sendidesk(= 1,...,K) ee, € um termo
(complexo) do ruido branco gaussiano [1].

K
v, =y, +e = Zak exp(i@, )expl(=d, + 127 f,) 1 ]+e .
k=1 (4.4)

Assim como no dominio da frequéncia, ocorrem desg@mmodelo ideal no dominio
temporal. Pode-se, entdo, utilizar uma funcdo nwodékrnativa, dada pela Equacgao

4.5:
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K
Vo = .1"“” + e, = Z(?f( exp( iék)eXp[(_ng” + 12]Tfj'r) T”]+ €,
= (4.5)

na qualgk é o fator de decaimento gaussiano. Pode aindatiBeada a funcdo modelo

de Voigt (Equacéo 4.6), que combina as funcdes lndaeentziana e Gaussiana.

-~

K
«YJ? = v ‘n + (3” = Z(?f( exp(j@k)exp[(_dk - gi‘r'rn + Jrzjrfi ) ‘rn ] + en -
k=1 (46)

4.2.Método LCModel

O LCModel Linear Combination of Model spectra), implementado nsoftware de
mesmo nome, € um meéetodo no dominio da frequén@aagalisa espectros através de
uma combinacdo linear de uma base de modelos dectesp completos dos
metabolitos. Esta base de espectros pode ser @bpdetir de medidas de MRBVvitro

de metabdlitos isolados, ou pode ser simuladaésrdesoftwares.

A utilizagcdo de espectros completos, ao invés éaagpressonancias unicas, se deve
ao fato de que os metabdlitos geram mdltiplas réssnas no espectro. Outro detalhe
importante € que todos os metabdlitos presentegspectro devem também estar

incluidos na base, a fim de evitar erros na analise
4.3.Método AMARES

O AMARES (Advanced Method for Accurate, Robust and Efficient Spectral fitting of
MRS data), implementado nasoftware jMRUI, € um método de quantificacdo no
dominio do tempo. Neste método, o usuario fornefmemacodes ja conhecidas sobre as
ressonancias para quantificar o espectro, e o métpdta os dados experimentajig (

por uma funcdo modelo (y com circunflexo), cujaagio é dada por:
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K
y, =y +e, = Zak exp(ig, Jexplj(=d,(1=g, + g1, ), )+12w f 1, |+e,
k=l 4.7)

A guantificacdo permite determinar os valores dalande (a), decaimento (d),
frequéncia (f) e fasel(). Diferentemente da Equacéo 4.6, esta funcao peescolher
entre uma forma de linha Lorentziammp € 0) ou Gaussianay=1) para cada pico do

espectro.

5. Estudo sobre distonias

As distonias sdo disturbios caracterizados porragdés musculares involuntérias,
produzindo movimentos lentos e repetitivos ou pastianormais [8]. Sua direcdo é

constante, e os grupos musculares envolvidos sApreedos mesmos em dado paciente

[9].

Existem varias formas diferentes de distonias, pddefetar apenas um muasculo,
um grupo de musculos ou o corpo todo. Assim, posentlassificadas de acordo com
a localizacdo de sua ocorréncia em focal, segmegemeralizada, multifocal e
hemidistonia. As distonias focais atingem uma egjditada do corpo como olhos,
mandibula ou pescoc¢o. J& nas distonias segmentargs grupos musculares vizinhos
sao atingidos. As distonias generalizadas sdo as raes e envolvem as pernas,
troncos e outra parte do corpo. As hemidistoniemg@mn membros de um mesmo lado
do corpo. E, por fim, a distonia multifocal ocomaando duas ou mais partes nao
vizinhas do corpo séo afetadas [10]. A incidéneia distonias é estimada em 24 casos

por milhdo de habitantes por ano para as distdioieais e 2 casos por milhdo de
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habitantes por ano para as distonias generalizBRéaslo a dificuldade de diagndéstico,

a real incidéncia desta doenca € provavelmenteoraupierior [11].

