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Resumo

As variagoes metabodlicas que ocorrem no cérebro subjacentes a ativacao neuronal
ainda estao longe de ser bem compreendidas e, portanto, constituem objeto de estudo de
grande interesse por parte da comunidade cientifica da area. Uma forma de estudar estas
variagoes é por meio da técnica de espectroscopia funcional por ressonancia magnética
(functional Magnetic Resonance Spectroscopy — fMRS), na qual espectros de uma dada
regiao cerebral sao coletados de forma dinamica, enquanto o individuo é sujeito a algum
estimulo sensorial ou tarefa cognitiva. Em particular, o N-acetil-aspartato (NAA) é o
metabdlito que gera o principal pico encontrado em espectros cerebrais de espectroscopia
por ressonancia magnética utilizando o nicleo do hidrogénio. Na verdade, este pico provém
do préprio NAA (90%) e também de um derivado deste, o N-acetil-aspartil-glutamato
(NAAG). Em experimentos de fMRS realizados por nosso grupo, foi encontrada variacao
de NAA e NAAG no cértex visual de individuos normais, quando estes sao sujeitos a
apresentacao de um estimulo visual. Porém, as variagoes do sinal de MRS do NAA em
experimentos de fMRS sao um assunto controverso na literatura da area, pois ha trabalhos
que apontam para sua variagao com o estimulo e outros que dizem que nao ha variagoes.
Além disso, os trabalhos existentes na literatura mediram a variagao conjunta de NAA
e NAAG. Dessa forma, para elucidar o que acontece com estes metabdlitos durante a
ativagao cerebral seria interessante medi-los separadamente. O objetivo principal deste
trabalho foi, portanto, realizar experimentos de fMRS nos quais estes metabdlitos pudessem
ser medidos de forma independente, através da implementacao da sequéncia de pulsos
MEGA-PRESS, que separa as contribuicoes do NAA e NAAG ja no momento da medida.
Os experimentos foram realizados em sujeitos sauddveis durante estimulacao visual. Foram
realizados varios testes para se padronizar o pré-processamento e duas metodologias foram
utilizadas. Diversas quantificagoes foram feitas e como resultado foram encontradas variagoes
de NAA (diminui¢ao) e NAAG (aumento) durante o estimulo. Os resultados concordam com
os apresentados em dois dos trés trabalhos similares encontrados na literatura, e também
com os resultados anteriores de nosso grupo. A diminuicao de NAA pode ser explicada
através da hipotese de que ele funcione como uma bomba de dgua molecular, enquanto que
a producao de NAAG concorda com o fato de que este metabdlito é um neuropeptideo que é
liberado nas sinapses e atua como modulador para a liberacao de certos neurotransmissores,
e também concorda com modelos para o metabolismo energético que apontam para este

metabdlito como relacionado a resposta hiperémica vascular que origina o sinal BOLD.
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Abstract

Metabolic changes that occur in the brain underlying neuronal activation are still far
form being understood and, therefore, are a subject matter of great interest for the scientific
community of this research field. One way to study these variations is through the technique
of functional Magnetic Resonance Spectroscopy (fMRS), in which spectra from a given brain
region are collected dynamically, while the volunteer is subject to some sensory stimulus or
cognitive task. In particular, N-acetyl-aspartate (NAA) is the metabolite that generates
the main peak found the MR spectra of the brain using the hydrogen nucleus. Indeed,
this peak originates from NAA itself (90 %) and also from a derivative thereof, N-acetyl-
aspartyl-glutamate (NAAG). In fMRS experiments performed by our group, NAA and
NAAG changes were found in the visual cortex of normal individuals when they are subject
to a visual stimulus. However, the MRS signal variations of NAA in MRS experiments are a
controversial subject in the literature, since there are studies that point to its variation with
the stimulus and others that show that there is no variation. In addition, the existing works
measured the joint NAA and NAAG variation. Thus, to elucidate what happens to these
metabolites during brain activation it would be interesting to measure them separately. The
main objective of this study was, therefore, to perform fMRS experiments in which these
metabolites could be measured independently by implementing the MEGA-PRESS pulse
sequence, which separates the NAA and NAAG contributions at the time of measurement.
The experiments were performed in healthy subjects during visual stimulation. Several
tests were performed to standardize the preprocessing and two methods were used. Several
quantifications were made and as result NAA and NAAG variations (decrease and increase,
respectively) were found during the stimulus. The results agree with those presented in
two out of three similar studies found in the literature, and also with the previous results
from our group. The NAA decrease may be explained through the hypothesis that it works
as a molecular water pump, whereas the NAAG production agrees with the fact that this
metabolite is a neuropeptide that is released at the synapses and acts as a modulator for
the release of certain neurotransmitters, and also agrees with models for energy metabolism
that point to this metabolite as related to the vascular hyperemic response that originates
the BOLD signal.
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Introducao

As variagoes metabdlicas que ocorrem no cérebro subjacentes a ativacao neuronal
ainda estao longe de ser bem compreendidas e quantificadas, portanto, constituem objeto
de estudo de grande interesse por parte da comunidade cientifica da area. Uma forma de
estudar estas variacoes é por meio da técnica de espectroscopia funcional por ressonancia
magnética (MRS, do inglés functional Magnetic Resonance Spectroscopy), na qual espectros
de uma dada regiao cerebral sao coletados de forma dinamica, enquanto o individuo ¢ sujeito
a algum estimulo sensorial ou tarefa cognitiva. A espectroscopia por ressonancia magnética
(MRS, de Magnetic Resonance Spectroscopy) utilizando o niicleo do hidrogénio é uma técnica
nao-invasiva, que nao utiliza radiacao ionizante e que permite avaliar alguns metabdlitos
cerebrais especificos, como o N-acetil-aspartato (NAA), a creatina , a fosfocreatina , o grupo
colina, o glutamato (Glu), a glutamina (Gln), e o lactato, entre outros [1]. Estes metabdlitos
possuem diferentes papéis, ainda nao muito bem estabelecidos, dentro do metabolismo
cerebral.

O NAA, em particular, é o metabdlito que esta presente em maior concentragao no
sistema nervoso central (SNC) [2] e que gera o principal pico encontrado em espectros de

hidrogénio cerebrais (Figura 1.1). Na verdade, este pico provém do préprio NAA (90%) e
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Figura 1.1.: Adaptada de [1]. Espectro de hidrogénio com o pico de NAA+NAAG mais proeminente
marcado em vermelho.

também de um derivado deste, o N-acetil-aspartil-glutamato (NAAG). A fungao precisa do
NAA ainda nao é conhecida, mas em neurologia clinica usando MRS tem sido aceito que o
NAA é um marcador neuronal. Estudos clinicos em pacientes com epilepsia, Alzheimer, e
outras condicoes bem estabelecidas que levam a morte ou disfuncao neuronal, mostraram
um decréscimo no sinal de MRS do NAA [3, 4]. De fato, foi mostrado que o sinal do NAA
varia com o tempo em paralelo ao estado clinico, demonstrado em pacientes com epilepsia
que foram sujeitos ao tratamento ciriurgico para controlar as crises. Os pacientes que se
tornaram livres das crises apos a cirurgia mostraram uma melhora no seu sinal de MRS do
NAA, e os que continuaram a ter crises permaneceram com um sinal de NAA baixo [5].
O pico mais proeminente em espectros de hidrogénio cerebrais esta localizado em
~2ppm com contribui¢des na proporgao de aproximadamente 5-10:1 (NAA:NAAG) [6].
O NAA esta associado a integridade neuronal [2] e o NAAG tem sido apontado como
responsavel pela resposta hiperémica vascular que origina o sinal BOLD [7]. Medidas de
NAA e NAAG separadas utilizando MRS sao dificeis devido a grande superposicao de seus
espectros, porém métodos de pré-processamento tais como o LCModel [8] tém sido usados
com esta finalidade [6, 9, 10]. Utilizando este método nosso grupo encontrou anteriormente
resultados interessantes para a variacao dos dois metabdlitos: o NAA teve uma queda de
20% associada ao estimulo visual, acompanhado de um aumento de 200% no NAAG, de
modo que a soma dos dois metabdlitos permaneceu aproximadamente constante durante
o experimento [11]. Pouquissimos trabalhos na literatura reportaram resultados similares

[12, 13, 14], provavelmente devido a dificuldade inerente em separar as contribui¢oes desses
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compostos em um espectro de MRS. Recentemente, Edden e colaboradores usaram uma
sequéncia de pulsos MEGA-PRESS para medir separadamente as contribuicoes destes
metabdlitos em um experimento de MRS “estatico” [15]. Devido aos resultados que o
grupo obteve [11], buscou-se através deste projeto estudar as variagoes de NAA e NAAG
separadamente, utilizando a sequéncia de pulsos MEGA-PRESS para edicao de espectros,
para confirmar ou refutar os mesmos.

Esta dissertacao esta estruturada da seguinte maneira. No Capitulo 2 é feita uma
revisao dos processos fisicos por tras do fenomeno de ressonancia magnética nuclear, bem
como das sequéncias de pulsos PRESS e MEGA-PRESS e dos metabdlitos NAA e NAAG;
também serao abordados os resultados obtidos anteriormente na literatura. O Capitulo 3
possui a descrigao do experimento feito neste trabalho. O Capitulo 4 apresenta os resultados
do projeto, o Capitulo 5 as discussoes destes resultados e o Capitulo 6 mostra as conclusoes

e perspectivas futuras do trabalho.
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2.1. Ressonancia Magnética Nuclear

2.1.1. Paramagnetismo nuclear

O spin nuclear é o conceito base por tras do fendomeno de ressonancia magnética
nuclear (do inglés, Nuclear Magnetic Resonance — NMR), responsével pelo funcionamento

de um tipico aparelho de ressonancia magnética. Na auséncia de qualquer campo magnético

Figura 2.1.: Adaptada de [16]. Na auséncia de campo magnético externo os spins nucleares
orientam-se randomicamente, como estd representado nas duas formas mostradas
aqui.
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Figura 2.2.: Adaptada de [17]. Campos microscépicos.

externo, a temperatura ambiente, os spins nucleares de uma amostra ficam orientados
aleatoriamente, como mostra a Figura 2.1. Quando um nicleo atomico fica sujeito a um
campo magnético externo constante e homogéneo, o momento de dipolo magnético do
nucleo comeca a precessionar ao redor do campo com uma frequéncia dada pela equagao de

Larmor

wo = vBo (2.1)

onde v é a razao giromagnética do nicleo, que varia para cada elemento, podendo ser
positiva ou negativa dependendo se o momento magnético esta na dire¢do do spin (como
acontece para a maioria dos nicleos atomicos) ou se estd no sentido contrario (para elétrons
e alguns ntcleos), respectivamente. No caso do hidrogénio, que é o ntcleo de interesse
neste trabalho, o valor dessa constante é 268 x 10® rad s~ 771 E importante notar que
a frequéncia de precessao (conhecida como frequéncia de Larmor) além de variar de nucleo
para nicleo, depende também do valor do campo magnético externo!.

Quando uma amostra é submetida a um campo magnético externo os spins de todos
os nucleos comegam a precessionar com a frequéncia especifica dada pela equagao (2.1),
e possuem, a principio, uma distribuicao de polarizacao isotrépica®. Contudo, devido
ao ambiente em que se encontram, ou seja, aos nucleos vizinhos, o campo magnético
que determinado ntcleo sente serd a soma do campo externo e constante, By, com um
pequenissimo campo, variante no tempo e com qualquer possivel direcao no espago, devido
a esses nucleos vizinhos. Entao, em um dado momento o campo magnético sentido por
qualquer spin nuclear é ligeiramente diferente de seu vizinho, tanto em magnitude quanto

diregao (Figura 2.2).

1Como o campo que foi usado neste estudo é de 3T, a frequéncia de precessdo do hidrogénio para esse
campo é de 128 MHz.

2Isso significa também que o angulo formado entre dois spins quaisquer ndo muda, caso os spins nio
interajam com os vizinhos, como estd mostrado em [16].



Capitulo 2. Referencial Tedrico 2.1. Ressonancia Magnética Nuclear
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Figura 2.3.: Adaptada de [17]. Possiveis orientagoes do momento magnético de spin de um ntcleo
devido ao ambiente térmico em que se encontra.

Apesar dessa variacio ser extremamente pequena®, ela é importante porque a longo
prazo permite que a isotropia da polarizacao do spin nuclear seja quebrada e contribua
para o surgimento de uma magnetizacao. Essa pequena flutuacao do campo magnético
local devido ao ambiente térmico causa uma variacao angular gradual no cone de precessao
do spin nuclear. Isso significa que a cada momento determinado spin precessionara em
um cone ligeiramente diferente do anterior; em outras palavras, significa que o angulo
entre o momento magnético de spin do nicleo e o campo magnético sentido por ele varia
ligeiramente, podendo eventualmente cobrir uma série de orientagoes, como mostra a Figura
2.3.

O periodo de precessao de um spin nuclear (dado pelo inverso da frequéncia de Larmor)
¢ da ordem de nanossegundos, enquanto que o tempo entre mudancas do cone de precessao
¢é frequentemente da ordem de segundos. Isso significa que tipicamente o spin precessiona
milhoes de vezes antes de variar consideravelmente seu cone de angulo constante [17].

Além disso, esta variacao angular entre o momento magnético de spin e o campo
externo nao é isotrépica, pois como o ambiente possui temperatura finita a probabilidade
de o spin se orientar em uma diregdo com energia menor (i.e., paralela ao campo) é maior

do que no caso contrario, como vemos por

onde U ¢ a energia potencial adquirida pelo nicleo devido ao campo Bg e g é 0 momento
magnético de spin, que no caso do hidrogénio é no mesmo sentido de seu spin.

Essa tendéncia dos momentos magnéticos se orientarem paralelamente ao campo cria
uma distribui¢ao anisotrépica estavel, chamada de equilibrio térmico [17], que embora seja
estavel, nao é estatica microscopicamente, como é facil perceber. Consequentemente, devido

a variacao no cone de precessao e a tendéncia dos spins de se alinharem com o campo

3Para prétons em uma amostra de dgua em um campo de 11,4T, o campo magnético local no ntcleo varia
sua dire¢do em apenas cerca de 10~% graus [17].
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magnético externo, surge uma magnetizagao ao longo do campo (chamada de magnetiza¢cdo

longitudinal), fendmeno conhecido também como paramagnetismo nuclear.

2.1.2. Pulso de radiofrequéncia

A magnetizacao longitudinal é quase indetectavel e cerca de quatro vezes menor
em magnitude que o diamagnetismo da amostra devido aos elétrons [17]. Entao, para
extrair alguma informacgao da amostra é necessério fazer algo mais, e ao invés de medir a
magnetizagao longitudinal mede-se a magnetizagao transversal.

Conforme foi dito antes, quando a amostra é posta em um campo magnético constante
todos os spins comecam a precessionar com a mesma frequéncia wg. Alguns spins ja
estao alinhados ao campo externo tanto paralelamente quanto antiparalelamente, porém
a maioria possui angulos intermediarios e devido ao movimento de variagao do cone pelo
qual precessionam e a tendéncia de se alinharem na diregao de menor energia, surge a
magnetizacao longitudinal. Transversalmente, porém, nao ha magnetizagao, pois como a
distribuigao no equilibrio térmico é simétrica ao redor do eixo z (eixo posicionado na diregao
do campo By), os momentos magnéticos de spin em qualquer outra diregao se cancelam

mutuamente, restando magnetizacao somente ao longo deste eixo.

Figura 2.4.: Adaptada de [1]. Magnetizagao longitudinal sujeita ao pulso de radiofrequéncia vista
no referencial do laboratério.

Caso um novo campo magnético seja aplicado sobre a amostra, os spins evidentemente
passarao a precessionar também ao redor deste novo campo. O movimento de precessao
total fica, contudo, um pouco mais complicado de se visualizar no referencial do laboratério,
sendo mais conveniente trabalhar em um sistema girante no qual os spins que precessionam

ao redor de By estao estaciondrios*. Dessa forma, quando aplica-se o segundo campo, que

4Um tratamento mais detalhado sobre sistemas girantes pode ser encontrado no Capitulo 3 de [18].
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Figura 2.5.: Adaptada de [16]. Momentos magnéticos e magnetizacao longitudinal (seta mais
grossa acima), vista no sistema girante, antes do pulso de radiofrequéncia (esquerda)
e durante o pulso (direita).

na realidade é um pulso eletromagnético polarizado circularmente® no plano transversal
com uma determinada frequéncia na faixa das ondas de radio (chamado de pulso de
radiofrequéncia), os momentos magnéticos de spin, vistos no sistema girante, precessionarao
ao redor do novo campo aplicado. Como cada spin precessionarda da mesma maneira ao
redor deste novo campo, a magnetizacao longitudinal também acompanhara esta mudanca.
Assim, é dito que a magnetizagao é rotacionada de certo angulo em direcao ao plano
transversal (plano z-y). A magnetizacao é rotacionada de modo mais eficaz em dire¢ao
ao plano transversal se a frequéncia do pulso de RF for igual a frequéncia de precessao
do nucleo wy, e é efetivamente tombada para este plano se o pulso de RF tiver duragao
suficiente para causar uma rotagao de /2 na magnetizacao. No caso em que o pulso de RF
possui esta mesma frequéncia wg, o segundo campo, denominado By, fica estacionario no
sistema girante. Pode-se visualizar como a magnetizacao vai para o plano transversal no
sistema do laboratorio e girante pelas Figuras 2.4 e 2.5, respectivamente.

Como o pulso de RF tem uma duragao finita, certo tempo apds sua cessacao a magne-
tizagao transversal desaparecera e a longitudinal reaparecera no eixo z. Esses fenomenos
sao conhecidos como relazagao transversal e relaracao longitudinal, respectivamente. O

fenomeno de relaxagao sera tratado novamente na Segao 2.1.4.

50 pulso deve ser polarizado circularmente para que sua amplitude no sistema girante seja total, i.e., para
que possa ser utilizada integralmente para tombar a magnetizacao longitudinal. No caso de um pulso
polarizado linearmente, por exemplo, a média do campo no sistema girante vale metade da amplitude
do campo no sistema do laboratorio, ou seja, somente metade da amplitude no sistema girante estaria
disponivel para tombar a magnetizacao [18].
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2.1.3. Tratamento classico

Apesar de o spin ser uma grandeza quantica sem analogia cléssica e ser o fundamento do
fenomeno de NMR, pode-se tratar todos os eventos em um experimento de MR classicamente
sem perda de informacao, pois além da descricao classica concordar extremamente bem
com a descrigao quantica, o sinal adquirido no aparelho de ressonancia tem sua origem no
eletromagnetismo classico, nao sendo necessario, pelo menos em principio, sua quantizacao.
E sabido da mecénica cldssica que um corpo que precessiona possui momento angular dado

por

L=rxp, (2.3)
cujo vetor pode ser variado se for aplicado um torque T dado por

dp dL
T=rxF=rx—=—. 2.4
dt dt (24)
Como o corpo que aqui precessiona possui carga, ele terd também um momento

magnético p que é definido por

p=1An (2.5)

onde I é a corrente, A é a area delimitada pelo caminho percorrido pela corrente e i é um
vetor unitario perpendicular ao plano da area. Para um corpo com carga e rotacionando ao

redor de um ponto fixo a uma distancia r, com velocidade v, 0 momento magnético fica

H = %ﬂ'?gﬁ. (26)

Usando que L = mur é possivel escrever p como®

e
= —L =1L 2.
H 2m 7 (2.7)

onde 7 é a razao giromagnética que apareceu na equacao (2.2). A equacao 2.7 mostra
que o momento magnético aponta na mesma direcao do momento angular, com o sentido

dependendo do sinal de ~.

6Este resultado cldssico concorda com o andlogo quantico, mas somente para o movimento orbital. Para o
spin do elétron, porém, a propor¢ao de pu para L é duas vezes maior do que o movimento orbital, ou
seja, p = eL/m [19].

10
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Da eletrodinamica classica sabe-se que quando um objeto que possui um momento

magnético p é posto em um campo magnético By ele sofre um torque dado por
Combinando as equagoes (2.4), (2.7) e (2.8) obtem-se a equac¢ao do movimento para p

d
d—’: — v % Bo. (2.9)

No caso macroscépico, que é o que ocorre na pratica, pode-se trocar o momento
magnético p de todas as equagoes pela magnetizacao total M, desde que sejam adicionados
a equacao de movimento termos para levar em conta os processos de relaxacao.

A dinamica das trés componentes da magnetizacao M ¢é descrita através das equagoes
de Bloch [18, 20]

e (08 - 2.(1)By,) - YD, (2.10)
Bl — 0B~ o) - 10 2.1)
O =ML By — M0 - MO0, 2.12)

onde M, é a magnetizacao longitudinal inicial, antes do pulso de radiofrequéncia By e T} e
T, sao constantes de tempo associadas aos processos de relaxacao longitudinal e transversal,

respectivamente.

2.1.4. O processo de relaxacao

Apés o pulso de RF, a magnetizacao pode adquirir uma componente transversal®.
Quando o pulso ¢ desligado, todos os spins (e consequentemente a magnetizacao transversal)
continuam precessionando no plano z-y ao redor do eixo z, como indica a Figura 2.6. Comeca,
entao, o processo de relaxacao. A frequéncia de precessao da magnetizacao transversal é a

mesma dos spins individuais, i.e., a frequéncia de Larmor, dada pela equagao (2.1).

"Quando considera-se as inomogeneidades de campo utiliza-se o tempo de relaxacio Ty, ao invés de T5.
8Dependendo do tempo em que este pulso permanece ligado

11
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Figura 2.6.: Adaptada de [17]. Precessao da magnetizacao transversal (seta em cinza claro) no
plano z-y.

Figura 2.7.: Adaptada de [1]. Magnetizagdo M durante a relaxagao.

As componentes da magnetizacao, durante a relaxacao, tém a forma descrita pela

solucdo das equagoes de Bloch, dadas por [18]

t

M, (t) = e ™2 [M,(0) coswot + M, (0) sin wyt], (2.13)
M,(t) = e T [—M,(0) sinwgt + M, (0) coswot], (2.14)
M, (t) = M.(0)e T + Mp[l — e 7], (2.15)

onde t = 0 é o tempo no qual o pulso de RF é desligado. Quando ¢ — oo:

M, (00) = My(00) =0, M,(c0) = M,. (2.16)

A Figura 2.7 mostra a trajetoria da magnetizacao M durante o processo de relaxagao.
Apés a cessagao do pulso de RF, como nao ha mais nenhum campo no plano transversal,
a magnetizagao neste plano comecara a desaparecer, pois os spins individuais sentem campos
locais diferentes devido ao ambiente térmico em que se encontram, conforme foi descrito
na Secao 2.1.2, e por causa disto comecam a precessionar com frequéncias ligeiramente
diferentes. Isso faz com que haja uma defasagem entre eles, diminuindo a magnetizagao

transversal até ela desaparecer. Conforme perdem a fase no plano z-y os spins sentem

12
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também o campo By, portanto passam a se realinhar de acordo com sua distribuicao inicial,
i.e., antes do campo By ser aplicado. Com isso a magnetizagao longitudinal retorna também
ao seu valor inicial My. Porém, a relaxacao transversal é normalmente bem mais rdapida

que a longitudinal, como pode ser visto através da Figura 2.7.

2.1.5. O sinal de NMR

Embora a magnitude da magnetizacao transversal apds o pulso de RF seja pequena

ela é detectavel, pois oscila em uma frequéncia muito bem definida.

¥ MMR Signal

x Transverse magnetization

Figura 2.8.: Adaptada de [17]. Indugao de um sinal de NMR.

Devido a precessao da magnetizacao (e de acordo com a Lei de Faraday) surge um
campo elétrico no espacgo, que na presenca de um condutor acelera as cargas livres deste
ultimo gerando uma corrente elétrica induzida. Essa corrente induzida é oscilante e decai
com o tempo, pois é criada de acordo com o comportamento da magnetizagao transversal
(que é o mesmo), e é chamada de Free Induction Decay (FID). O processo de indugao pode
ser visto na Figura 2.8.

Obtem-se espectros em ressonancia magnética fazendo uma transformada de Fourier
no sinal adquirido (FID). Dessa maneira é mais facil de retirar informagoes dos dados, uma
vez que a concentracao dos metabodlitos é proporcional a area sob o pico correspondente
[21]. Além disso, a largura a meia-altura do pico é igual a 1/77T;y. Como ja foi dito, cada
spin sente um campo ligeiramente diferente devido ao ambiente em que se encontra e isso é
refletido no espectro em diversos picos, um para cada metabdlito. Esse efeito, conhecido

como deslocamento quimico, sera tratado em mais detalhes na préxima secao.

2.1.6. Deslocamento quimico

O campo magnético experimentado por dois nicleos atomicos de uma mesma molécula

é diferente se o ambiente eletronico em que se encontram é diferente. Prétons localizados no

13
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grupo -CHj3 de determinada molécula, por exemplo, sentem campos magnéticos ligeiramente

diferentes dos prétons localizados em grupos -CHy [17].

Figura 2.9.: Adaptada de [17]. Etapas do deslocamento quimico.

O deslocamento quimico ¢ um processo predominantemente intramolecular? que possui
duas etapas: primeiro o campo magnético externo By induz correntes nas nuvens eletronicas
das moléculas devido ao paramagnetismo e ao diamagnetismo eletronico; depois, as correntes
moleculares circulantes geram por sua vez um campo magnético, que também serd sentido
pelo nicleo (Figura 2.9). Portanto, o campo magnético total sentido pelo ntcleo serd a
soma do campo externo e do campo induzido.

Embora o campo induzido seja muito pequeno, por outro lado ele é suficientemente
grande para causar deslocamentos mensuraveis nas frequéncias de precessao dos ntcleos e
sua magnitude é diretamente proporcional ao campo externo Bg aplicado. O campo efetivo

sentido pelo ntcleo é dado por

B = Bo(l - o), (2.17)

onde ¢ é uma constante adimensional conhecida como constante de blindagem, que depende
do ambiente quimico do niicleo. A equagao 2.1 pode ser generalizada se o campo Bg for
substituido pelo campo efetivo (2.17). Consequentemente, cada spin nuclear precessiona
com frequéencia ligeiramente diferente devido ao ambiente quimico em que se encontra. Essa
diferenga de frequéncias faz com que aparega mais de um pico no espectro (Figura 1.1, onde
o eixo das abcissas é conhecido como chemical shift), o que nao ocorreria se a frequéncia de
precessao de todos os niicleos fosse igual, como foi mostrado pela equacao (2.1).

Aqui é importante salientar que, como ja foi dito, a frequéncia de precessao depende

do campo magnético aplicado, portanto a posicao dos picos no espectro também dependera

9Porém possui também significante componente intermolecular, que néo sera tratada aqui, mas é discutida
na Secao 9.1 de [17].
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do campo. Em geral, é interessante deixar essas frequéncias de ressonancia presentes no
espectro independentes do campo aplicado. Para isso utiliza-se as unidades do espectro em
partes por milhdo (ppm), onde 1ppm, no caso do espectro de hidrogénio para um campo de

3T, representa 128Hz. A férmula que trasforma unidades de hertz para ppm é a seguinte

[1]:

v—v,
§=—"" 5108, (2.18)

Vref
onde v ¢ a frequéncia do componente sob investigacao e v, ¢ a frequéncia do componente

usado de referéncia.

2.1.7. Acoplamento J

Além dos varios picos presentes em um espectro correspondentes a determinada
molécula, algumas vezes a mesma molécula pode ter seu pico dividido em picos menores,

como pode ser visto na Figura 2.10 para o caso do NAA [22].

N-acetylaspartate
K\-_ﬂ
I l. |
P ep L epregiadl e egnesspene]! e e sp |
10 8 6 4 2 0

Figura 2.10.: Adaptada de [22]. Dubleto-de-dubletos do NAA centrados em 2,49, 2,67 e 4,38ppm
correspondentes aos protons dos grupos CHy e CH do radical de aspartato. Outro
dubleto aparece em 7,82ppm devido ao grupo amido NH.

Esse efeito no espectro é causado pelo acoplamento J, que é independente do campo
externo aplicado e funciona da seguinte maneira. A Figura 2.11 mostra dois conjuntos de
spins nucleares com um orbital de ligacao contendo dois elétrons pareados, devido ao principio

de exclusao de Pauli. Ambos os conjuntos possuem a mesma energia'’. Adicionando-se

10Cuja frequéncia de precessdo é 128MHz.
1E interessante lembrar que o momento magnético do nticleo é paralelo & direcido de seu spin (pois possui
~v > 0) e o momento magnético do elétron é antiparalelo (pois possui v < 0), como pode ser visto por

r="S.
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SBmMe energy

Figura 2.11.: Adaptado de [17]. Conjunto de spins pareados com a mesma energia, devido ao
principio de exclusao de Pauli.

Fermi contact

Figura 2.12.: Adaptado de [1]. O contato de Fermi favorece a orientagao antiparalela entre os
spins nuclear e eletronico.

agora um spin nuclear, de acordo com o contato de Fermi o estado de menor energia sera
aquele no qual os spins nuclear e eletronico estao antiparalelos [23, 24] (Figura 2.12). A
orientacao do segundo spin nuclear configurara entao estados cuja energia total serd mais,
ou menos, favoravel. A Figura 2.13 mostra as quatro configuragoes possiveis, sendo as mais
favoraveis (com menor energia) a segunda e a terceira, que possuem também os dois spins
nucleares do conjunto orientados antiparalelamente.

Na formacao do espectro, o acoplamento J faz com que surjam subpicos da seguinte
forma. A Figura 2.14 mostra uma molécula de 1,1,2 triclorometano, cujos protons H, e H,

sao acoplados [25]. Considere primeiro o sinal de H,: além de sentir os elétrons de valéncia

Figura 2.13.: Adaptada de [1]. Quatro possiveis orientagoes para dois dtomos com elétrons
compartilhados. Os estados de menor energia sao o segundo e terceiro, onde os spins
nucleares estao orientados antiparelelamente com relagdo aos spins eletroénicos.
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Figura 2.14.: Adaptada de [25]. O sinal a direita, correspondente aos dois prétons de H,, estd
dividido em dois subpicos e é chamado dubleto. J& o sinal a esquerda, correpondente
ao Hp, estd dividido em trés picos por causa das diferentes orientaces possiveis dos
nucleos e é chamado tripleto.

proximos, cada um dos préton de H, é influenciado também pelo campo magnético gerado
por Hy e dependendo da orientacao do momento magnético, este pode aumentar ou diminuir
o campo externo By sentido pelo nicleo H,. Portanto, considerando as duas orientagoes
possiveis (alinhado ao campo ou contrario ao campo), que possuem probabilidades iguais de
ocorrer, metade das moléculas sentirda um campo maior, enquanto a outra metade sentira
um campo menor. Com isso, ao invés de ter somente um sinal de H,, havera agora uma
subdivisao em dois picos (chamado dubleto) devido as duas varia¢oes do campo externo.

O campo sentido por Hj sera devido aos dois nicleos de H,, que serao denominados
como H, e H,. Aqui ha quatro possibilidades de orientacao: H,, e H,o alinhados ao
campo externo, H,; e H, contrarios ao campo, H,; alinhado e H,y contrario e H,; contrario
e H, alinhado. Os dois primeiros casos originam um pico cada no espectro, enquanto os
dois ultimos casos contribuem igualmente para a variacao do campo externo e formam o
terceiro pico no centro.

Existe ainda o caso onde cada pico do dubleto ¢é dividido em dois, o que é chamado
de dubleto-de-dubleto. Tal divisao ocorre para o NAA e o NAAG e funciona da seguinte
forma. O préton de H. da Figura 2.15 tem seu sinal dividido em um dubleto devido ao
acoplamento com H,. Cada um dos dois picos desse dubleto é dividido novamente pelo H,
em mais dois dubletos, resultando em dois subpicos. Acoplamentos mais complexos podem

ocorrer de acordo com a estrutura da molécula.
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Figura 2.15.: Adaptada de [25]. Dubleto-de-dubleto de H..

No caso do NAA (Figura 2.10) o radical CH possuiu um dubleto-de-dubleto em
4,38ppm devido ao acoplamento com os hidrogénios do radical CHs. Cada um destes
hidrogénios, por sua vez, esta acoplado com o outro hidrogéenio deste radical C'Hy e também
com o hidrogénio do radical C'H. Isso resulta em dubleto-de-dubletos para cada um dos
hidrogénios do C'Hy, com os picos em 2,49 e 2,67ppm [22]. O acoplamento dos hidrogénios

para o NAAG ocorre de maneira semelhante.

2.2. Gradientes de campo e Sequéncias de Pulso

2.2.1. Gradientes de campo

O terceiro tipo de campo magnético utilizado em aparelhos de ressonancia magnética
sao os gradientes de campo. Como o proprio nome diz, estes servem para mudar a intensidade
do campo By, cuja direcao normalmente é tomada ao longo do eixo z. Existem gradientes
de campo nas trés diregoes espaciais, porém esses gradientes mudam somente a intensidade
do campo em z, e nao criam campos nas outras duas direcoes. Os gradientes sao utilizados
para mudar a intensidade do campo magnético presente em determinada regiao do espaco,

de acordo com

B=By+G-r, (2.19)
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de forma que os ntcleos presentes nessa regiao sentirao este campo especifico. Selecionando-
se a faixa do pulso de radiofrequéncia para o valor correspondente a esse novo campo,
pode-se levar para o plano transversal somente os spins que precessionam com essa nova
frequéncia. Com isso seleciona-se somente a regiao do espago que é de interesse ao estudo
(Figura 2.16).

CLX)

OO\, .
LX) 1%%%

Figura 2.16.: Adaptada de http://www.cis.rit.edu/htbooks/mri/. Na primeira imagem (& esquerda)
hé uma fatia com os spins precessionando com mesma frequéncia, devido ao campo
By. Essa fatia foi selecionada com a aplicacao de um primeiro gradiente, nao
mostrado. Com a aplicagdo do segundo gradiente (G) muda-se a intensidade na
direcao horizontal, portanto agora existem trés faixas com trés spins precessionando
na mesma frequéncia (imagem do meio). Por fim, o terceiro gradiente é aplicado (G)
mudando a intensidade do campo no eixo vertical. Devido a essa mudanca, cada
um dos nove spins possui uma combinagao tnica de fase e frequéncia de precessao
(imagem a direita). Com a combinagao destes trés gradientes é possivel selecionar
uma area especifica do cérebro, por exemplo, de forma a adquirir o sinal somente
desta drea (como serd visto na préxima secao).
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2.2.2. Sequéncia PRESS

A sequéncia PRESS (Point Resolved Spectroscopy) (Figura 2.17) consiste da aplica¢ao
de um pulso de 90° seguido por dois de 180°. Cada gradiente de campo é aplicado com
um dos pulsos, de forma que somente os niicleos localizados na intersecao dos trés pulsos

contribuirao com o sinal [26].

2.2.3. Sequéncia MEGA-PRESS

A sequéncia MEGA-PRESS é uma adaptagao da sequéncia PRESS e pode ser usada
para separar o pico de NAA do pico de NAAG. Ela é semelhante a sequéncia PRESS,
mas com dois pulsos de 180° seletivos (180 ¢ na Figura 2.18) a mais usados para perder

a coeréncia de fase do sinal do metabdlito que se deseja suprimir. Além dos gradientes
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Figura 2.17.: Adaptada de [26]. Sequéncia PRESS. O pulso CHESS ¢é usado para suprimir o sinal
da agua.

de selecao, que estavam presentes na sequéncia PRESS, sao usados também gradientes de
defasagem e refasagem ao redor dos pulsos seletivos e do segundo pulso de 180° (gradientes
G1, G2 e G3 na Figura 2.18). Esses gradientes ajudam a refasear o sinal a ser adquirido e a

causar perda de coeréncia de fase no sinal do metabdlito que se quer suprimir [27].

180°[x] 180°[x]

90°
% 180%[x] 180°[x]
RF

4———11—bﬂ—‘51 + ‘52 B S R— ‘Cz———-—

ax [\

Figura 2.18.: Adaptada de [27]. Sequéncia MEGA-PRESS.

Na préatica, a sequéncia MEGA-PRESS consiste basicamente da aplicacao de dois
pulsos de edic¢ao de forma intercalada (i.e., um para scans/espectros impares e outro para
scans /espectros pares). Um pulso é aplicado no pico de ressonancia de interesse e o outro
pode ser aplicado, em principio, em qualquer outra regido do espectro (onde, geralmente,
nao haja picos). Dessa forma, a subtracdo dos espectros impares dos pares resulta na

anulacao de todos os picos do espectro, com excecao do referente a ressonancia de interesse.
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2.3. N-acetil-aspartato e N-acetil-aspartil-glutamato

O NAA ¢ sintetizado na mitocondria do neurdnio a partir de aspartato e da coenzima
acetil A (AcCoA) [2]. A porgao acetato da AcCoA, por sua vez, é derivada predominante-
mente do metabolismo energético mitocondrial de glicose (Glc) [28]. O NAA néao pode ser
catabolizado pelos neurénios e para isso é transportado para o oligodendrécito [29], onde o
acetato é removido do NAA através da enzima ASPA (aspartoacilase). O acetato por sua
vez ¢é transformado novamente em AcCoA, que é uma precursora para a sintese de lipidios
[30], e o aspartato, liberado no fluido extracelular, retorna aos neurdénios onde é usado para
formar novamente NAA [29].

O NAAG também é sintetizado majoritariamente em neuronios, sendo que as evidéncias
apontam principalmente para a sintese de NAAG a partir de NAA e glutamato (Glu),
e nao como um produto da quebra de um peptideo maior [2]. Depois de sintetizado, o
NAAG é primeiro transportado para os astrocitos, onde é hidrolisado através da enzima
NAAG-peptidase. O Glu liberado é transformado em Gln, que é transportada de volta para
os neuronios. O NAA residual vai para os oligodendrécitos onde ocorre o ciclo descrito no
paragrafo acima [29]. Segundo Baslow e Guilfoyle [28], a sintese de NAAG a partir de NAA
e Glu implica em uma via metabdlica unica Gle-NAA-NAAG, que é uma funcao da taxa de
oxidagao da glicose. Por sua vez, isso implicaria que as taxas de sintese de NAA e NAAG
fornecem uma indicagao da taxa de consumo de glicose pelo neurénio e, portanto, devem
conter informacoes sobre o nivel de atividade neuronal. Isso poderia auxiliar na localizacao
dos eventos no cérebro que resultam numa variacao da demanda energética neuronal [28].

Uma hipdtese levantada sobre a principal funcdo do NAA no sistema nervoso é que
este funcionaria como uma bomba molecular, enviando para o meio extracelular a dgua
criada no neurénio resultante do metabolismo energético devido a ativa¢do neuronal [12].
No entanto, ainda nao foi caracterizada nenhuma proteina que atuaria para transportar
NAA e dgua para fora dos neurénios [2]. Além disso, pouco se sabe sobre os mecanismos
de propagacao que regulam especificamente a liberacao de NAA dos neuronios. Portanto,
pelo que se sabe até o momento, o NAA nao apresenta as caracteristicas necessarias para a
fungao de bomba de dgua [2].

Outra funcao atribuida ao NAA é o fato de ser uma fonte de acetato para a sintese
de lipidios de mielina nos oligodendrécitos [30]. Além disso, é certo que o NAA estd
associado ao metabolismo energético neuronal, sendo que varios experimentos nos quais

este metabolismo foi comprometido intencionalmente ou por doenca mostraram decréscimo
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nos niveis deste metabdlito [2].