Estudos tém mostrado que 0os movimentos anormadoeaca sdo resultantes de
disfuncdo nos ganglios basais. As alteracdes podensistir em anomalias no
processamento de neurotransmissores pelo cérelwralééracdes no processamento de
informacé&o e geracdo de comandos de movimentocpeédro [8]. Outros estudos tém
ainda demonstrado de forma consistente envolvimdmterebelo, das vias cerebelares

e do tAlamo em pacientes com distonia [12].

A doenca pode ser hereditaria ou causada por $atoreo, por exemplo, problemas
ao nascimento, trauma fisico, infeccdo, intoxica@@ metais pesados), reacdo a
medicamentos e acidente vascular cerebral. As pamenanifestacbes da doenca
podem ser imperceptiveis, aparecendo apenas emasgacdes do dia como escrever,
andar ou falar. Com o passar do tempo, as consapdsculares passam a ser mais
frequentes e intensas, ocorrendo até mesmo dusargpouso, com possiveis dores
musculares [8]. Nao existe cura para a distoniay, medicamentos que a previnam ou
que retardem a sua evolucdo. Mas existem tratasgui® aliviam os sintomas, como
relaxantes musculares que reduzem a intensidadeodérmcdes, assim como a toxina
botulinica injetada no musculo para tratamentolldtara alguns tipos de distonias ha a

possibilidade de cirurgia [10].

A técnica de MRS pode ser utilizada na avaliacapat@entes com distonia, pois
permite a quantificagdo ndo invasiva vivo de alguns compostos quimicos de
importancia bioldgica [13]. O NAA é um marcadoraknsidade neuronal, pois tem sua
concentracdo diminuida proporcionalmente com o deellar, indicando perda

neuronal. A colina participa do metabolismo das imamas, assim mudangas na
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intensidade do pico de ressonancia da Cho respiteacipalmente de uma elevacao das
concentracdes de fosfolipidios de membrana liberadoa 0 meio extracelular durante

a destruicdo da mielina. Portanto, a intensidadeicmde ressonancia da Cho aumenta
na presenca de lesdes desmielinizantes. A concéotde creatina total é relativamente
constante no tecido cerebral na maioria dos casasmo é um indicador do estado

energético, serve de indicativo da presenca de resncerebrais. Assim, alteracdes

metabdlicas em pacientes com distonias utilizand®SMpodem auxiliar no

entendimento dos mecanismos metabdlicos deste geidoencas.

6. Métodos

= 7

E importante ressaltar, primeiramente, que a an@s espectrom vivo deste

estudo foi aprovada pelo Comité de Etica da UNICAMP

Para o trabalho, foram utilizados os dados de 2@pis com distonias, com idades
entre 31 e 85 anos, sendo 17 deles mulheres e énsom 20 individuos controles com
idades entre 23 e 68 anos, sendo 14 deles mukb&é&omens. A média das idades dos
pacientes é (62,0 + 13,5) anos. Os controles possu@édia de idade de (50,2 £ 11,8)

anaos.

Os espectros foram quantificados utilizando o n@#tddMARES, através do
software jMRUI. Foram aplicados a eles os métodos de ppégmasamento de correcdo

de linha de base e apodizac¢éao utilizando uma Loesrd com frequéncia de 2Hz.

O software j]MRUI, apds a quantificacdo do sinal de um dadmeeso, fornece os
valores da amplitude e do desvio padrdo da amplitiad FIDs correspondentes a cada

pico de ressonancia dos metabdlitos analisadosp cgmnesentado no exemplo da
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Figura 6.1. Neste trabalho os metabdlitos analsads quantificagbes foram o N-
Acetil-Aspartato, a Creatina (Cre e Cre2) e a @oli@s valores resultantes para os
metabolitos que apresentaram razao entre o deadid@@ e a amplitude maior do que

0,3 foram desconsiderados, pois possuiam uma te#a sinal-ruido?.
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Figura 6.1: Exemplo de resultado da quantificacdo & um espectro fornecido pelsoftware jMRUI.