O NAAG, por sua vez, é liberado nas sinapses e atua como modulador da liberacao
de neurotransmissores como o glutamato, GABA e dopamina, entre outros [30], tendo sido
apontado como relacionado & resposta hiperémica vascular responséavel pelo sinal BOLD [7].
Este ultimo aspecto foi observado em um experimento com ratos anestesiados nos quais
se injetou um inibidor da NAAG-peptidase, enzima responsavel pela hidrolise do NAAG.
Nesses ratos, verificou-se um aumento inicial do sinal BOLD em relacao aos niveis basais,
seguido por um decréscimo em relacao a esses niveis, que persistiu por aproximadamente 33
minutos [7]. Este efeito foi explicado como uma ligagao do efluxo de NAAG dos neurdnios

e sua hidrélise nos astrécitos com as respostas hiperémicas de oxigenagao no cérebro [7].

2.4. Experimentos anteriores

Existem poucos trabalhos na literatura que apresentam estudos sobre variagoes de
NAA e NAAG através de espectroscopia funcional por ressonancia magnética (fMRS). De
fato, tem-se conhecimento de apenas dois artigos que mostraram resultados significativos
para a variacdo do NAA [12], [13], os quais se aproximam dos resultados obtidos pelo
grupo de Castellano [11]. Os trés trabalhos serao tratados nesta segao juntamente com
um quarto artigo [14], que nao obteve alteragoes expressivas no nivel de NAA associadas &
estimulagao cerebral, mas apenas nos niveis de outros metabdlitos, gerando uma discussao
ainda inconclusiva sobre eventuais variacoes de NAA em experimentos dessa natureza'?.
E importante salientar que, na verdade, o sinal de NAA ao qual os trabalhos de Baslow
et al. [12] e Sarchielli et al. [13] se referem ¢é a combinacao dos sinais de NAA e NAAG
(NAA+NAAG), uma vez que os espectros destes metabdlitos possuem uma grande sobrepo-
sicao, principalmente no pico situado em 2ppm. Apenas no experimento de Castellano et
al. foi analisada a variacao do sinal de cada metabdlito separadamente [11]. No artigo de
Mangia et al. [14], em principio, estes sinais poderiam ter sido separados, ja que usaram
o mesmo método de andlise utilizado em [11]; no entanto, isso nao esta especificado no
trabalho deles. Com base em algumas das figuras mostradas no artigo [14], assume-se que,
ao mencionar o NAA, Mangia et al. estao se referindo, de fato, ao sinal de NAA+NAAG.

12Recentemente foi publicado um trabalho no qual variacdes de NAA e NAAG durante estimulo visual
também nao foram encontradas [31], concordando com [14].
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2.4.1. Caracteristicas dos experimentos

Tabela 2.1.: Principais parametros dos experimentos aqui comparados. Cada um deles é referido
pelo nome do primeiro autor.

Sarchielli [13] Castellano [11] Baslow [12] Mangia [14]
Campo Magnético (T) 1,5 3 3 7
Bobina de Bobina de Bobinas de Bobina de
Bobina cabega volumétrica  cabega volumétrica  superficie e de superficie
(padréo) de 8 canais volume
Sequéncia de Pulsos PRESS PRESS PRESS STEAM
TR: Tempo de Repeti¢do (ms) 2000 2000 2000 5000
TE: Tempo ao Eco (ms) 135 288 144 6
NSA 64 8 15 e 100 1

Os quatro experimentos possuem semelhancas e diferencas no que diz respeito aos
protocolos de aquisi¢ao, paradigmas e pré-processamento. Os principais parametros desses
experimentos estao reunidos na Tabela 2.1. Como se vé pela tabela, a sequéncia de pulsos
mais utilizada foi a sequéncia PRESS; somente em [14] utilizou-se a sequéncia STEAM
(Stimulated Echo Acquisition Mode), com um tempo de mistura (TM) de 32ms. O NSA
(Number of Spectral Averages) variou em todos os experimentos: 64 para Sarchielli et al. [13],
em Baslow et al. foi utilizado NSA=15 para a bobina de superficie e NSA=100 para a bobina
de cabega [12], para Mangia et al. NSA=1 [14], ao passo que Castellano et al. usou NSA=8
e 8 phase cyclings [11]. Todos os experimentos contaram com a participagao de voluntarios
saudaveis, sendo que no trabalho de Sarchielli et al. [13] foram estudados também pacientes
com enxaqueca. Neste ultimo estudo, houve 22 pacientes com enxaqueca com aura e 22
pacientes com enxaqueca sem aura, além de 10 individuos saudaveis. Participaram da
pesquisa de Castellano et al. 16 individuos controles [11], em contraste com Baslow et al.
[12], que utilizaram apenas 6, enquanto que no trabalho de Mangia et al. [14] houve 12
controles.

O protocolo experimental utilizado foi semelhante nos quatro trabalhos: estimulo
visual composto por um padrao xadrez radial piscando com uma frequéncia de 8Hz (Figura
2.19), com excegao do experimento de Sarchielli et al. [13], que usou estimulo visual por
meio de goggles piscando uma luz vermelha, também na frequéncia de 8Hz. Utilizou-se um
VOI (volume of interest) de 2x2x2 cm?® em [11] e [12], e 2x2,2x2 cm?® em [14]; em [13]

13Uma descricido desta sequéncia pode ser encontrada em [26].
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Figura 2.19.: Estimulo visual usado nos experimentos de Castellano et al. [11], Baslow et al. [12]
e Mangia et al. [14].

-

nao estd mencionado o tamanho do voxel usado. Em todos os experimentos este voxel foi
posicionado no cértex visual, de modo a cobrir da melhor forma possivel a area ativada,
detectada previamente através de um experimento de fMRI. Em [11] e [14] o voxel foi
posicionado no hemisfério direito, em [12] no hemisfério esquerdo, e em [13] foi posicionado

centralmente entre os dois hemisférios.

3.7 min 25,7 min T4 min

aff on aff

Figura 2.20.: Paradigma usado no experimento de Sarchielli et al. [13].

O numero e a duragao dos blocos dos paradigmas também variaram entre os expe-
rimentos. As diferencas entre os paradigmas das quatro equipes podem ser visualizadas
através das Figuras 2.20 a 2.23. Sarchielli et al. [13] usaram trés blocos com diferentes
duragoes: 3,7min para o primeiro bloco, que era de repouso (off), 25,7min para o segundo
bloco, de estimulo (on), e 7,4min para o terceiro bloco (também de repouso, off) (Figura
2.20). No experimento de Baslow et al. [12] houve quatro paradigmas, onde variou-se a
duragao do bloco inicial de repouso (10min a 30min), seguido por um bloco de estimulo de
10min; o dltimo paradigma teve, apds este bloco on, um bloco off e mais um bloco on, todos
com 10min de duragao (Figura 2.21). Mangia et al. [14] fizeram dois protocolos de testes,
um com o bloco off inicial de 2,7min seguido de quatro periodos de 5,3min alternados,
on-off-on-off, e outro, mais longo, com o mesmo bloco inicial seguido por um bloco on de
10,6min e um off de 10,6min (Figura 2.22). Castellano et al. [11] utilizou um bloco inicial
de repouso de 5,3min, seguido por um bloco on de 10,7min e um bloco off de 10,7min [11]

(Figura 2.23). Pode-se notar que para todos os casos, com excegao do paradigma 1 usado
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10 min 10 min 10 min
aoff [l 8 off

a) paradigma 1

20 min 10 min 10 min
off on aff

b) paradigma 2

30 min 10 min 10 min
off on aff

¢) paradigma 3

10 min 10 min 10 min 10 min 10 min
aff an off on off

d) paradiginn 4

Figura 2.21.: Paradigmas usados no experimento de Baslow et al. [12].

2,7 min 53 min 53 min 53 min 53 min
off on off on off

a) paradigma 1

2,7 min 10,6 min 10,6 min

off on off

b} paradigma 2

Figura 2.22.: Paradigmas usados no experimento de Mangia et al. [14].

53 min 10.7 min 10,7 min

off on off

Figura 2.23.: Paradigma usado no experimento de Castellano et al. [11].
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por Mangia et al. [14], a duracao do bloco de estimulo foi da ordem de 10 minutos.

Apéds a aquisicao dos espectros e antes de serem quantificados, foi realizado um
pré-processamento, visando fazer algumas corregoes e/ou operagoes nos dados a fim de
melhorar a qualidade dos sinais. Sarchielli et al. [13] fizeram corregao de correntes induzidas
e de linha de base, e apodizacao com um filtro gaussiano-lorentziano com frequéncias
de (4Hz, 4Hz). No artigo de Mangia et al. [14] sdo mencionadas as seguintes etapas de
pré-processamento: correcao de frequéncia e fase dos scans individuais, soma de 32 scans,
correcao de correntes parasitas residuais, apodizacao com um filtro gaussiano de frequéncia
12Hz, e correcao de fase de ordem zero. Nas aquisigoes de Castellano et al. [11] foram
corrigidas a fase e a frequéncia dos espectros, e eliminados os dois 1ltimos espectros do
bloco inicial, juntamente com os dois primeiros e dois ltimos espectros dos blocos seguintes.
Esta etapa foi necessaria para evitar contaminacao entre blocos devido ao descompasso
entre o gerador de estimulos e o equipamento de MR [11]. Para a anélise (quantificagao)
dos espectros resultantes, Sarchielli et al. [13] fizeram um ajuste Marquard-Levenberg
no dominio da frequéncia. J4 Baslow et al. [12] calcularam a drea sob o pico de NAA
(embora nao especificado, supostamente os autores se referem ao pico em 2ppm), enquanto
que no trabalho [11] e em [14] foi usado o método LCModel [8], que néo requer nenhuma

intervencgao externa prévia por parte do usuario.

2.4.2. Resultados e discussoes dos experimentos anteriores

Aparentemente, os resultados obtidos foram semelhantes para trés dos trabalhos
aqui discutidos, embora este fato mereca um comentario mais detalhado que sera feito
adiante. Sarchielli et al. [13] encontraram diminui¢des na concentra¢iao de NAA durante
a estimulacao visual para os trés grupos de voluntarios, sendo que para os pacientes com
enxaqueca com aura esta variacao foi mais acentuada (-14%)[13]. Isto levou os autores
a sugerir que existe uma menor eficiéncia nas fungoes mitocondriais para esses pacientes,
uma vez que o NAA é um indicador da integridade funcional do metabolismo mitocondrial
neuronal [30]. O grupo de Baslow [12] encontrou um decréscimo similar para o NAA
no final do estimulo (-13,1%) e explicou este decréscimo através da sua hipdtese, citada
anteriormente, de que o NAA funciona como uma bomba molecular de dgua. Este resultado,
no entanto, foi contestado por Mangia et al. [32], uma vez que sua equipe nao encontrou
variagoes significativas para o NAA, apenas para outros metabdlitos (lactato, glutamato,

glicose e aspartato), em condigdes de pesquisa semelhantes as de Baslow et al. [12] no que
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diz respeito ao paradigma e ao estimulo. Apesar de haver algumas diferencas entre os dois
trabalhos (como a intensidade do campo utilizado), o grupo de Mangia assegura que a
divergéncia entre os resultados nao deveria existir [32]. Baslow et al. contra-argumentaram
[33] dizendo que a forma como Mangia et al. [14] realizaram as médias dos espectros nao
possibilitaria encontrar uma variagao maior do que 2% na concentragdo de NAA. Além
disso, de acordo com a resposta de Baslow et al. [33], o grupo de Mangia tomou como
pressuposto que o sinal do NAA permaneceu estavel (ao invés de considerarem isto uma
hipdtese a ser verificada) e apresentaram dados combinados para os paradigmas curto e
longo [14], de forma que apenas o paradigma longo seria comparavel aos resultados de
Baslow et al. [12]. Castellano et al. [11] obtiveram para o NAA um decréscimo de cerca de
20% e um aumento de 200% para o NAAG durante a estimulagao visual; j& para o conjunto
NAA+NAAG, a variagao foi muito pequena (£2%). Tais variagdes se enquadraram em
modelos para o metabolismo energético subjacente a ativagao neuronal que apontam o
NAAG como o responsavel pela resposta hiperémica vascular que origina o sinal BOLD
[7, 28]. Também concordaram com o fato de que o NAAG e o NAA estao presentes no
cérebro em uma proporcao de 1:10, e que a sintese do NAAG é feita a partir do NAA
e do glutamato [28]. Quando se comparam os resultados de Castellano et al. [11] com
os dos demais, temos dois possiveis cenarios. Por um lado, os resultados aparentemente
concordam com os de Baslow et al. [12] e Sarchielli et al. [13] , j& que ambos reportaram
diminui¢oes no pico de NAA associadas ao estimulo, o que corresponde qualitativamente
ao apresentado em [11] para este metabdlito. Cabe lembrar, no entanto, que ambos os
trabalhos mediram efetivamente a variagao conjunta de NAA+NAAG, enquanto que a
andlise em [11] permitiu separar as contribuig¢oes desses metabdlitos. Por outro lado, se
assumirmos que os resultados reportados por Mangia et al. [14] também se referem a
soma NAA+NAAG, entdo os resultados de Castellano et al. [11] conjugados para esses

metabdlitos estao em concordancia com os deles.
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Experimentos Realizados

Como os trabalhos existentes referentes a variacdo de NAA e NAAG (discutidos no
capitulo anterior) levaram a uma discussao até o momento inconclusiva, a ideia deste projeto
foi realizar um experimento que pudesse melhorar o entendimento existente sobre o assunto.
Para isso pensou-se em utilizar um paradigma o mais similar possivel aos experimentos
anteriores (a0 menos, em termos de duragao e tipo do estimulo), mas com uma sequéncia de
pulsos que pudesse separar as contribuicoes do NAA e NAAG; neste caso, a MEGA-PRESS.

3.1. Parametros de aquisicao

Os dados foram adquiridos com um sistema de MR de 3T (Achieva, Philips, The
Netherlands) com uma bobina de cabega volumétrica de 8 canais. Para a aquisi¢ao foi
utilizada a sequéncia MEGA-PRESS, com tempo de repeticao (TR) = 2000ms, tempo ao
eco (TE) = 140ms, largura espectral de 2kHz, 2048 pontos e tamanho do voxel 3x3x2cm3.
Um exemplo de espectro real adquirido no experimento esta mostrado na Figura 3.1.

A ressonancia de interesse da sequéncia MEGA-PRESS foi localizada em 4,38ppm,
correspondente ao pico de NAA e 4,61ppm para obter o espectro de NAAG (o segundo pulso

29



Capitulo 3. Ezxperimentos Realizados 3.2.  Paradigma e Estimulo

Figura 3.1.: Exemplo de espectro adquirido no experimento de fMRS.

NAAG Experiment NAA Experiment
NAA ——
NAAG ——
On:4.61 ppm Off:4.15 ppm Off:4.84ppm On:4.38 ppm
I T T T T ‘ T T T T | T ‘ T T T T | T T T T ‘ T
PR 45 40 45 40

Figura 3.2.: Adaptada de [15]. Ressonancias de interesse utilizadas na sequéncia MEGA-PRESS,
para o experimento de NAA (direita) e NAAG (esquerda).

de edigao foi aplicado em 4,84ppm e 4,15ppm para o NAA e NAAG, respectivamente)(Figura
3.2). Embora nao seja possivel ver o efeito do pulso de saturacao nessa regiao devido ao pico
da agua, existem outros picos de NAA e NAAG em torno de 2,5ppm que estao acoplados
aqueles na regiao de 4,5ppm. Consequentemente, o resultado do experimento é visto nos

picos em ~2 5ppm.

320s 640s 640s
20 espectros 40 espectros 40 espectros
baseline on off

Figura 3.3.: Paradigma utilizado.
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3.2. Paradigma e Estimulo

O protocolo experimental consistiu de 1 bloco de repouso/baseline (320s, 20 espectros)
seguido de 1 bloco de estimulo (640s, 40 espectros) e 1 bloco de repouso (640s, 40 espectros)
(Figura 3.3, paradigma igual ao utilizado em [11]). O estimulo visual foi composto por
um padrao xadrez radial piscando com uma frequéncia de 8Hz (Figura 3.4) programado
usando o software E-Prime (Psychology Software Tools, USA, http://www.pstnet.com/) e
mostrado aos sujeitos em um monitor dentro do aparelho de MR usando o sistema Floquence
(InVivo, USA, http://www.invivocorp.com/fmri/eloquence.php). Antes da aquisigao de
fMRS, foram adquiridas imagens anatomicas ponderadas por T, seguido por um protocolo
de fMRI com o mesmo estimulo visual usado no experimento fMRS. O mapa de ativacao
foi sobreposto nas imagens 75 e o voxel de MRS posicionado no lobo occipital direito sobre
a drea ativada (Figura 3.5). O protocolo foi rodado duas vezes, em dias diferentes, para
obter o espectro de NAA (subtraindo o NAAG) e vice-versa.

S5
1855 f..,

El "-':-,’f’s i :-‘
l “ .. -‘ “

Figura 3.4.: Estimulo visual utilizado.

Figura 3.5.: Posicionamento do voxel de MRS.

31



Capitulo 3. Ezxperimentos Realizados 3.3. Sujeitos

3.3. Sujeitos

Vinte voluntarios saudaveis (idade-média 2746, faixa-etaria 20-40, 40% mulheres)
participaram do estudo. O projeto foi aprovado pelo Comite de Etica em Pesquisa da

UNICAMP e todos os sujeitos assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido!.

! Apéndice A
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Analise dos Dados e Resultados

A seguir serao apresentadas as andlises dos dados. Cada sujeito foi numerado de 1 a 20,
sendo esta numeracao mantida em todas as analises. Os dados do Sujeito 1, no experimento
do NAA/ e do Sujeito 7, no experimento do NAAG, foram adquiridos duas vezes e nos dois
casos foi colocada a segunda aquisicao como sendo o Sujeito 21. Ao longo das analises a
comparacao entre as duas aquisicoes para os dois experimentos serao mostradas. Os sujeitos
foram agrupados de acordo com o aumento ou diminui¢ao de NAA e NAAG apresentado
durante o estimulo; tais variagoes foram categorizadas separadamente para o NAA e para
o NAAG da seguinte maneira. Para o NAA o grupo no qual os sujeitos apresentaram
diminui¢ao do metabdlito durante o estimulo foi chamado de Grupo 1, enquanto que o
grupo no qual os sujeitos nao apresentaram este padrao durante o estimulo foi chamado de
Grupo 2. Para o NAAG, no Grupo 1 estao os sujeitos que apresentaram aumento deste
metabdlito durante o estimulo, e no Grupo 2 estao os sujeitos que nao apresentaram este
padrao durante o mesmo.

Diversas analises foram feitas e agrupadas em duas secoes, correspondentes aos dois
procedimentos utilizados. A diferenca principal entre estes procedimentos é a maneira

na qual os espectros foram agrupados para resultar nos espectros finais analisados. Os
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resultados obtidos a partir da Secao 4.1.3 (segao a partir da qual houve uma padronizacao
dos procedimentos, com os sujeitos analisados separadamente) foram também testados
estatisticamente, com o intuito de saber se o resultado como um todo é estatisticamente
significante, i.e., se podemos dizer que os resultados dos sujeitos agrupados seguem um
padrao, com determinado nivel de confianca, ou se nao temos condigoes para afirmar isso.
Sendo assim, todos os testes foram feitos comparando-se as variacoes percentuais obtidas de
todos os sujeitos, correpondentes ao bloco de estimulo e ao bloco de repouso subsequente,
com os valores correpondentes ao bloco de baseline. Primeiro testou-se se os resultados
poderiam ser considerados como uma distribuicao normal e, em caso afirmativo, foi usado o
teste ¢t de Student! ou, em caso contrério, foi usado o teste nao-paramétrico de Wilcoxon.
Mesmo nos casos em que os resultados puderam ser considerados como uma distribuicao
normal, foi utilizado o teste de Wilcoxon para confirmar o teste t. O nivel de significancia
usado para todos os testes foi @ = 0,05. Para o teste de normalidade foi escolhido o teste
de Shapiro-Wilk?, cujo valor p > 0,05 indica que é possivel considerar que os resultados
seguem uma distribuicao normal. Para o conjunto de valores correpondentes aos blocos
de estimulo ou de repouso que apresentaram este nivel de confianca, foi utilizado o teste ¢
de Student pareado e bicaudal. O teste é pareado porque os dados comparados sao dos
mesmos sujeitos mas em situagoes diferentes (estimulo e repouso apds o bloco de baseline),
e é bicaudal porque se deseja saber a significancia considerando os valores que diferem do
valor que se quer comparar®. Para os dados que nao apresentaram o nivel de confianca
requerido pelo teste de normalidade, foi usado o teste nao-paramétrico de Wilcoxon, que
também é pareado e bicaudal. Foram considerados como significantes os resultados com p

< 0,05. Todos os testes foram feitos usando o programa Systat.

'Esse teste paramétrico foi escolhido porque o nimero de sujeitos (nossa amostra) em nosso estudo é
menor que 30, portanto é o teste adequado [34].

2A robustez deste teste comparado com outros é apresentado em [35].

30 valor a ser comparado é o valor percentual do primeiro bloco do paradigma (baseline), que serd tomado
como zero, pois os valores absolutos obtidos correpondentes aos diferentes blocos do paradigma serao
comparados percentualmente com este primeiro.
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4.1. Primeiro conjunto de resultados

4.1.1. Padronizacao do pré-processamento

Antes de analisar os dados foi estabelecida uma padronizacao das etapas de pré-
processamento dos mesmos, visando saber quais métodos eram mais adequados e eficientes
para em seguida poder quantificd-los. Em um estudo piloto com oito sujeitos (idade-média
de 2947 anos, faixa-etéria 21-40, 63% mulheres) foi feita a correcao de fase e de frequéncia
para os espectros medidos, utilizando o MATLAB. Os dois ltimos espectros do bloco
inicial, juntamente com os dois primeiros e dois ultimos espectros dos blocos seguintes foram
eliminados devido a um descompasso existente entre o sistema FEloquence e o sistema de
RM. Os espectros de cada sujeito foram, entao, somados de dois em dois para se visualizar
se o pico de NAA+NAAG em 2ppm foi anulado conforme previsto, uma vez que este é
o resultado esperado quando utiliza-se a sequéncia MEGA-PRESS, restando apenas um
pico de NAA ou NAAG em ~2 5ppm. Em seguida, os espectros foram somados de nove
em nove, resultando em cinco espectros para cada aquisi¢ao (i.e., cada sujeito). Depois, a
frequéncia do pico em torno de 2,5ppm foi corrigida entre os sujeitos e por fim somou-se os
espectros correspondentes dos oito sujeitos, obtendo-se cinco espectros resultantes. Estes
foram quantificados com o método AMARES (http://www.mrui.uab.es/mrui/) [36].

Para a etapa de correcao de fase testou-se dois tipos de correcoes de ordem zero,
ambas realizadas automaticamente por meio de rotinas no MATLAB: uma baseada no
primeiro ponto do FID e outra usando como base o pico do NAA. As duas abordagens nao
atenderam as expectativas, uma vez que o pico de NAA residual em 2ppm ficou maior do
que se nao fosse feita esta etapa, tanto para o NAA quanto para o NAAG (Figura 4.1);
portanto ela nao foi aplicada posteriormente. A correcao de frequéncia consistiu também
de duas tentativas: primeiro, corrigiu-se a frequéncia de todos os espectros com relagao
ao primeiro, para cada sujeito; porém, quando os espectros foram somados de dois em
dois, varios espectros resultantes tiveram o pico residual do NAA em 2ppm bem presente.
Como alternativa, corrigiu-se primeiro os espectros impares e depois a mesma corre¢ao
foi aplicada aos pares. Este resultado melhorou bastante o alinhamento dos espectros,
sendo o utilizado posteriormente (Figura 4.2). A soma dos espectros de diferentes sujeitos
teve a finalidade de aumentar a relagao sinal-ruido do espectro final e tentar reduzir o
erro nas quantificagoes dos metabdlitos. Com este procedimento o pico residual em 2ppm

para o NAA praticamente desapareceu, porém para o NAAG este pico residual também
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Figura 4.1.: a) Espectros finais apés corregao de fase do pico de NAA para um sujeito (experimento
de NAA) - notam-se os picos residuais bem visiveis em 2ppm. b) Espectros finais
do mesmo sujeito sem corregao de fase (experimento de NAA) — neste caso nao héa
picos residuais em 2ppm, como esperado. c¢) Espectros finais apds corregao de fase
do pico de NAA para um sujeito (experimento de NAAG) — novamente veem-se 0s
picos residuais em 2ppm. d) Espectros finais do mesmo sujeito sem corregao de fase
(experimento de NAAG) — nao h4 picos residuais em 2ppm.

aumentou, ficando aproximadamente da mesma altura do pico de interesse de NAAG em
torno de 2,5ppm. Por fim, a quantificagao com o AMARES resultou em um erro muito
grande, nao permitindo chegar a uma conclusao sobre possiveis variagoes da concentragao
dos metabdlitos associadas ao estimulo. O erro foi grande porque o AMARES utiliza formas
de linha gaussianas ou lorentzianas para ajustar os pontos do espectro, enquanto que os
picos de NAA e NAAG em ~2 5ppm resultantes da sequéncia MEGA-PRESS nao seguem

essas formas padroes.

4.1.2. Andlise através da média de todos os sujeitos

Com o resultado do estudo piloto se notou que a correcao de frequéncia aplicada
primeiro aos espectros impares e depois aos pares apresentou o efeito desejado, ja a correcao
de fase nao atendeu as expectativas, nem a quantificagao com o método AMARES. A
correcao de fase passou, entao, a ser feita manualmente através do jMRUI, e a quantificacao
do NAA foi feita por meio da drea sob o pico deste metabdlito em 2,5ppm para cada um dos
cinco espectros resultantes, utilizando uma rotina no MATLAB. Assim como na primeira

tentativa de quantificacao, desta vez também somou-se os espectros de todos os sujeitos
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Figura 4.2.: Exemplo de espectros sem a frequéncia corrigida (acima) e com a frequéncia corrigida
(abaixo).

coletados até o momento (Sujeitos 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 16, 17, 18 e 19*) antes de
quantifica-los.

O resultado encontrado foi que o NAA diminuiu com o estimulo e continuou diminuindo
apos o término deste (Figura 4.3); porém, este resultado nao representa fielmente a variagao
da concentracao do NAA, uma vez que mostra a variacao para a soma de todos os sujeitos.
Isso poderia causar discrepancia com relagao aos resultados obtidos individualmente (ou
seja, para cada sujeito), além de nao ser um método confidvel para indicar se realmente

houve a diminuicao do metabdlito.

4Como a numeracdo foi feita a posteriori, pela ordem alfabética dos nomes, os dados dos Sujeitos 3, 13,
14, 15 e 20 ainda nao haviam sido coletados.
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Figura 4.3.: Porcentagem de variagdo do NAA para a soma de 15 sujeitos.

4.1.3. Primeira analise através da area sob o pico

Quando analisados individualmente, os dados dos sujeitos apresentaram uma variagao
de NAA que seguiu um padrao parecido com a Figura 4.3, porém com algumas diferencas
significativas, dependendo do caso. Todas as etapas de processamento usadas na antiga
analise foram mantidas, apenas com a insercao de uma apodizagao de 3Hz para todos os
espectros (o que diminui o ruido destes) e com a melhoria na qualidade da corregao de fase
manual. As etapas foram, entao, as seguintes para cada um dos vinte sujeitos (idade média

2746, faixa-etaria 20-40 anos, oito mulheres):

e exclusao dos dois 1ltimos espectros do bloco de baseline e dos dois primeiros e dois

ultimos espectros dos blocos de estimulo e repouso;
e apodizacao de 3Hz;

e corregao de frequéncia (primeiro dos espectros impares e depois a mesma corre¢ao

aplicada aos pares);

e correcao de fase (feita levando-se em consideragao o pico de NAA+NAAG em 2ppm,

para os espectros impares e pares);
e subtracao dos espectros impares dos respectivos pares;

e soma dos espetros de nove em nove, obtendo-se cinco espectros resultantes (para os

cinco pontos temporais) para cada um dos vinte sujeitos.

As Figuras 4.4 e 4.5 mostram um exemplo de espectro impar e par, respectivamente

para o caso do experimento de NAA e as Figuras 4.6 e 4.7 apresentam um exemplo de
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36 3 25 2 1.8

Figura 4.4.: Exemplo de espectro impar, com o pico de NAA em torno de 2,5ppm (figura ampliada
abaixo) nao suprimido.
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A

38 3 28 2 15

Figura 4.5.: Exemplo de espectro par, com o pico de NAA em torno de 2,5ppm suprimido (figura
ampliada abaixo).
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Figura 4.6.: Exemplo de espectro para o experimento de NAA, apds todas as estapas de pré-
processamento. O pico de NAA estd em torno de 2,5ppm, como mostra a figura
ampliada abaixo. O pico em torno de 4,8ppm é o pico residual da agua.
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Figura 4.7.: Exemplo de espectro para o experimento de NAAG, apds todas as estapas de pré-
processamento. O pico de NAAG estd em torno de 2,5ppm, como mostra a figura
ampliada abaixo. O pico em torno de 4,8ppm ¢ o pico residual da agua.
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Figura 4.8.: Variacao percentual para 18 sujeitos que seguiram padrao semelhante de diminuicao
de NAA durante o estimulo.

espectro para os experimentos de NAA e NAAG, respectivamente, apos todas as etapas de
pré-processamento descritas acima.

O NAA foi quantificado novamente calculando-se a area sob o pico em ~2,5ppm para
cada espectro de cada sujeito. Os limites usados como inicio e final do pico de NAA para
este célculo (assim como para o da Segao 4.1.2), contudo, nao foram exatamente corretos,
pois a regiao escolhida que contém o pico foi menor do que ela realmente era, dando dessa
forma resultados nao confiaveis. De qualquer maneira, eles serao mostrados a seguir.

Dezoito sujeitos apresentaram um padrao similar de variagao do NAA durante a
aquisicao (Figura 4.8). Para estes, o NAA diminuiu com o estimulo (entre -2% e -201%) e
aumentou apés a cessagao do mesmo, retornando (ou mostrando uma tendéncia a retornar)
aos niveis do bloco de repouso na maioria dos casos. Os dois sujeitos restantes apresentaram
padroes de variagao com aumento de NAA durante o estimulo (entre 7% e 34%, Figura 4.9).

A relagao sinal-ruido (do inglés signal-to-noise ratio — SNR) para cada um dos cinco
espectros de cada sujeito foi calculada dividindo-se a altura do pico de NAA pelo desvio
padrao do ruido numa regiao do espectro sem picos (ou seja, pelo desvio padrao dos duzentos
primeiros pontos do lado esquerdo do espectro). Obteve-se uma SNR maior que 11 para
todos os espectros dos 20 sujeitos. De acordo com os testes estatisticos realizados, os

resultados obtidos sao significantes.
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Figura 4.9.: Variagao percentual do NAA para os 2 sujeitos restantes.

4.1.4. Andlise através da altura do pico — Primeira linha de base

Nesta quantificacao, todas as etapas de processamento usadas na analise anterior
foram mantidas, mas agora com um ajuste mais fino na correcao de fase, de forma que os
espectros ficassem com a maior semelhanga possivel aos mostrados em Edden et al. [15]
(Figura 4.10). Para calcular as variagoes de NAA e NAAG, determinou-se a altura do pico
de NAA (ou NAAG), ao invés de calcular a drea sob o pico, como tinha sido feito até agora.
Essa escolha foi tomada porque a altura do pico é mais estavel que a integral sob o pico, ou
seja, é mais reprodutivel®.

Outra medida que ainda nao tinha sido levada em conta foi a estimativa de uma linha
de base de referéncia para os espectros, a ser considerada no momento da quantificagao, pois
nem sempre os espectros seguem uma linha aproximadamente paralela ao eixo horizontal.
Este fato ocorre devido a sobra do pico da dgua resultante da supressao parcial da mesma
devido aos pulsos da sequéncia MEGA-PRESS nessa regiao. Para calcular essa linha de
referéncia foi feita a média entre os 10 pontos no inicio e no final do pico em torno de 2,5ppm,
para o NAA e para o NAAG, entao tragou-se uma reta que passasse pelos dois pontos

médios (Figura 4.11) e seu valor correspondente foi subtraido da altura encontrada para o

5Tais testes de reprodutibilidade foram realizados por Richard Edden, da Universidade de John Hopkins,
que apresentou primeiramente em [15] a separagio dos picos de NAA e NAAG em experimento “estdtico”
usando a sequéncia MEGA-PRESS, e que foi colaborador neste trabalho. A sugest@o sobre o célculo da
altura foi dada por ele.
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Figura 4.10.: Acima, espectros tomados como exemplo [15]; abaixo, espectros finais para um
sujeito, faseados de forma a ficarem o mais parecido possivel com o exemplo.
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Figura 4.11.: Linha de base estimada para espectros de NAA e NAAG.
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Figura 4.12.: Variacao percentual para 17 sujeitos que seguiram o mesmo padrao de diminuicao
do NAA durante o estimulo. Altura do pico — Primeira linha de base.
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Figura 4.13.: Variacdo percentual do NAA para os 3 sujeitos restantes. Altura do pico — Primeira
linha de base.
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Figura 4.14.: Variacao percentual para 14 sujeitos que seguiram o mesmo padrao de aumento de
NAAG durante o estimulo. Altura do pico — Primeira linha de base.
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Figura 4.15.: Variagao percentual para os 4 sujeitos restantes. Altura do pico — Primeira linha de
base.
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pico. Com os procedimentos citados encontrou-se os resultados mostrados nas Figuras 4.12,
4.13, 4.14 e 4.15. Dados de NAAG de dois sujeitos tiveram que ser descartados devido a
sua baixa qualidade. Para o NAA foi obtido uma SNR maior que 11 novamente, e para o
NAAG uma SNR maior que 4.

Dezesseis (de 20) sujeitos seguiram o mesmo padrao de decréscimo do NAA (entre
-1% e -61%) durante o estimulo, com uma tendéncia a retornar aos niveis basais no final
do paradigma na maioria dos casos (Fig. 4.12), e trés seguiram padrao de aumento de
NAA (entre 3% e 11%, Figura 4.13). Quatorze (de 18) sujeitos seguiram um padrao inverso
para o NAAG: aumento entre 17% e 183% durante a ativacao com a tendéncia de retornar
aos niveis basais no final do paradigma (Figura 4.12) e quatro sujeitos apresentaram um
padrao de decréscimo de NAAG (entre -2% e -14%, Figura 4.15). No total, doze sujeitos
apresentaram ambos os padroes de variacao (decréscimo de NAA e aumento de NAAG).
Estes individuos tiveram em média uma variacao de -19% para o NAA e aumento de 62%
para o NAAG durante o estimulo, retornando para -14% (NAA) e 47% (NAAG) no final do
paradigma.

Comparando-se os resultados de NAA obtidos nesta analise com os da andlise anterior,
nota-se que os valores percentuais variaram, porém isso nao ¢é inesperado, uma vez que
agora foi considerada uma linha de base e a variagao percentual foi calculada através da
altura do pico. Apesar disso, quase todos os sujeitos mantiveram-se no mesmo grupo de
padrao de variagao, com excecao dos Sujeitos 4, 5, 11 e 20, que nao seguiram conjuntamente
o mesmo padrao quando comparadas as duas analises. As discrepancias existentes podem
ser devido aos fatores comentados acima. Por outro lado, dezesseis sujeitos seguiram o
mesmo padrao de decréscimo em ambas as analises, enquanto o Sujeito 20 nao o seguiu em
ambas (Figuras 4.9 e 4.13), o que pode indicar consisténcia de resultados independente da
forma de andlise.

A Figura 4.16 mostra a comparacao entre as duas aquisicoes do Sujeito 1 para o
caso do NAA. Ambas seguem o mesmo padrao, embora a varigao do Sujeito 21 nao seja
oscilatéria como a do Sujeito 1. A comparagao entre os dados de NAAG do mesmo sujeito é
mostrado na Figura 4.17, onde se vé que o padrao de variagao foi bem semelhante, mudando
apenas os valores percentuais.

De acordo com os testes estatisticos, os resultados foram significantes.
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Figura 4.16.: Variacao percentual do NAA para os dois dados do Sujeito 1. Altura do pico —
Primeira linha de base.
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Figura 4.17.: Variacdo percentual do NAAG para os dois dados do Sujeito 7. Altura do pico —
Primeira linha de base.
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Figura 4.18.: Variacao percentual para os 16 sujeitos que seguiram o mesmo padrao de diminuicao
do NAA durante o estimulo. Altura do pico — Segunda linha de base.

4.1.5. Andlise através da altura do pico — Segunda linha de base

Um problema da anélise anterior é que foi usado o mesmo intervalo de pontos de inicio
e fim do pico de NAA e NAAG para todos os sujeitos, o que nao é verdade, uma vez que
hé variacdo entre sujeitos (e até entre os espectros de um mesmo sujeito) para o intervalo
em que os picos de NAA e NAAG estao localizados. Portanto, no momento de calcular
a linha de base de referéncia, tanto para os espectros do experimento de NAA quanto do
experimento de NAAG, foi feita a média entre os 10 pontos no inicio e no final do pico em
torno de 2,5ppm para cada sujeito.

Este ajuste mudou um pouco os valores dos resultados, como pode ser visto nas
Figuras 4.18, 4.19, 4.20 e 4.21. Dezesseis (de 20) sujeitos seguiram o padrao de decréscimo
do NAA (entre -4% e -62%), e quatorze (de 18) sujeitos seguiram o padrao de aumento de
NAAG (entre 10% e 143%), com a tendéncia de voltar ao estado basal. Os outros sujeitos
apresentaram variagoes contrarias: quatro sujeitos seguiram padrao de aumento para o
NAA (entre 1% e 9%) e quatro sujeitos seguiram padrao de decréscimo para o NAAG
(entre -14% e -30%). Assim como anteriormente, doze sujeitos seguiram ambos os padroes
de variacao e com valores semelhantes: média de -19% de decréscimo para o NAA (53%
de aumento para o NAAG) durante o estimulo, com retorno para -14% (42%) no final
do paradigma. O resultado do NAA é similar ao encontrado na andlise anterior (Figuras

4.12 e 4.13), com quase todos os sujeitos permanecendo nos respectivos grupos anteriores,
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Figura 4.19.: Variacao percentual do NAA para os 4 sujeitos restantes. Altura do pico — Segunda
linha de base.
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Figura 4.20.: Variacao percentual para os 14 sujeitos que seguiram o mesmo padrao de aumento
de NAAG durante o estimulo. Altura do pico — Segunda linha de base.
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Figura 4.21.: Variacao percentual do NAAG para os 4 sujeitos restantes. Altura do pico — Segunda
linha de base.

sendo excegao os Sujeitos 4, 8 e 12 (Figuras 4.18 e 4.19). Para o NAAG os valores também
variaram pouco entre os sujeitos, de modo que o padrao de variacao continuou o mesmo
(compare as Figuras 4.14 e 4.15 com as Figuras 4.20 e 4.21). A SNR foi maior que 13 para
o NAA e maior que 5 para o NAAG.

As Figuras 4.22 e 4.23 mostram a variacao percentual para os sujeitos que tiveram
dados repetidos de NAA e NAAG, respectivamente. Nesta andlise ambos os dados seguem
padroes de variacao bem semelhantes.