A andlise estatistica dos dados foi feita utilizandn teste de hipoteses. Este teste
parte do principio de existéncia da hipétese NI, (Que se julga ser verdadeira, e da
hipotese Alternativa (b, aceita se a primeira hipotese for rejeitada.eSultado do
teste diz se a segunda hipétese pode ser acesta ayprimeira hipétese ndo deve ser
descartada. Para uma hipotese Nula ser aceitaisgiae definir o seu nivel de
significancia. Para saber quando a hipétese Nuwla de nao ser rejeitada calcula-se o
valor-p, que € comparado com o nivel de signifi@re o valor-p for menor do que o
nivel de significAncia, entdo se tem um resultadaificante. Quanto menor for o

valor-p, maior a probabilidade de a hipdtese netaejeitada [17].

2 A razdo sinal-ruido pode ser estimada dividindeator da amplitude pelo respectivo desvio
padrdo; portanto um desvio padréo relativo (desvio padrdo/amplitude) de 0,3 corresponde a
uma SNR (amplitude/desvio padréo) de 3,333. Edter @2 SNR esta de acordo com o critério de
Rose [3], pelo qual é necessaria uma SNR com ealse 3 e 5 para a correta deteccdo do objeto,
(neste caso, pico de ressonancia) desejado.



O teste de hipodteses utilizado foi o teste t. Estgtilizado quando os dados séo
provenientes de duas amostras de observacdes mudgpes. A hipétese Nula deste
teste diz que as duas amostras possuem meédias, iguaeja, sdo da mesma populacao
[17]. O nivel de significancia utilizado foi de 6,0de forma que valores-p maiores do
que 0,05 indicam que ndo ha diferencas nas coacées relativas dos metabdlitos
analisados entre os grupos controle e pacienta.d®aer os valores-p deste trabalho foi
utilizado osoftware Systatl3. E, assim, foi calculado o valor-p paa@ncentracdes

relativas dos metabdlitos obtidas atraves da diagéo dos sinais.

7. Resultados e discussao

O software Systatl3 foi utilizado para o calculo do valor-psdconcentracdes
absolutas dos metabdlitos e das concentracdes/aslao NAA. E importante notar o
fato de que em analises de dados de NHR@vo geralmente usam-se concentracdes
relativas e ndo absolutas. Isso se refere a inijpbdade de obter valores acurados para
o fator de ganho do aparelho utilizado em cadasagig [2]. Para um grande numero
de neuropatologias, a creatina total tende a nattesar, sendo, portanto, o metabolito
mais usado como referéncia para calculo das caacéets relativas. Neste trabalho,
como néo sabiamos se esse seria 0 caso, foi cealimaialmente um teste-t utilizando
as concentracdes absolutas, para ver se havi@mljgs entre as populacdes para o
NAA, Cre e Cho (Tabela 7.1). Embora os valores-p & mostrassem significantes
para nenhum dos casos (todos resultaram maiore,§5¢ o valor-p para a Cre
mostrou uma tendéncia a ser significante (p = Q,0%6 o valor-p para o NAA ficou

préoximo de 1 (Tabela 7.1), pelo que utilizou-sedeneste metabdlito como referéncia.
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Os valores-p obtidos estdo apresentados na T@lkel&®s valores destacados em
azul correspondem aos valores-p maiores do que {§06 destaque em vermelho

corresponde ao valor-p menor do que 0,05.