Os resultados desta analise foram significantes.

4.1.6. Andlise através da altura do pico — Terceira linha de base

Como pode ser visto pela Figura 4.11, a linha de referéncia possui uma inclinagao que
nao acompanha a linha de base do espectro, o que pode resultar em quantificacoes menos
confidveis, ja que nao representa corretamente esta tltima. Entao, pontos mais distantes do
pico de NAA e NAAG foram considerados, onde nao havia picos residuais, nem alteracoes
da linha de base do espectro, i.e., regioes do espectro em que o ruido acompanhava uma
linha reta horizontal. Tendo isso em mente, buscou-se tracar uma nova linha de referéncia
que, como mostra a Figura 4.24, seguisse paralela a linha de base, no caso do NAA. Essa
correcao nao foi feita para o experimento de NAAG porque como os espectros sao bem mais

ruidosos, nao foi possivel em principio encontrar uma regiao proxima do pico que tivesse
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Figura 4.22.: Variacao percentual do NAA para os dois dados do Sujeito 1. Altura do pico —
Segunda linha de base.
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Figura 4.23.: Variacdo percentual do NAAG para os dois dados do Sujeito 7. Altura do pico —
Segunda linha de base.
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Figura 4.24.: Linha de base estimada para espectros de NAA e NAAG.

apenas ruido com linha de base horizontal.

Como resultado, encontrou-se que dezessete sujeitos seguiram um padrao de variagao
com decréscimo de NAA (entre -2% e -60%), alguns com tendéncia a voltar ao estado basal
ao final do paradigma (Figura 4.25). Trés sujeitos apresentaram variagoes contrarias (Figura
4.26), ou seja, aumento de NAA com o estimulo (entre 2% e 16%). Com este ajuste fino, a
média dos valores nao variou consideravelmente quando comparados com a quantificacao
anterior, nem os valores individuais de quase todos os sujeitos. Somente os Sujeitos 12, 16 e
20 nao seguiram o padrao de decréscimo de NAA, de modo que, quando comparado com
a analise anterior, os Sujeitos 12 e 20 continuaram no segundo grupo. O Sujeito 16, que
agora esta neste segundo grupo, possui uma variacao percentual nos blocos de estimulo
muito pequena (entre 1% e 2%), portanto pode ser que seu enquadramento neste segundo
grupo seja devido a variagao decorrente da mudanca de andlise, e nao reflita corretamente
a variacao percentual do metabdlito. O valor da SNR foi maior que 14.

Pela Figura 4.27 é possivel ver que o padrao de variacao do Sujeito 1 para seus dois
conjuntos de dados ainda apresenta diminuicao de NAA durante o estimulo, embora nesta
andlise a variacao percentual seja diferente.

Nesta quantificacao, de acordo com os testes estatisticos, os resultados sao significantes.

4.1.7. Analise através da area sob o pico

Conforme dito anteriormente, a area sob determinado pico é proporcional a concen-
tracdo do metabdlito correpondente [21], entdo uma anélise baseada na drea seria um bom

indicativo para a posterior andlise da variagao da concentragao do NAA ou do NAAG. Com
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Figura 4.25.: Variagao percentual para 17 sujeitos que seguiram padrao semelhante de diminuicao
de NAA durante o estimulo. Altura do pico — Terceira linha de base.
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Figura 4.26.: Variagao percentual dos 3 sujeitos restantes, que seguiram padrao de aumento de
NAA durante o estimulo. Altura do pico — Terceira linha de base.
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Figura 4.27.: Variacdo percentual do NAA para as duas aquisi¢oes do Sujeito 1. Altura do pico —
Terceira linha de base.

este intuito, a area sob o pico em ~2,5ppm foi calculada para o NAA e para o NAAG,
utilizando a linha de base usada na tltima analise da altura. Com este procedimento foram
obtidos valores de variagao para o NAAG muito diferentes dos encontrados anteriormente,
cujo valor mais baixo foi -1068%, para o quarto ponto temporal do Sujeito 9. Porém, esta
variacao estd errada, como é possivel ver na Figura 4.28, onde a area do quarto espectro nao
é dez vezes menor que a do primeiro espectro. Para contornar este problema e verificar se a
quantificacao estava realmente errada, foi calculada a drea sob o pico sem levar em conta
a linha de base. Se tal analise estivesse correta, os valores desta quantificacao deveriam
ser semelhantes ao encontrado antes, o que nao aconteceu. A variacao percentual para o
mesmo espectro do mesmo sujeito foi 3%. Isso indica que a linha de base usada nao estava
correta para a andlise da area, pelo menos para o NAAG, pois de acordo com o local onde
passava, subestimava ou superestimava o resultado.

Contudo, para o NAA tal problema nao ocorreu. A variacao deste metabdlito usando
a linha de base estd mostrada nas Figuras 4.29 e 4.30. Doze sujeitos seguiram o padrao
de decréscimo (entre -16% e -76%) do NAA durante o estimulo, e oito seguiram padrao
contrario (entre 3% e 95%). A Figura 4.75 mostra a variagdo percentual para os dois
conjuntos de dados do Sujeito 1. Estes resultados nao sao estatisticamente significantes,
pois tanto o teste ¢ quanto o de Wilcoxon forneceram um valor p > 0,12 para todos os

pontos temporais.
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Figura 4.28.: Primeiro (em azul) e quarto (em verde) espectro do Sujeito 9 para o experimento de
NAAG. A érea sob o pico de NAAG (em torno de 2,5ppm) no quarto espectro nao é
10 vezes maior que a area do primeiro espectro.

O resultado da andlise através da area sem usar a linha de base é mostrada nas
Figuras 4.32 e 4.33, para o NAA. Foi encontrada uma diminuicao entre -2% e -87% para
dezoito sujeitos, e um aumento de 35% e 43% para dois sujeitos. Os unicos dois sujeitos (4
e 5) que nao seguiram o padrao de descréscimo de NAA no cdculo da drea (Figura 4.33),
também nao o seguiram no célculo da altura (Figura 4.26). Os sujeitos que seguiram o
padrao de decréscimo também o seguiram na anélise da variacao através da altura (Figura
4.25). Para o NAAG h4a também dois grupos: um cujo os sujeitos apresentaram um padrao
de aumento de NAAG durante o estimulo (entre 4% e 171%, Figura 4.34) e outro cujo os
sujeitos apresentaram um decréscimo de NAAG (entre -12% e -83%, Figura 4.35). Dentre os
quinze sujeitos que estavam seguindo o padrao de aumento do NAAG nas andlises anteriores,
apenas nove continuaram seguindo o mesmo padrao. E dos quatro sujeitos que seguiam
o padrao de diminuicao do NAAG, somente o Sujeito 11 continuou no mesmo grupo, os
outros apresentaram padrao diferente nesta analise. Os valores da SNR aqui calculados sao
iguais ao da se¢ao anterior para o NAA e iguais aos da Secao 4.1.5 para o NAAG, uma vez
que seu calculo depende da altura do pico analisado.

Vale ressaltar que o calculo da area sob o pico sem levar em consideracao a linha
de base nao é muito confiavel, especialmente para o NAAG, uma vez que, como mostra a

Figura 4.11, a regiao do pico de NAAG estd abaixo do valor zero, o que pode causar erros
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Figura 4.29.: Variacao percentual para os 12 sujeitos que seguiram padrao semelhante de diminuicao
de NAA durante o estimulo. Area sob o pico com linha de base.
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Figura 4.30.: Variacao percentual para os 8 sujeitos que seguiram padrao semelhante de aumento
de NAA durante o estimulo. Area sob o pico com linha de base.
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Figura 4.31.: Variagdo percentual do NAA para os dois conjuntos de dados do Sujeito 1. Area sob
0 pico com linha de base.
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Figura 4.32.: Variagdo percentual para 18 sujeitos que seguiram padrao semelhante de diminuicao
de NAA durante o estimulo. Area sob o pico.
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Figura 4.33.: Variacao percentual para 2 sujeitos que seguiram padrao semelhante de diminuicao
de NAA durante o estimulo. Area sob o pico.
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Figura 4.34.: Variacao percentual para 9 sujeitos que seguiram padrao semelhante de aumento de
NAAG durante o estimulo. Area sob o pico.
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Figura 4.35.: Variacao percentual para 8 sujeitos que seguiram padrao semelhante de decréscimo
de NAAG durante o estimulo. Area sob o pico.

associados & determinagao correta da drea (e também altura) sob o pico. Essa divergéncia
dos resultados, especialmente para o NAAG, pode ser explicada pelo fato citado acima e
também que como o pico de NAAG é menor, sua relacao sinal-ruido também é, portanto
variagoes do ruido podem causar erros na quantificacao pela area, uma vez que estaria
sendo somada a contribuicao do ruido, que neste caso nao é pequena. O ruido do espectro
influencia a linha de base, aumentando-a ou diminuindo-a, o que por sua vez, torna o
resultado da area sub ou superestimado. Além disso, a quantificagao pela area apresenta
outras dificuldades. Para calcular a area do pico é necessario saber os pontos iniciais
e finais do mesmo, contudo, isto nao ¢ tao simples de se definir. Os picos nem sempre
comecam e terminam nos mesmos pontos, para todos os sujeitos, o que faz desta tarefa um
procedimento mais delicado. Consequentemente, esses problemas sao fontes de erro para a
quantificacao devido a subjetividade inerente a interacao do usuario.

As Figuras 4.36 e 4.37 apresentam a variacao percentual do NAA e do NAAG,
respectivamente, para os segundos dados dos Sujeitos 1 e 7. Novamente as variagoes seguem
o mesmo padrao, com pouca diferenca para o caso do NAA.

Para o NAA, o terceiro e quarto pontos temporais foram significantes com um nivel
de confianca de 95%, enquanto que o segundo ponto teve um nivel de 94%. O tltimo ponto
do experimento de NAA e todos os pontos do experimento de NAAG apresentaram p >

0,1, portanto nao sao estatisticamente significantes.
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Figura 4.36.: Variacao percentual do NAA para os dois conjuntos de dados do Sujeito 1. Area sob
0 pico.
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Figura 4.37.: Variagao percentual do NAAG para os dois conjuntos de dados do Sujeito 7. Area
sob o pico.
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4.1.8. Analise através da altura do pico — Espectro absoluto

Como dito anteriormente, apds todas as etapas de pré-processamento foi realizada
uma corre¢ao de fase manual com o intuito de deixar os espectros o mais proximo possivel
da forma encontrada em [15]. Esta corre¢ao porém, é também uma fonte adicional de
erro, e por ser manual depende do julgamento do usuario. Como esta correcao de fase é
sutil, ela nao é extremamente necessaria no caso dos espectros de NAA e NAAG, portanto,
optou-se por fazer dois procedimentos alternativos: o primeiro foi calcular a variacao dos
dois metabdlitos sem considerar a correcao de fase e a segunda foi calcular a area e a altura
dos espectros absolutos. O primeiro procedimento sera tratado mais adiante, pois junto com
ele foi feita outra mudanca no pré-processamento para deixar a analise mais robusta. O
segundo procedimento foi escolhido porque os espectros absolutos nao dependem de nenhum
tipo de faseamento, o que elimina a introducao de um possivel viés na andlise, apesar da
concentracao dos metabdlitos ser proporcional a area do espectro real. De qualquer forma,
este ultimo procedimento indica se ha alguma variacao dos metabdlitos mediante estimulo,
independente de sua concentracao, e pode ser usado para comparar seu resultado com os
obtidos anteriormente. A Figura 4.38 mostra a forma dos picos de NAA e NAAG, para o
espectro absoluto.

O resultado para a variacao percentual do NAA com o céalculo da altura dos picos
estd mostrado nas Figuras 4.39 e 4.40. Dezenove sujeitos seguiram o mesmo padrao de
decréscimo de NAA (entre -8% e -51%), enquanto o outro sujeito teve um aumento de
13% (Figura 4.40). Para o NAAG, dezesseis sujeitos seguiram o padrao de aumento do
metabdlito (entre 4% e 173%), enquanto os outros dois sujeitos seguiram padroes diferentes
(diminuigao entre -31% e -45%, Figura 4.42). Estes dois sujeitos apresentaram o mesmo
padrao de variagao de NAAG em todas as andlises anteriores, com excecao da ultima analise,
onde foi usada a area sob o pico. Nesta analise, a SNR foi maior que 8 para o NAA e maior
que 3 para o0 NAAG (com excegao do terceiro espectro (de 5) do Sujeito 2, do segundo
espectro do Sujeito 5 e do primeiro, terceiro e quarto espectros do Sujeito 11, cujos valores
da SNR estao entre 1,5 e 3).

Os dois conjuntos de dados do Sujeito 7, para o NAAG, seguiram o mesmo padrao
de variagao (Figura 4.44), conforme anteriormente. Os dados do Sujeito 1, porém, nao
apresentaram a mesma variagdo do Sujeito 21, na maioria dos pontos temporais (Figura
4.43), sendo o tnico sujeito que nao se enquadrou no Grupo 1. O Sujeito 21, por outro lado,

se enquadra neste grupo.
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Figura 4.38.: Picos de NAA (acima) e NAAG (abaixo) em torno de 2,5ppmem para um espectro
absoluto de hidrogénio.
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Figura 4.39.: Variagao percentual para 19 sujeitos que seguiram padrao semelhante de decréscimo
de NAA durante o estimulo. Altura do pico — Espectro absoluto.
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Figura 4.40.: Variacao percentual para 1 sujeito que seguiu padrao diferente do grupo da Figura
4.39. Altura do pico — Espectro absoluto.
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Figura 4.41.: Variagao percentual para 16 sujeitos que seguiram padrao semelhante de aumento
de NAAG durante o estimulo. Altura do pico — Espectro absoluto.
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Figura 4.42.: Variagao percentual para os 2 sujeitos restantes, cujos valores nao acompanharam o
padrao apresentado na Figura 4.41. Altura do pico — Espectro absoluto.
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Variacao percentual do NAA para os dois conjuntos de dados do Sujeito 1. Altura
do pico — Espectro absoluto.
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Figura 4.44.: Variacao percentual do NAAG para os dois conjuntos de dados do Sujeito 7. Altura
do pico — Espectro absoluto.

De acordo com os testes estatisticos, os resultados sao significantes.

4.1.9. Andlise através da area sob o pico — Espectro absoluto

O célculo da area sob o pico do espectro absoluto foi feito sem usar linha de base e deu
resultados contrarios ao esperado, pois, tanto para o NAA quanto para o NAAG, sujeitos
que haviam seguido o mesmo padrao em todas as quantificagoes anteriores nesta analise
seguiram padroes opostos. Para o NAA, cinco sujeitos seguiram o padrao de decréscimo
durante o estimulo (entre -4% e -57%, Figura 4.45) e quinze seguiram o padrao de aumento
do metabdlito (entre 3% e 90%, Figura 4.46). Quatro sujeitos seguiram o padrao de aumento
de NAAG durante o estimulo (entre 2% e 8%, Figura 4.47) e quatorze seguiram o padrao
contrario (entre -2% e -64%, Figura 4.48). Este resultado é inesperado porque existem
sujeitos que estavam no mesmo grupo de variacao durante todas as quantificacoes e agora
tiveram padroes diferentes. Para o NAA, os Sujeitos 10, 13, 14, 15 e 17 sao os tnicos que
mantiveram o mesmo padrao de variagao desde o inicio, e dos 20 sujeitos, sete seguiram
agora padroes que nao haviam seguido antes, em quaisquer anélises anteriores (Sujeitos 2,
3,6,7,9,18 e 19). Para o NAAG, os Sujeitos 5, 11 e 14, seguiam o padrao contrario ao
encontrado agora, em todas as andlises anteriores (com exce¢ao do Sujeito 5, que no célculo
da drea também estava no Grupo 1). Tais resultados, tanto para o NAA quanto para o

NAAG, nao sao confidaveis, uma vez que os espectros absolutos nao seguem uma linha de
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Figura 4.45.: Variacao percentual para 5 sujeitos que seguiram padrao semelhante de decréscimo
de NAA durante o estimulo. Area sob o pico — Espectro absoluto.
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Figura 4.46.: Variacdo percentual para 15 sujeitos que seguiram padrao aumento de NAA durante
o estimulo. Area sob o pico — Espectro absoluto.
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Figura 4.47.: Variagao percentual para 4 sujeitos que seguiram padrao semelhante de aumento de
NAAG durante o estimulo. Area sob o pico — Espectro absoluto.

Espectros individuais - NAAG

20 T T

10 B
_ S —— Sujeito 01
or X = \ & — | ——Sujeito 03
\ —e—Sujeito 07
A0+ - ] -o— Sujeito 08
. —e—Sujeito 09
= 201 | —e— Sujeito 10
R 30l | Sujeito 12
L —e—Sujeito 13
[ —&— Sujeito 15
> 401 | —e—Sujeito 18
—a—Sujeito 17
-50- 7= Suieito 18
——Sujeito 19
-60 =+— Sujeito 20

-70F B

-80 | | | | |
off on on off off
blocos

Figura 4.48.: Variagao percentual para 14 sujeitos que seguiram padrao semelhante de decréscimo
de NAAG durante o estimulo. Area sob o pico — Espectro absoluto.
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Figura 4.49.: Variacdo percentual do NAA para os dois conjuntos de dados do Sujeito 1. Area sob
o pico — Espectro absoluto.

base paralela ao eixo horizontal (Figura 4.38). Esse problema pode ter sido o responsavel
pela mudanca nos padroes de variagao encontrados para a maioria dos sujeitos desta secao.
As Figuras 4.49 e 4.50 mostram a variacao percentual para os sujeitos escaneados
duas vezes, no experimento de NAA e de NAAG, respectivamente. Sua variacao percentual
seguiu o mesmo padrao nas duas aquisi¢oes durante o estimulo visual.
Para o NAA, o tinico conjunto de dados estatisticamente significante é o correspondente

ao segundo ponto temporal, enquanto que para o NAAG todos os resultados sao significantes.

4.1.10. Resumo dos resultados obtidos

O resumo dos resultados obtidos, com o grupo de cada sujeito, nas diferentes quantifi-
cacoes realizadas até agora esta mostrado nas Tabelas 4.1 e 4.2. Para o experimento de
NAA, os Sujeitos 10, 13, 14, 15 e 17 seguiram o mesmo padrao em todas as quantificacoes
feitas (diminui¢ao de NAA). Os Sujeitos 2, 7, 9 e 19 acompanharam o mesmo padrao em
sete das oito quantificagoes realizadas (diminuigdo de NAA), sendo a excegao a andlise
da Secgao 4.1.9, cujo resultados sao duvidosos devido ao problema exposto na mesma. Os
Sujeitos 3, 6, 8, 18 e 20 permaneceram no mesmo grupo (diminui¢do de NAA, com excegao
do Sujeito 20) em seis das oito andlises, enquanto os Sujeitos 1, 4, 11 e 16 acompanharam o
mesmo padrao de decréscimo de NAA em cinco das oito quantificagoes. Os Sujeitos 5 e

12 estiveram em metade das aquisi¢oes no Grupo 1 e em outra metade no Grupo 2. Os
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Figura 4.50.: Variagdo percentual do NAAG para os dois conjuntos de dados do Sujeito 7. Area
sob o pico — Espectro absoluto.

dois conjuntos de dados do Sujeito 1 concordaram em padrao de variacao em sete das oito
analises.

No experimento de NAAG, os Sujeitos 1, 2, 9, 10, 13, 15, 16, 17 e 20 seguiram o
mesmo padrao de aumento de NAAG em quatro das cinco quantificacdes®. Os Sujeitos 3,
5, 7,12, 18 e 19 seguiram o mesmo padrao de aumento de NAAG (Grupo 1) em trés das
cinco diferentes andlises, enquanto que os Sujeitos 8, 11 e 14 seguiram o padrao contrario
(Grupo 2) nas mesmas anélises. Os dois conjuntos de dados do Sujeito 7 concordaram em
padrao de variacao em todas as andlises.

Em suma, quatorze (de 20) sujeitos seguiram o padrao de diminui¢ao de NAA durante
o estimulo na maioria das andlises (em seis das oito, sendo o numero aumentado para
dezoito se consideradas cinco das oito andlises) e quinze (de 18) sujeitos seguiram o padrao
de aumento de NAAG durante o estimulo (em trés das cinco andlises). A Tabela 4.3 mostra
a faixa de valores percentuais de variacao de NAA e NAAG para as diferentes andlises.
A faixa de valores para a diminuicao de NAA é semelhante em todas as quantificagoes,
com excegao apenas da primeira quantificagdo (que conforme foi explicado nao é muito
configvel), cujo valor minimo foi de -201%. O mesmo pode ser dito para o experimento

de NAAG, cuja faixa de valores para o aumento do metabdlito também é parecida, com

64 cinco andlises e ndo seis porque nio o reajuste da linha de base nio foi feito para o NAAG no segundo
calculo da altura do pico. Portanto, para este metabdlito, os resultados da altura do pico usando a
primeira linha de base e usando a segunda linha de base sao iguais.
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Tabela 4.1.: Agrupamento dos sujeitos para as diferentes quantificacoes realizadas para o NAA. Os
nimeros 1 e 2 se referem aos grupos nos quais os sujeitos se enquadraram, conforme
foi explicado no inicio deste capitulo.

NAA
Sujeitos Area sob o pico Altura do pico Altura do pico Altura do pico
la. quantificacado 1la. linha de base 2a. linha de base 3a. linha de base
1 1 1 1 1
2 1 1 1 1
3 1 1 1 1
4 1 2 1 1
) 1 2 2 1
6 1 1 1 1
7 1 1 1 1
8 1 1 2 1
9 1 1 1 1
10 1 1 1 1
11 2 1 1 1
12 1 1 2 2
13 1 1 1 1
14 1 1 1 1
15 1 1 1 1
16 1 1 1 2
17 1 1 1 1
18 1 1 1 1
19 1 1 1 1
20 2 2 2 2
21 - 1 1 1
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NAA
Sujeitos Area sob o pico Area sob o pico Altura do pico Area sob o pico
3a. linha de base sem linha de base Espectro absoluto Espectro absoluto
1 2 1 2 2
2 1 1 1 2
3 2 1 1 2
4 1 2 1 2
) 1 2 1 2
6 2 1 1 2
7 1 1 1 2
8 1 1 1 2
9 1 1 1 2
10 1 1 1 1
11 2 1 1 2
12 2 1 1 2
13 1 1 1 1
14 1 1 1 1
15 1 1 1 1
16 2 1 1 2
17 1 1 1 1
18 2 1 1 2
19 1 1 1 2
20 2 1 1 2
21 2 1 1 2
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Tabela 4.2.: Agrupamento dos sujeitos para as diferentes quantificagoes realizadas para o NAAG.
Os nimeros 1 e 2 se referem aos grupos nos quais os sujeitos se enquadraram, conforme
foi explicado no inicio deste capitulo.

NAAG
Sujeitos Area sob o pico Altura do pico Altura do pico Altura do pico
la. quantificacao 1la. linha de base 2a. linha de base 3a. linha de base
1 - 1 1 -
2 - 1 1 -
3 - 1 1 -
4 - excluido excluido -
) - 2 2 -
6 - excluido excluido -
7 - 1 1 -
8 - 2 2 -
9 - 1 1 -
10 - 1 1 -
11 - 2 2 -
12 - 1 1 -
13 - 1 1 -
14 - 2 2 -
15 - 1 1 -
16 - 1 1 -
17 - 1 1 -
18 - 1 1 -
19 - 1 1 -
20 - 1 1 -
21 - 1 1 -
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NAAG
Sujeitos Area sob o pico Area sob o pico Altura do pico Area sob o pico
3a. linha de base sem linha de base Espectro absoluto Espectro absoluto
1 - 1 1 2
2 - 2 1 1
3 - 2 1 2
4 - excluido excluido excluido
5) - 1 2 1
6 - excluido excluido excluido
7 - 2 1 2
8 - 1 1 2
9 - 1 1 2
10 - 1 1 2
11 - 2 1 1
12 - 2 1 2
13 - 1 1 2
14 - 1 2 1
15 - 1 1 2
16 - 1 1 2
17 - 1 1 2
18 - 2 1 2
19 - 2 1 2
20 - 1 1 2
21 - 2 1 2
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Tabela 4.3.: Intervalo de variagoes percentuais dos sujeitos para cada padrao de variagao do NAA

e do NAAG.
NAA
Grupo Area sob o pico

la. quantificacao

Altura do pico

la. linha de base

Altura do pico

2a. linha de base

Altura do pico

3a. linha de base

1 -2% —-201% -1% — -61% -4% — -62% -3% — -60%
2 7% — 34% 3% - 11% 1% - 9% 2% — 16%
Grupo Area sob o pico Area sob o pico Altura do pico Area sob o pico
3a. linha de base sem linha de base Espectro absoluto Espectro absoluto
1 -16% — -76% -2% — -87% -8% — -51% -4% — -57%
2 3% — 95% 35% — 43% 13% 3% — 90%
NAAG
Grupo Area sob o pico Altura do pico Altura do pico Altura do pico
la. quantificagao la. linha de base 2a. linha de base 3a. linha de base
1 - 17% — 183% 10% — 143% -
2 - 2% — -14% -14% - -30% -
Grupo Area sob o pico Area sob o pico Altura do pico Area sob o pico
3a. linha de base sem linha de base Espectro absoluto Espectro absoluto
1 - 4% - 1711% 4% — 173% 2% — 8%
2 - -12% — -83% -31% — -45% -2% — -64%
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excecao da realizada na Segao 4.1.9, cujos problemas ja foram discutidos. Porém, para o
grupo cujo NAA aumentou e cujo NAAG diminuiu, a faixa de valores percentuais também
mudou, nao seguindo valores semelhantes em nenhuma das quantificagoes. Tais resultados
parecem ser, em geral, consistentes e independentes da analise para o caso de decréscimo de
NAA e aumento de NAAG (salvo a quantificacao da Secao 4.1.9 para o NAAG). Os padroes
de variagao contrarios nao apresentaram esta uniformidade, pois podem ser resultados que

nao representam realmente a variagao dos metabdlitos mediante o estimulo.

4.2. Segundo conjunto de resultados

Com o intiuto de melhorar a visualizacao dos resultados e tornar a andlise mais robusta,
foi feita uma modificagao no processamento dos dados, para depois quantifica-los novamente.
Tal mudanca consistiu da nao exclusao dos espectros entre os blocos de repouso e estimulo,
e da soma dos espectros de 20 em 20, mas com um passo de 10, i.e., foram somados do
espectro 1 ao espectro 20, depois do espectro 11 ao 30, do 21 ao 40, etc. até a tltima soma,
que foi do espectro 81 ao 100. Portanto, foram obtidos 9 espectros resultantes, um para cada
uma destas somas. A soma foi feita com 20 espectros para que a relacao sinal-ruido fosse
consideravel, e o passo de 10 foi escolhido para haver mais pontos temporalmente, obtendo
consequentemente uma visualizagao melhor da variacao metabdlica ao longo da aquisicao.
Um passo menor que 10 nao foi tomado porque apresentaria flutuagoes na variagao dos
metabdlitos, como pode ser visto para o caso do NAA na Figura 4.51, onde foi feita a soma
de 20 em 20 com passo 5 e com passo de 10, para dois sujeitos. O eixo das abscissas indica
o nimero de espectros obtidos (9 para passo de 10 e 18 para passo de 5), enquanto o eixo
das ordenadas mostra a variagao percentual. O Sujeito 10 nao foi considerado nas andlises
porque seu espectro resultante apresentou picos em 2ppm e 3ppm que deveriam ter sido

cancelados, quando foi feita a combinacao dos espectros pares com os espectros impares.

4.2.1. Andlise através da altura do pico

Apés fazer os procedimentos citados a altura do pico de NAA e de NAAG foi calculada,
nos nove espectros resultantes para cada sujeito. Porém, desta vez, a tltima correcao de fase
nao foi feita, porque apesar desta ultima correcao ter sido feita para ajustar os espectros o
mais proximo possivel do mostrado em [15], era uma fonte adicional de erro, ja que dependia

do julgamento do usuario. Além disso, esta corre¢ao nao era extremamente necesséaria, pois
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Figura 4.51.: Variagao percentual do NAA para dois sujeitos, utilizando passos de 5 (figuras a
esquerda, uma para cada sujeito) e de 10 (figuras a direita, uma para cada sujeito).
Os dezoito (para passo de 5), ou nove (para passo de 10), pontos no eixo das abscissas
correpondem a cada um dos dezoito, ou nove, espectros resultantes.
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Figura 4.52.: Primeiro espectro (de 9) para o Sujeito 1, no experimento de NAA. O pico de NAA
estd em torno de 2,5ppm.

os espectros jé possufam uma forma bem caracteristica, tanto para o NAA (Figura 4.52),
quanto para o NAAG (Figura 4.53). A linha de base utilizada foi a mesma da Segao 4.1.6,
que até o momento ¢ a mais adequada (Figuras 4.54 e 4.55).

Dezesseis (de 19) sujeitos seguiram o padrao de decréscimo de NAA durante o periodo
de estimulo (entre -4% e -60%), Figura 4.56), e trés sujeitos seguiram padrao contrario (entre
5% e 16%, Figura 4.57). Quinze (de 18) sujeitos apresentaram padrao de aumento de NAAG
durante o estimulo (entre 14% e 150%, Figura 4.58), e trés sujeitos seguiram o padrao de
diminui¢ao do metabdlito (entre -24% e -38%, Figura 4.59). Para o NAA, os Sujeitos 1,
5 e 20 se enquadraram no Grupo 2, concordando com analises anteriores; para o NAAG
os sujeitos do Grupo 2 sao 0 5, o 11 e o 14, o que também concorda com os resultados
ja mostrados. Os valores da SNR foram maiores que 14 para o NAA e 3 para o NAAG.
Além dos valores individuais, também foi calculada a média da variacao dos sujeitos que se
enquadraram no Grupo 1 (diminui¢ao de NAA, aumento de NAAG), nesta quantificacao,
junto com o respectivo desvio padrao. O resultado estd mostrado nas Figuras 4.60 e 4.61,
para o NAA e o NAAG, respectivamente.

Os pontos entre os blocos de estimulo e repouso (segundo e sexto pontos) correpondem
a espectros cuja soma foi feita com metade deles sendo do bloco on e metade sendo do
bloco off. Isso significa que temos uma contribuicao de ambos os periodos, mas apesar de

parecer “contaminada” a primeira vista com espectros de situacoes diferentes, nao deve ser
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Figura 4.53.: Primeiro espectro (de 9) para o Sujeito 1, no experimento de NAAG. O pico de
NAAG estd em torno de 2,5ppm.

Figura 4.54.: Exemplo de espectro para experimento de NAA, com a terceira tentativa de linha
de base.
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Figura 4.55.: Exemplo de espectro para experimento de NAAG, com a terceira tentativa de linha

de base.
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Figura 4.56.: Variagdo percentual para os 16 sujeitos que seguiram o mesmo padrao de diminuicao

de NAA durante o estimulo. Altura do pico.
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Figura 4.57.: Variacao percentual para os 3 sujeitos que seguiram o padrao de aumento de NAA
durante o estimulo. Altura do pico.
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Figura 4.58.: Variacao percentual para os 15 sujeitos que seguiram o mesmo padrao de aumento
de NAAG durante o estimulo. Altura do pico.
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Figura 4.59.: Variagao percentual para os 3 sujeitos que seguiram o padrao de diminuigao de
NAAG durante o estimulo. Altura do pico.
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Figura 4.60.: Variagao percentual média dos sujeitos que seguiram o padrao de diminuicao de
NAA durante o estimulo. Note que estas nao sao barras de erro, e sim barras que
indicam a faixa do desvio padrao dos sujeitos com relagdo a média. Altura do pico.
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Figura 4.61.: Variacao percentual média dos sujeitos que seguiram o padrao de aumento de NAAG
durante o estimulo. Note que estas nao sao barras de erro, e sim barras que indicam
a faixa do desvio padrao dos sujeitos com relacdo & média. Altura do pico.

desconsiderada, pois contém informagoes de periodos com estimulo que podem ser (como em
alguns casos mostra ser) os pontos de variagdo méxima dos metabdlitos. Embora tais pontos
contenham os espectros que foram excuidos nas anélises anteriores (devido ao descompasso
entre o scanner e o sistema Floquence) isso nao é mais um problema como antes (onde a
exclusao de tais espectros era fundamental para se ter certeza de que cada um dos cinco
pontos temporais representasse corretamente um bloco on ou off), pois estes sdo pontos
de transicao que de qualquer maneira contém informacgoes dos periodos de repouso e de
estimulo. Portanto, nao se sabe exatamente, de qualquer forma, em qual instante dentro
desse intervalo ocorreu o inicio (ou fim) do estimulo.

As Figuras 4.62 e 4.63 mostram a variagao percentual para os sujeitos escaneados
duas vezes, no experimento de NAA e de NAAG, respectivamente. Sua variacao percentual
seguiu, novamente, o mesmo padrao nas duas aquisicoes, especialmente para o NAAG.

De acordo com os testes estatisticos os resultados sao significantes.

4.2.2. Anadlise através da altura do pico — Espectro absoluto

A altura dos picos de NAA e NAAG dos espectros absolutos para todos os sujeitos
também foi calculada, utilizando o procedimento da secao anterior. Obtive-se, entao, os

seguintes resultados: dezoito (de 19) sujeitos seguiram o padrao de decréscimo de NAA
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Figura 4.62.: Variacao percentual do NAA para os dois conjuntos de dados do Sujeito 1. Altura

do pico.
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Figura 4.63.: Variacao percentual do NAAG para os dois conjuntos de dados do Sujeito 7. Altura
do pico.
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Figura 4.64.: Variacao percentual para os 18 sujeitos que seguiram o mesmo padrao de diminuicao
de NAA durante o estimulo. Altura do pico — Espectro absoluto.

mediante o estimulo (entre -10% e -54%, Figura 4.64) e um sujeito seguiu o padrao contrario
(16%, Figura 4.65). Doze (de 18) sujeitos apresentaram padrao de aumento de NAAG
durante o estimulo (entre 17% e 126%, Figura 4.66) e seis sujeitos apresentaram um padrao
de decréscimo do metabdlito (entre -19% e -31%, Figura 4.67). Para o NAA os sujeitos
aqui agrupados concordam com o agrupamento da Secao 4.1.8, e para o NAAG os sujeitos
seguem parcialmente os agrupamentos anteriores. As excegoes sao o Sujeito 13, que nao se
enquadrou no Grupo 2 em nenhuma analise anterior, e os Sujeitos 2 e 19, que estiveram
neste grupo na Secao 4.1.7. Nesta quantificacao, para o NAAG, os Sujeitos 2, 8 e 11
apresentaram variagoes percentuais para o segundo e sexto pontos muito maiores que para
os pontos adjacentes.

Os valores médios para sujeitos do Grupo 1, com as respectivas barras de desvio
padrao, tanto do experimento de NAA, quanto do experimento de NAAG, estao mostrados
nas Figuras 4.68 e 4.69, respectivamente. Os valores da SNR foram maiores que 8 para o
NAA e maior que 3 para o NAAG (com excegao do Sujeito 11 que apresentou valor menor
que 3). Uma outra excegao foi o Sujeito 2, para o NAAG, cuja SNR foi negativa. Na
realidade, o valor da altura do pico de NAAG para seu primeiro espectro foi negativa, o que
significa que a linha de base estava acima do valor do pico, para o espectro absoluto deste
sujeito. Isto indica um problema nos pontos utilizados para definir os limites da linha de

base. Além disso, definir uma linha de base para os espectros absolutos é mais dificil que
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Figura 4.65.: Variacao percentual para o sujeito que apresentou aumento de NAA durante o
estimulo. Altura do pico — Espectro absoluto.
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Figura 4.66.: Variagao percentual para os 14 sujeitos que apresentaram padrao de aumento de
NAAG durante o estimulo. Altura do pico — Espectro absoluto.
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Figura 4.67.: Variacao percentual para os 6 sujeitos que apresentaram padrao de decréscimo de
NAAG durante o estimulo. Altura do pico — Espectro absoluto.
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Figura 4.68.: Variagao percentual média dos sujeitos que seguiram o padrao de diminuicao de
NAA durante o estimulo. Altura do pico — Espectro absoluto.
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Figura 4.69.: Variacao percentual média dos sujeitos que seguiram o padrao de diminuicao de
NAA durante o estimulo. Altura do pico — Espectro absoluto.

para os espectros reais, pois os primeiros nao possuem a propria linha de base horizontal,
mas sim ligeiramente inclinada, como pode ser visto na Figura 4.38.

Como anteriormente, os dois resultados do Sujeito 7 concordam em padrao de variagao
(Figura 4.71), porém os resultados do Sujeito 1 seguiram padrdes contréarios, como visto
na Figura 4.70. Os resultados do Sujeito 21 seguem o padrao do Grupo 1 para os dois
experimentos.

De acordo com os testes estatisticos, os resultados sao significantes, com excecao

apenas dos correspondentes ao sexto e ao ultimo pontos temporais do experimento de
NAAG.

4.2.3. Andlise através da area sob o pico

Assim como na Segao 4.1.7, a variagao percentual do NAA e do NAAG por meio da
area sob os respectivos picos foi calculada, com o procedimento adotado nessa segunda parte
dos resultados. Novamente foi considerada a linha de base utilizada na determinacao da
altura do pico e, da mesma forma que na Secao 4.1.7, a variacao percentual para o NAAG
alcancou valores altos. A Figura 4.72 mostra os espectros do Sujeito 13, cuja variacao
de NAAG foi de -1225%. Evidentemente a area sob o pico (em torno de 2,5ppm) nao é
doze vezes menor. Tais resultados sugerem fortemente que a linha de base usada para o

calculo da drea sob o pico nao esté correta. Para o NAA| oito (de 19) sujeitos seguiram o

89



Capitulo 4. Andlise dos Dados e Resultados 4.2. Segundo conjunto de resultados

Espectros individuais - NAA

20

—— Sujeito 01
15H —*— Sujeito 21

variagao %
[=]
T

1 | | | | 1 1 1 1
off offfon on on on on/off off off off
blocos

Figura 4.70.: Variacao percentual do NAA para os dois conjuntos de dados do Sujeito 1. Altura
do pico — Espectro absoluto.
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Figura 4.71.: Variacao percentual do NAAG para os dois conjuntos de dados do Sujeito 7. Altura
do pico — Espectro absoluto.
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Figura 4.72.: Primeiro (azul) e terceiro (vermelho) espectros do Sujeito 13 para o experimento de
NAAG, com as respectivas linhas de base (verde escuro e verde agua).
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Figura 4.73.: Variacao percentual para os 14 sujeitos que apresentaram padrao de diminuicao de
NAA durante o estimulo. Area sob o pico — Terceira linha de base.
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Figura 4.74.: Variagao percentual para os 14 sujeitos que apresentaram padrao de aumento de
NAA durante o estimulo. Area sob o pico — Terceira linha de base.

Espectros individuais - NAA

80

—— Sujeito 01
70H—*— Sujeito 21 .