Valor-  Valor Médio  Valor Médio
p Controles Pacientes
NAA 0,801 0,9530+0,0001 0,9590 +0,0001
Cre 0,056 0,0006 + 0,00020,0007 + 0,0003
Cho 0,110 0,0004 + 0,00010,0005 + 0,0001
Cre2 0,081 0,0005 + 0,00020,0006 + 0,0002
Cre /NAA 0,048 0,8405 +0,16720,9900 + 0,2597
Cho/NAA 0,361 0,7012+0,17870,7813 +0,2770
Cre2 /NAA 0,328 0,7533 +0,36070,8637 + 0,2789

Tabela 7.1: Comparagéo estatistica entre as concem¢des absolutas e relativas (ao NAA), além de
seus valores médios obtidos para controles e padies.

Variavel

Observa-se uma diferenca significante entre osogrdp pacientes e controles para a
razao Cre/NAA (p = 0,048). Como o valor-p encortrpdra esta razdo é menor do que
0,05, a Hipdtese Nula, que diz que as médias s#msigdeve ser rejeitada. Portanto,
tem-se, com 95% de confianca, que as médias da €z@NAA dos grupos controle e
de pacientes ndo sao iguais. Para as outras viarid&e foram verificadas diferencas

significantes.

Este resultado indica que ha uma provavel varia@areatina no cerebelo de
pacientes com distonia em relagdo aos individusdrales. Embora a creatina, na
maioria dos casos, se mantenha constante no teer@bral, em algumas patologias
pode haver alteracdes em sua concentracdo. Algstusios citam a variagdo da
creatina, havendo uma diminui¢do do seu nivel aeescde tumores [6] e AVC [6, 15],
sendo que neste Ultimo caso, a alteracdo do nveldeditina esta associada as condi¢cdes

anaeroébicas do tecido cerebral. J& um aumentoved ce creatina acontece nos casos
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de distrofia miotdnicasendo este aumento associado ao acréscimo do dorgéal,
ou seja, de células do Sistema Nervoso Centrabnsgpeis pela sustentacdo e por

funcdes metabdlicas dos neurdnios [6, 14].

Como a fosfocreatina atua como reservatorio pgeracdo de ATP, a creatina serve
de indicagdo para o estado energético [6]. Asssralteracdes apresentadas por este
metabdlito nos pacientes com distonias comparadoiratividuos controles indicam

qgue ocorrem alteracdes no cerebelo relacionadaaoetabolismo energeético.

Este resultado vem ao encontro de estudos recgum¢esugerem o envolvimento do
cerebelo na causa da distonia. Na distonia prilméstudos de imagem mostraram
ativacdo cerebelar anormal durante tarefas sensoraéso [16]. Para obter mais
informacfOes sobre as distonias, novos estudos doaisi do cerebelo devem ser

realizados.

8. Conclusao

Este trabalho permitiu a avaliacdo dos metabolitoscerebelo de pacientes com
distonia utilizando'H-MRS in vivo. A partir dos principios fisicos da ressonancia
magnética, pode-se obter um espectro com o0 quat sapaz de identificar os
metabdlitos presentes no cérebro humano. Os métabahalisados nas quantificagdes,
utilizando o método AMARES foram o NAA, a Cre e RoCA analise estatistica, feita
por meio do teste-t, mostrou um resultado sigmtiegpara a razdo Cre/NAA (p =
0,048). Este resultado indica que hd uma variacéie e creatina no cerebelo dos
pacientes com distonias em relacdo aos individumdrales. Ja para 0s outros

metabdlitos ndo foram obtidos resultados signifiesin

27



A variacao da creatina nos pacientes com dist@téaassociada a provavel alteragédo
do estado energético do cerebelo dos mesmos, poimtina total esta relacionada com
o metabolismo e estado bioenergético do SNC. Est@tado esta de acordo com o0s
recentes estudos sobre o envolvimento de atividasesmais do cerebelo como
possiveis causadoras das distonias. Novos estudmerdm fornecer mais

conhecimentos a respeito do cerebelo e de seuvemenito nas distonias.
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Minha orientadora concorda com o expressado netatoro e deu a seguinte

opinido:

“A aluna fez um bom trabalho. Os resultados eneolos neste ja foram publicados

como resumos em dois eventos internacionais.”
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