60~ B

40+ o

%

variagao
(&3]
(=]
T
|

20 b

20 L L | ] | 1 | | |
off offfon on on on on/off off off off

blocos

Figura 4.75.: Variacdo percentual do NAA para os dois conjuntos de dados do Sujeito 1. Area sob
o pico — Terceira linha de base.
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Figura 4.76.: Variagcao percentual para os 15 sujeitos que seguiram o padrao de decréscimo de
NAA durante o estimulo. Area sob o pico — Sem linha de base.

padrao de decréscimo durante o estimulo (entre -18% e -74%, Figura 4.73) e onze seguiram
o padrao contrario (aumento entre 8% e 173%, Figura 4.74). O agrupamento dos sujeitos é
semelhante ao mostrado na na Secao 4.1.7. A Figura 4.75 mostra a variagao percentual
para os dois conjuntos de dados do Sujeito 1. Os testes estatisticos forneceram p > 0,1 para
todos os pontos temporais, concordando também com o resultado da Secao 4.1.7.

Como passo seguinte, a area sob o pico foi calculada sem usar a linha de base. Os
resultados mostram que quinze (de 19) sujeitos seguiram o padrao de decréscimo de NAA
durante o estimulo (entre -19% e -133%, Figura 4.76), enquanto quatro sujeitos seguem
padrao contrério (entre 22% e 128%, Figura 4.77). Para o NAAG os resultados nao sao
confidveis, conforme o que ja foi discutido na Secao 4.1.7, com valores da variacao percentual
chegando a 800%. Esses valores altos sao devido ao mal posicionamento dos espectros com
relacao ao eixo horizontal: alguns espectros possuem parte de sua linha de base em posicoes
mais altas do que outros (Figura 4.78), o que aumenta os valores da drea. O valor da SNR
foi maior que 4 (com excegao do quarto espectro do Sujeito 4, cujo valor foi 2,8) para o NAA.
A média dos sujeitos enquadrados no Grupo 1 para o NAA é mostrada na Figura 4.79. As
variacoes percentuais dos dois conjuntos de dados do Sujeito 1 estao mostradas na Figura
4.80 e seguiram padrao semelhante. Os resultados para o NAA nao foram significantes para
o segundo e terceiro conjunto de pontos, enquanto que para os outros sim.

A area sob os picos de NAA e NAAG dos respectivos espectros absolutos também

93



Capitulo 4. Andlise dos Dados e Resultados 4.2. Segundo conjunto de resultados

Espectros individuais - NAA

150 T T T T T T
—— Sujeito04
Sujeito08
—&— Sujeito 11
7 \ Sujeito20
100 ’ B
=
o
xg L
g 50
8
>
0 .
-50 | | | ] | 1 | | |
off offfon on on on on/off off off off
blocos

Figura 4.77.: Variagao percentual dos 4 sujeitos que seguiram o padrao contrario de variagao de
NAA. Area sob o pico — Sem linha de base.

Figura 4.78.: Primeiro (em azul) e sexto (em vermelho) espectros do Sujeito 20, cuja variagao
percentual chegou a 800%. A linha & esquerda do espectro vermelho estd mais para
cima do que a mesma regiao no espectro azul. Isso faz com que o valor da area seja
maior para o espectro vermelho.
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Variacao percentual média dos sujeitos que seguiram o padrao de diminuigao de
NAA durante o estimulo. Area sob o pico — Sem linha de base.
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Variacao percentual do NAA para os dois conjuntos de dados do Sujeito 1. Area sob
o pico — Sem linha de base.
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Figura 4.81.: Exemplo de linha de base e espectro absoluto para o experimento de NAA. Pela
figura se vé esta linha de base (terceira tentativa) nao acompanha o pico de NAA
em aproximadamente 2,5ppm.

Figura 4.82.: Exemplo de linha de base e espectro absoluto para o experimento de NAAG. Pela
figura se vé esta linha de base (terceira tentativa) ndo acompanha o pico de NAAG
em aproximadamente 2,5ppm.
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foi calculada usando a mesma linha base descrita no inicio desta se¢ao (que foi também a
usada na Segao 4.1.6 para o NAA e na Segao 4.1.5 para o NAAG). Porém, ela nao serviu
como linha de base, pois passa longe do pico, como pode ser visto nos espectros tomados
como exemplo (Figuras 4.81 e 4.82); como resultado a variagdo percentual chegou a valores
altos para alguns sujeitos (cerca de 1000% para o NAAG), que conforme apresentado
anteriormente nao sao corretos. O passo seguinte foi, entao, calcular a area sob o pico do
espectro absoluto, mas sem levar em conta a linha de base, e como o resultado é muito
parecido com o que sera mostrado na Secao 4.2.8, onde serd calculada levando-se em conta
uma linha de base construida a partir de pontos bem préoximos dos extremos do espectro,

ele sera mostrado apenas uma vez naquela sec¢ao.

4.2.4. Anadlise através da altura do pico — Espectro real sem linha de

base

Como os espectros do experimento de NAA possuem a linha do ruido em cima
do eixo das abscissas para quase todos os sujeitos (Figura 4.83), a variacao percentual
do NAA foi calculada sem levar em conta a linha de base usada anteriormente. Esse
procedimento foi feito para retirar uma possivel fonte de erro devido a interagao do usuario.
Tal procedimento nao pode ser feito para o caso do NAAG nem para os espectros absolutos,
porque esses espectros nao estao alinhados paralelamente ao eixo horizontal (Figuras 4.84 e
4.38, respectivamente).

Dezoito (de 19) sujeitos seguiram o padrao de decréscimo de NAA durante o estimulo
(entre -8% e -71%, Figura 4.85) e um sujeito seguiu o padrao contrario (11%, Figura 4.86).
O valor médio de variacao percentual para os sujeitos do Grupo 1 estd mostrado na Figura
4.87 com as barras de desvio padrao correspondentes. O Sujeito 20 novamente nao seguiu
o padrao do Grupo 1. O valor da SNR ¢ igual ao da Secao 4.2.3. Os dados do Sujeito 21
seguiram o mesmo padrao do Sujeito 1, como pode ser visto na Figura 4.88.

De acordo com os testes estatisticos, os resultados desta secao sao significantes.

4.2.5. Anadlise através da altura do pico — Quarta linha de base

Como nem todos os espectros dos sujeitos do experimento de NAA possuiam a linha
de base paralela ao eixo horizontal, e como para o experimento de NAAG e para o célculo

usando os espectros absolutos é necessario definir uma linha de base, foi feita uma nova

97



Capitulo 4. Andlise dos Dados e Resultados 4.2. Segundo conjunto de resultados

Figura 4.83.: Exemplo de espectro de NAA, com a linha do ruido praticamente paralela ao eixo
horizontal.

Figura 4.84.: Exemplo de espectro de NAAG, com a linha do ruido nao paralela ao eixo horizontal.
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Figura 4.85.: Variagao percentual para os 18 sujeitos que seguiram o padrao de decréscimo de
NAA durante o estimulo. Altura do pico — Sem linha de base.
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Figura 4.86.: Variagao percentual o sujeito que seguiu o padrao contrario de variacdo. Altura do

pico — Sem linha de base.
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Figura 4.87.: Variagao percentual média dos sujeitos que seguiram o padrao de diminuicao de
NAA durante o estimulo. Altura do pico — Sem linha de base.
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Figura 4.88.: Variagdo percentual do NAA para os dois conjuntos de dados do Sujeito 1. Altura
do pico — Sem linha de base.
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Figura 4.89.: Exemplo de espectro para experimento de NAA, com a quarta tentativa de linha de
base.

I ol S e

Figura 4.90.: Exemplo de espectro para experimento de NAAG, com a quarta tentativa de linha
de base.
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Figura 4.91.: Variacao percentual para os 18 sujeitos que seguiram o padrao de decréscimo de
NAA durante o estimulo. Altura do pico — Quarta linha de base.

quantificacao levando-se em conta outros valores para construi-la. Isto também foi motivado
pelo fato de que o Sujeito 2 apresentou valores negativos para a SNR, na andlise mostrada
na Secao 4.2.2, o que indica que os valores usados para se definir a linha de base nao estavam
corretos, pelo menos para este sujeito. Os pontos escolhidos para esta nova linha de base
foram a média entre os dez primeiros e dez ultimos pontos no espectro (que possui um
total de 2048 pontos), para 0 NAA, e a média entre os pontos apds o pico de NAAG (por
volta de 1600, sendo que o pico de NAAG estd em torno de 1300) e os tltimos picos do
espectro. A regiao escolhida nao possui picos e estd no eixo horizontal, portanto a linha de
base construida acompanha este eixo (Figuras 4.89 e 4.90).

Dezoito (de 19) sujeitos seguiram o padrao de decréscimo de NAA durante o estimulo
(entre -7% e -77%, Figura 4.91), enquanto um seguiu um padrao diferente (Figura 4.92),
com aumento do metabdlito nos trés primeiros blocos de estimulo (9%), e decréscimo nos
subsequentes. Quatorze (de 18) sujeitos seguiram o padrao de aumento de NAAG durante
o estimulo (entre 26% e 172%, Figura 4.93), e quatro sujeitos seguiram padrao contrério
(com diminuigao entre -7% e -113%, Figura 4.94). Para o NAA, o Sujeito 20 novamente se
enquadrou no Grupo 2 e os valores percentuais foram bem semelhantes aos da Secao 4.2.4;
na verdade houve apenas um deslocamento destes valores, devido a linha de base. Para o
NAAG os Sujeitos 5, 8 e 11 continuaram no Grupo 2, como na maioria das quantificagoes,

junto com o Sujeito 2, que nas Segoes 4.1.7 e 4.2.2 também esteve neste grupo. A variacao
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Figura 4.92.: Variagao percentual para o sujeito que seguiu o padrao contrario de variagao para o
NAA. Altura do pico — Quarta linha de base.
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Figura 4.93.: Variagdo percentual para os 14 sujeitos que seguiram o padrao de aumento de NAAG
durante o estimulo. Altura do pico — Quarta linha de base.
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Figura 4.94.: Variacao percentual para os 4 sujeitos que seguiram o padrao contrario de variacao
para NAAG. Altura do pico — Quarta linha de base.
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Figura 4.95.: Variagao percentual média dos sujeitos que seguiram o padrao de diminuicao de
NAA durante o estimulo. Altura do pico — Quarta linha de base.
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Figura 4.96.: Variacao percentual média dos sujeitos que seguiram o padrao de aumento de NAAG
durante o estimulo. Altura do pico — Quarta linha de base.

média dos sujeitos, para o NAA e NAAG, juntamente com as barras do desvio padrao
correspondentes, estao mostradas nas Figuras 4.95 e 4.96, respectivamente. Embora o
desvio padrao seja grande, a variacao média dos sujeitos ¢ significativa, principalmente para
o NAAG. A SNR encontrada foi maior que 3 para o NAA e para o NAAG, com excecao
dos seguintes pontos temporais, cuja SNR esteve entre 1,5 e 2,5: quarto ponto do Sujeito
4 para o NAA, segundo e terceiro pontos do Sujeito 2 e do quarto ao sétimo pontos do
Sujeito 11 para o NAAG.

Como as Figuras 4.97 e 4.98 mostram, os dois resultados do Sujeito 1 (NAA) e do
Sujeito 7 (NAAG) concordam em padrao de variagdo, com pequena diferenga nos valores
percentuais.

De acordo com os testes estatisticos, os resultados apresentados sao significantes.

4.2.6. Andlise através da altura do pico — Quarta linha de base —
Espectro absoluto
Usando a quarta tentativa de linha de base, a altura dos picos de NAA e NAAG

dos espectros absolutos” também foi calculada. Como serd mostrado abaixo, os resultados

nao concordaram (pelo menos a maioria) com os obtidos anteriormente. Isto porém, nao

"Nesta analise foi usada a média entre os pontos iniciais e finais do espectro para contruir a linha de base,
tanto para o NAA quanto para o NAAG.
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Figura 4.97.: Variacao percentual do NAA para os dois conjuntos de dados do Sujeito 1. Altura
do pico — Quarta linha de base.
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Figura 4.98.: Variacao percentual do NAAG para os dois conjuntos de dados do Sujeito 7. Altura
do pico — Quarta linha de base.
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Figura 4.99.: Variacao percentual para os 8 sujeitos que seguiram o padrao de decréscimo de NAA
durante o estimulo. Altura do pico — Quarta linha de base — Espectro absoluto.

era totalmente inesperado, uma vez que o espectro absoluto possui uma linha de base que
nao ¢ horizontal (Figura 4.38) (diferente dos espectros reais), e a linha de base contruida
estava no eixo horizontal. Esses resultados, portanto, nao sao muito confidveis e nem a
quantificacao é muito robusta, pois a linha de base nao acompanha a linha do espectro.

Oito (de 19) sujeitos seguiram o padrao de decréscimo de NAA durante o estimulo
(entre -4% e -52%, Figura 4.99) e onze seguiram o padrao contrério (entre 4% e 62%, Figura
4.100). Cinco (de 18) seguiram o padrao de aumento do NAAG durante o estimulo (entre
2% e ™%, Figura 4.101) e treze seguiram o padrao de decréscimo do metabdlito (entre -3% e
-33%, Figura 4.102). Tais resultados sao contrarios aos obtidos até entao, onde para o NAA
os sujeitos de niumeros 12 a 20 continuaram no mesmo grupo em que se econtravam na
maioria das aquisi¢oes (Grupo 2 para o Sujeito 20 e Grupo 1 para os demais), com exce¢ao
da quantificacdo feita através da drea sob o pico do espectro absoluto (Segao 4.1.9), onde os
Sujeitos de 1 a 9 e 11 estiveram também no Grupo 2. O mesmo acontece para o NAAG,
cujos sujeitos que nesta andlise estiveram no Grupo 1 (Sujeitos 2, 5, 8, 11 e 14) s@o os
que se enquadraram no Grupo 2 em diversas quantificagoes anteriores (Tabela 4.2). Estes
resultados indicam que a linha de base escolhida nao deve ser adequada para a quantificacao
do espectro absoluto, como se imaginava desde o inicio desta anélise.

A variacao média dos sujeitos dos Grupos 1 e 2, para o NAA, estd mostrada nas

Figuras 4.103 e 4.104, respectivamente. Em ambos os casos o desvio padrao é grande,
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Figura 4.100.: Variacao percentual para os 11 sujeitos que seguiram o padrao de aumento de NAA
durante o estimulo. Altura do pico — Quarta linha de base — Espectro absoluto.
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Figura 4.101.: Variacdo percentual para os 5 sujeitos que seguiram o padrao de aumento de NAAG
durante o estimulo. Altura do pico — Quarta linha de base — Espectro absoluto.

108



Capitulo 4. Andlise dos Dados e Resultados 4.2. Segundo conjunto de resultados

Espectros individuais - NAAG

10 T T T T T
5 - —
of —| —— Sujeito 01
—— Sujeito 03
-5 —| —*—Sujeito 07
—e—Sujeito 09
= -10F - —e—Sujeito 10
2 Sujeito 12
S 151 -| —&—Sujeito 13
5 —&—Sujeito 15
> 20+ —| —e—Sujeito 16
—e—Sujeito 17
-251 — Sujeito 18
——Sujeito 19
-30F ) Sujeito 20
=351 b
_40 | 1 | | | | 1 | |
off off/on on on on on/off off off off
blocos

Figura 4.102.: Variacao percentual para os 13 sujeitos que seguiram o padrao contrario de variacao
para NAAG. Altura do pico — Quarta linha de base — Espectro absoluto.
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Figura 4.103.: Variacao percentual média dos sujeitos que seguiram o padrao de diminuicao de
NAA durante o estimulo. Altura do pico — Quarta linha de base — Espectro absoluto.
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Figura 4.104.: Variacao percentual média dos sujeitos que seguiram o padrao de aumento de NAA
durante o estimulo. Altura do pico — Quarta linha de base — Espectro absoluto.
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Figura 4.105.: Variacao percentual média dos sujeitos que seguiram o padrao de diminuigao de
NAAG durante o estimulo. Altura do pico — Quarta linha de base — Espectro
absoluto.
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Figura 4.106.: Variagao percentual do NAA para os dois conjuntos de dados do Sujeito 1. Altura
do pico — Quarta linha de base — Espectro absoluto.
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Figura 4.107.: Variacdo percentual do NAAG para os dois conjuntos de dados do Sujeito 7. Altura
do pico — Quarta linha de base — Espectro absoluto.
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Figura 4.108.: Variacao percentual para os 14 sujeitos que seguiram o padrao de decréscimo de
NAA durante o estimulo. Area sob o pico — Quarta linha de base.

portanto nao se pode afirmar que este resultado inspira confianca com relacao a distribuicao
dos valores percentuais dos sujeitos. O mesmo nao ocorre para o Grupo 2 no caso no NAAG
(Figura 4.105), onde apesar do desvio padrao grande, pode-se afirmar que o grupo apresenta
variacao negativa de NAAG (mesmo nao sendo grande esta variagao). A SNR encontrada
foi maior que 30 para o NAA e 21 para o NAAG. Apesar da variacao contraria obtida para
o Sujeito 1 no caso do NAA e do Sujeito 7 para o NAAG, seu outro conjunto de dados
(Sujeito 21 em ambos os casos) acompanhou esta varia¢ao, como pode ser visto nas Figuras
4.106 e 4.107.

Os testes estatisticos indicaram que sao significantes apenas os resultados correspon-
dentes ao segundo ponto temporal do experimento de NAA, e do terceiro ao oitavo pontos
do experimento de NAAG.

4.2.7. Anadlise através da area sob o pico — Quarta linha de base

Utilizando a mesma linha de base da Secao 4.2.6, a area sob os picos de NAA e
NAAG em torno de 2,5ppm foi calculada. Quatorze (de 19) sujeitos seguiram o padrao
de decréscimo de NAA durante o estimulo (entre -8% e -109%, Figura 4.108), enquanto
quatro sujeitos seguiram o padrao contrério (entre 28% e 239%, Figura 4.109). A variagao
percentual média dos sujeitos do Grupo 1 com as barras de desvio padrao correspondentes

esta mostrada na Figura 4.110, onde vé-se que ela seguiu o mesmo padrao de decréscimo para
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Figura 4.109.: Variacao percentual dos 5 sujeitos que seguiram o padrao de aumento de NAA
durante o estimulo. Area sob o pico — Quarta linha de base.
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Figura 4.110.: Variacdo percentual média dos sujeitos que seguiram o padrdo de aumento de NAA
durante o estimulo. Area sob o pico — Quarta linha de base.
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Figura 4.111.: Variacao percentual do NAA para os dois conjuntos de dados do Sujeito 1. Area
sob o pico — Quarta linha de base.

as duas aquisicoes do Sujeito 1. De acordo com os testes estatisticos os tinicos resultados
significantes foram os correspondentes ao quinto e ao sexto pontos temporais.

Para o NAAG o célculo da area nao forneceu resultados confiaveis, pois novamente
foram encontrados valores percentuais maiores que 1000% para vdrios sujeitos, tanto usando
a linha de base da Se¢ao 4.2.5 para o experimento de NAAG, quanto a da Segao 4.2.6.
Como comentado nas Segoes 4.1.7 e 4.2.3, esses valores tao altos nao sao confiaveis pois uma
simples inspecao visual dos espectros bastaria para identificar variagoes de tal magnitude,

mas observando os mesmos, verifica-se que nao ¢é o caso.

4.2.8. Andlise através da area sob o pico — Quarta linha de base —

Espectro absoluto

Por fim, foi realizada a quantificacao da area sob o pico de NAA e NAAG do espectro
absoluto com a mesma linha de base que foi utilizada na Secao 4.2.6. Este resultado,
conforme j& dito antes (Sec@o 4.2.6), nao é muito confidvel e nem robusto, portanto serd
mostrado aqui apenas com o intuito de comparar os resultados com os obtidos nas Secoes
4.1.9¢4.2.6.

Quatro sujeitos seguiram um padrao de variacao com decréscimo de NAA durante

o periodo de estimulo (entre -3% e -57%, Figura 4.112) e quinze sujeitos seguiram o
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Figura 4.112.: Variacao percentual para os 4 sujeitos que seguiram o padrao de decréscimo de NAA
durante o estimulo. Area sob o pico — Quarta linha de base — Espectro absoluto.
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Figura 4.113.: Variacao percentual dos 15 sujeitos que seguiram o padrao de aumento de NAA
durante o estimulo. Area sob o pico — Quarta linha de base — Espectro absoluto.
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Figura 4.114.: Variacgao percentual para os 4 sujeitos que seguiram o padrao de aumento de NAAG
durante o estimulo. Area sob o pico — Quarta linha de base — Espectro absoluto.
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Figura 4.115.: Variacdo percentual dos 14 sujeitos que seguiram o padrao de decréscimo de NAAG
durante o estimulo. Area sob o pico — Quarta linha de base — Espectro absoluto.
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Figura 4.116.: Variacao percentual do NAA para os dois conjuntos de dados do Sujeito 1. Area

do pico — Quarta linha de base — Espectro absoluto.
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Figura 4.117.: Variagdo percentual do NAAG para os dois conjuntos de dados do Sujeito 7. Area

do pico — Quarta linha de base — Espectro absoluto.
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padrao contrario (com aumento de NAA entre 9% e 110%, Figura 4.113). Esses resultados
concordam com os obtidos na Secao 4.1.9, pois os mesmos sujeitos foram agrupados da
mesma maneira nos dois casos e também apresentaram quase o mesmo intervalo de variagao;
concordam também com os resultados da Secao 4.2.6, com excecao dos Sujeitos 12, 16 e
19, que naquela se¢ao estavam em outro grupo e concordam de maneira parecida com a
faixa de variacao daquela secao. Os testes estatisticos utilizados forneceram um valor p
> 0,05 para quase todos os pontos temporais, com exce¢ao do segundo, terceiro e quarto
pontos (semelhante ao calculado na Secao 4.1.9). Para o NAAG, quatro sujeitos seguiram
o mesmo padrao de aumento do metabdlito durante o estimulo (entre 3% e 9%, Figura
4.114), enquanto quatorze sujeitos seguiram o padrao contréario (entre -6% e -69%, Figura
4.115). Tais resultados concordam com os das Segoes 4.1.9 e 4.2.6, pois os mesmos sujeitos
estao contidos nos mesmos grupos nestas trés segoes (com excec¢ao do Sujeito 11 na Segao
4.2.6, que estd no Grupo 2). Os intervalos de variagao percentual também sao parecidos,
especialmente os correspondentes ao Grupo 1, para estas trés secoes. Obteve-se com o0s
testes estatisticos que os resultados sao significantes, o que também concorda com o valor
da Secao 4.1.9.

As Figuras 4.116 e 4.117 mostram as variagoes percentuais para os dois conjuntos de

dados dos Sujeitos 1, para o caso do NAA e 7, para o caso do NAAG, respectivamente.

4.2.9. Resumo dos resultados obtidos

Sera apresentado aqui um resumo dos resultados apresentados nesse segundo conjunto
de analises.

A Tabela 4.4 mostra o agrupamento dos sujeitos nas diferentes quantificacoes feitas,
para o experimento de NAA®. Os Sujeitos 14, 15 e 17 se enquadraram no Grupo 1 em todas
as quantificagoes, enquanto os Sujeitos 13 e 20 estiveram no mesmo grupo em sete das oito
analises (Sujeito 13 no Grupo 1 e Sujeito 20 no Grupo 2). Os Sujeitos 2, 9, 12, 16, 18 e 19
apresentaram o mesmo padrao de variagao (diminuicao de NAA) em seis das oito andlises,
enquanto os Sujeitos 1, 3, 6, 7, 8 e 11 se enquadram no mesmo grupo (Grupo 2 para o
Sujeito 11 e Grupo 1 para os demais) em cinco das oito quantificagoes. Os Sujeitos 4 e 5
estiveram metade das andlises no Grupo 1 e a outra metade no Grupo 2. Os dois conjuntos

de dados do Sujeito 1 concordaram em padrao de variagao em cinco das oito analises.

80s resultados usando a quarta linha de base (Se¢do 4.2.5) sdo muito parecidos com os apresentados na
Secao 4.2.4, portanto estes ultimos nao serao mostrados.
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Tabela 4.4.: Agrupamento dos sujeitos para as diferentes quantificagoes realizadas para o NAA. Os
nimeros 1 e 2 se referem aos grupos nos quais os sujeitos se enquadraram, conforme
foi explicado no inicio deste capitulo.

NAA
Sujeitos Altura do pico Altura do pico Area sob o pico Area sob o pico
3a. linha de base 3a. linha de base 3a. linha de base Sem linha de base
Espectro absoluto
1 2 2 2 1
2 1 1 1 1
3 1 1 2 1
4 1 1 1 2
5 2 1 2 1
6 1 1 2 1
7 1 1 1 1
8 1 1 1 2
9 1 1 1 1
10 excluido excluido excluido excluido
11 1 1 2 2
12 1 1 2 1
13 1 1 2 1
14 1 1 1 1
15 1 1 1 1
16 1 1 2 1
17 1 1 1 1
18 1 1 2 1
19 1 1 2 1
20 2 1 2 2
21 1 1 1 1
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NAA
Sujeitos Altura do pico Altura do pico Area sob o pico Area sob o pico
4a. linha de base 4a. linha de base 4a. linha de base 4a. linha de base
Espectro absoluto Espectro absoluto
1 1 2 1 2
2 1 2 1 2
3 1 2 1 2
4 1 2 2 2
) 1 2 1 2
6 1 2 1 2
7 1 2 2 2
8 1 2 1 2
9 1 2 1 2
10 excluido excluido excluido excluido
11 1 2 2 2
12 1 1 1 2
13 1 1 1 1
14 1 1 1 1
15 1 1 1 1
16 1 1 1 2
17 1 1 1 1
18 1 1 1 2
19 1 1 1 2
20 2 2 2 2
21 1 2 1 2
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Tabela 4.5.: Agrupamento dos sujeitos para as diferentes quantificagbes realizadas para o NAAG.
Os nimeros 1 e 2 se referem aos grupos nos quais os sujeitos se enquadraram, conforme
foi explicado no inicio deste capitulo.

NAAG
Sujeitos Altura do pico Altura do pico Area sob o pico Area sob o pico
3a. linha de base  3a. linha de base 3a. linha de base Sem linha de base
Espectro absoluto
1 1 1 - -
2 1 2 - -
3 1 1 - -
4 excluido excluido - -
5 2 2 - -
6 excluido excluido - -
7 1 1 - -
8 1 1 - -
9 1 1 - -
10 1 1 - -
11 2 2 - -
12 1 1 - -
13 1 2 - -
14 2 2 - -
15 1 1 - -
16 1 1 - -
17 1 1 - -
18 1 1 - -
19 1 2 - -
20 1 1 - -
21 1 2 - -
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NAAG
Sujeitos Altura do pico Altura do pico Area sob o pico Area sob o pico
4a. linha de base 4a. linha de base 4a. linha de base 4a. linha de base
Espectro absoluto Espectro absoluto
1 1 2 - 2
2 2 1 - 1
3 1 2 - 2
4 excluido excluido - excluido
) 2 1 - 1
6 excluido excluido - excluido
7 1 2 - 2
8 2 1 - 2
9 1 2 - 2
10 1 2 - 2
11 2 1 - 1
12 1 2 - 2
13 1 2 - 2
14 1 1 - 1
15 1 2 - 2
16 1 2 - 2
17 1 2 - 2
18 1 2 - 2
19 1 2 - 2
20 1 2 - 2
21 1 2 - 2
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A Tabela 4.5 mostra o agrupamento dos sujeitos nas diferentes quantificagoes realizadas
para o NAAG. Os Sujeitos 1, 2, 3, 8, 9, 10, 12, 14, 15, 16, 17, 18 e 20 estiveram no mesmo
Grupo 1 em trés das cinco andlises, enquanto que os Sujeitos 5, 7, 11, 13 e 19 estiveram no
Grupo 2 o mesmo numero de quantificagoes. Os dois conjuntos de resultados do Sujeito 7
concordaram em quatro das cinco quantificagoes.

Em suma, quatorze (de 19) sujeitos seguiram o padrao de diminui¢do de NAA durante
o estimulo (em pelo menos cinco das oito andlises) e treze (de 18) seguiram o padrao de
aumento de NAAG durante o estimulo (em pelo menos trés das cinco anélises). A Tabela
4.6 mostra a faixa de valores percentuais de variacao de NAA e NAAG para as diferentes
andalises tratadas nas Tabelas 4.4 e 4.5. Pode-se ver que as faixas de valores percentuais,
nas quais as variacoes dos sujeitos estao contidas, sao relativamente proximas para o caso
do Grupo 1, tanto para o NAA quanto para o NAAG, com excecao da quarta andlise para
o NAA, cujo valor final foi quase (ou mais) que o dobro dos valores mostrados para sete
das outras quantificagoes e das duas ultimas anélises mostradas para o NAAG, cuja faixa
de variagao foi bem pequena (porém estas sdo as quantificagdes nao sao muito confidveis,
pelos motivos ja apresentados). J& para o Grupo 2 as faixas de variagao tem diferencas

maiores entre as analises.
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Tabela 4.6.: Intervalo de variagOes percentuais dos sujeitos para cada padrao de variagao do NAA

e do NAAG.
NAA
Grupo Altura do pico Altura do pico Area sob o pico Area sob o pico

3a. linha de base

3a. linha de base

Espectro absoluto

3a. linha de base

Sem linha de base

-4% — -60% -10% — -54% -18% — -74% -19% - -133%
2 5% — 16% 16% 8% — 173% 22% — 128%
Grupo Altura do pico Altura do pico Area sob o pico Area sob o pico
4a. linha de base 4a. linha de base 4a. linha de base 4a. linha de base
Espectro absoluto Espectro absoluto
1 1% —-TT% -4% — -52% -8% — -109% -3% — -57%
2 9% 4% - 62% 28% — 239% 9% — 110%
NAAG
Grupo Altura do pico Altura do pico Area sob o pico Area sob o pico
3a. linha de base 3a. linha de base 3a. linha de base Sem linha de base
Espectro absoluto
1 14% — 150% 17% — 126% - -
2 -24% — -38% -19% - -31% - -
Grupo Altura do pico Altura do pico Area sob o pico Area sob o pico
4a. linha de base 4a. linha de base 4a. linha de base 4a. linha de base
Espectro absoluto Espectro absoluto
1 26% — 172% 2% — 7% - 3% — 9%
2 1% — -113% -3% —-33% - -6% —-69%
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4.3. Quantificacao dos espectros nao editados

Visando deixar a andlise mais robusta, foi calculada a variacao dos picos NAA de
NAAG dos espectros nao editados. Para isso, foi utilizada a metodologia da Se¢ao 4.2 mas
com algumas modificacoes no pré-processamento: nao foi usada a apodizacao e os espectros
pares foram somados aos impares, de forma que no espectro resultante existisse um pico
em 2ppm. Feito isso, o pico em 2ppm foi quantificado para os experimentos de NAA e
NAAG de duas maneiras diferentes: com o MATLAB e com o LCModel. Com o primeiro,

calculamos a altura do pico em 2ppm para o espectro real e para o absoluto.

4.3.1. Quantificacao com o MATLAB
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Figura 4.118.: Variacao percentual do pico de NAA+NAAG em 2ppm para 18 sujeitos do experi-
mento de NAA. Quantificacdo com o MATLAB — Espectro real.

A altura do pico foi calculada em 2ppm para o espectro real e para o espectro absoluto,
nos experimentos de NAA e NAAG, com o intuito de comparar as variagoes da altura do
pico em 2ppm com as variagoes dos picos de NAA e NAAG encontradas anteriormente. Aqui
foi usada a mesma linha de base usada na Secao 4.2.5, para os espectros do experimento
de NAA, e a linha de base da Secao 4.2.6 para os espectros do experimento de NAAG.
Como os resultados mostram (Figuras 4.118, 4.119, 4.120, 4.121, 4.122 e 4.123), apesar
das variagoes percentuais para os espectros reais serem quase idénticas as variagoes dos

espectros absolutos, elas nao seguem um padrao de forma que seja possivel agrupa-las de
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Figura 4.119.: Variagao percentual do pico de NAA+NAAG em 2ppm para os Sujeitos 4 e 15 do
experimento de NAA. Quantificacado com o MATLAB — Espectro real.
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Figura 4.120.: Variagdo percentual do pico de NAA+NAAG em 2ppm para 20 sujeitos do experi-
mento de NAAG. Quantificacdo com o MATLAB — Espectro real.
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Variacao percentual do pico de NAA+NAAG em 2ppm para 18 sujeitos do
mento de NAA. Quantificacdo com o MATLAB — Espectro absoluto.
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Variagao percentual do pico de NAA+NAAG em 2ppm para os Sujeitos 4 e 15 do

experimento de NAA. Quantificagdo com o MATLAB — Espectro absoluto.
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Figura 4.123.: Variacao percentual do pico de NAA+NAAG em 2ppm para 20 sujeitos do experi-
mento de NAAG. Quantificacdo com o MATLAB — Espectro absoluto.

maneira satisfatoria. E de acordo com os testes estatisticos as variagoes encontradas nao
sao significantes (p > 0,1 para a maioria dos pontos temporais, excegao apenas para o sexto

e sétimo pontos usando os espectros absolutos do experimento de NAA).

4.3.2. Quantificacao com o LCModel

Como ultima forma de quantificacao dos espectros nao editados, foi usado o LCModel
[8]. Os resultados para o experimento de NAA sdo mostrados nas Figuras 4.124, 4.125,
4.126, 4.127 e 4.128. Um tnico sujeito é mostrado para a quantificacao de NAAG porque
seus resultados foram os tnicos que apresentaram CRB < 20%. Os resultados para o
experimento do NAAG sao mostrados nas Figuras 4.129, 4.130, 4.131 e 4.132. Obteve-se
p > 0,1 para todos os pontos temporais, dos dois experimentos, com excecao apenas do
quarto ponto para a variacao de NAA+NAAG do experimento de NAA. Portanto, com esta
quantificagao nao é possivel afirmar que o NAA e o NAAG variaram durante o estimulo.
Os resultados aqui encontrados sao semelhantes aos da Segao 4.3.1.

Das duas quantificacoes feitas nesta Segao 4.3, nenhuma apresentou resultados estatis-

ticamente significantes, portanto, baseado nestas, nada se pode afirmar sobre a variacao do

NAA e do NAAG.
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Variagao percentual do NAA para 18 sujeitos do experimento de NAA. Quantificacao
com o LCModel — Experimento de NAA.
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Variagao percentual do NAA para os Sujeitos 4 e 15 do experimento de NAA.
Quantificagdo com o LCModel — Experimento de NAA.
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Figura 4.126.: Variacao percentual do NAAG para o Sujeito 13 do experimento de NAA. Quantifi-
cagdo com o LCModel — Experimento de NAA.
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Figura 4.127.: Variagao percentual do NAA+NAAG para 17 sujeitos do experimento de NAA.
Quantificagdo com o LCModel — Experimento de NAA.
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Variagao percentual do NAA+NAAG para os Sujeitos 4, 12 e 15 do experimento
de NAA. Quantificagdo com o LCModel — Experimento de NAA.
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Variacdo percentual do NAA para 18 sujeitos do experimento de NAA. Quantificagao
com o LCModel — Experimento de NAAG.
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Figura 4.130.: Variagao percentual do NAA para os Sujeitos 4 e 10 do experimento de NAAG.
Quantificagdo com o LCModel — Experimento de NAAG.
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Figura 4.131.: Variagao percentual do NAA+NAAG para 17 sujeitos do experimento de NAAG.
Quantificagdo com o LCModel — Experimento de NAAG.

132



Capitulo 4. Andlise dos Dados e Resultados 4.8.  Quantificagdo dos espectros ndo editados

Espectros individuais - NAA+NAAG
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Figura 4.132.: Variagao percentual do NAA+NAAG para os Sujeitos 2, 4 e 10 do experimento de
NAAG. Quantificacdo com o LCModel — Experimento de NAAG.
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Discussoes

Neste trabalho foram realizadas diversas formas de analise, descritas no Capitulo 4,
que estao mostradas de maneira resumida e esquemaética na Figura 5.1. Estas metodologias
podem ser divididas nas analises feitas dos espectros editados, e nas feitas dos espectros

nao editados, ou seja, aqueles em que os espectros pares e impares obtidos com a sequéncia
MEGA-PRESS foram somados, ao invés de subtraidos.

= Espectros editados = Espectros nédo editados
NAA+NAAG
Area { SR Experimento NAA {
NAA
NAA espectro absoluto LCModel — Area
espectro real ; NAA+NAAG
Altura { Experimento NAAG {
espectro absoluto NAA
. espectroreal
’ espectro real — NAA+NAAAG
A { espectro absoluto Experimento NAA { .
NAAG MATLAB — Altura espectro absoluto — NAA+NAAAG

Altura { Rl espectro real — NAA+NAAAG

espectro absoluto

Experimento NAAG {
espectro absoluto — NAA+NAAAG

Figura 5.1.: Resumo esquematico das analises feitas no Capitulo 4.
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Para as quantifica¢oes dos espectros editados (Segoes 4.1 e 4.2) os resultados podem
ser organizados em dois grupos: um no qual as variagoes de NAA e NAAG foram esta-
tisticamente significantes (pelo menos em alguns dos pontos temporais), e outro no qual
estas variacoes nao mostraram significancia estatistica. No primeiro grupo se enquadram as
quantificagoes feitas nas Segoes 4.1.3, 4.1.4, 4.1.5, 4.1.6, 4.1.7 (segundo, terceiro e quarto
pontos temporais para o experimento de NAA sem usar a linha de base), 4.1.8, 4.1.9 (se-
gundo ponto temporal para o NAA, todos os pontos do experimento de NAAG), 4.2.1, 4.2.2
(todos os pontos do experimento de NAA, segundo ao quinto e do sétimo ao oitavo ponto
do experimento de NAAG), 4.2.3 (do quarto ao nono ponto do experimento de NAA sem
usar linha de base), 4.2.4, 4.2.5, 4.2.6 (segundo ponto do experimento de NAA, do terceiro
ao oitavo ponto do experimento de NAAG), 4.2.7 (quinto e sexto pontos do experimento de
NAA) e 4.2.8 (do segundo ao quarto ponto do experimento de NAA, todos os pontos do
experimento de NAAG). J4 no segundo grupo estao as quantificagoes feitas nas Segoes 4.1.7
(todos os pontos do experimento de NAA usando terceira linha de base, quinto ponto para
o experimento do NAA sem usar linha de base, NAAG sem usar linha de base), 4.1.9 (do
terceiro ao quinto ponto do experimento de NAA), 4.2.2 (sexto e nono ponto do experimento
de NAAG), 4.2.3 (todos os pontos do experimento de NAA usando a terceria linha de
base, segundo e terceiro ponto do experimento de NAA sem usar linha de base), 4.2.6 (do
terceiro ao nono ponto do experimento de NAA, segundo e nono pontos do experimento de
NAAG), 4.2.7 (do segundo ao quarto e do sétimo ao nono ponto do experimento de NAA)
e 4.2.8 (do quinto ao nono ponto do experimento de NAA). Considerando os resultados nao
significantes, nada se pode afirmar sobre a variacao correspondente dos metabdlitos.

Para os espectros editados, dois diferentes métodos de pré-processamento foram
utilizados, sendo o mais robusto o utilizado na Se¢ao 4.2 (que fornece nove pontos temporais),
pois dd uma informacao mais detalhada sobre a forma de variacdo dos metabdlitos durante
o paradigma.

Ainda para os espectros editados, duas quantifica¢oes principais foram testadas: 1)
calculando a drea sob o pico e 2) calculando a altura do pico. O célculo da édrea, apesar
de ser proporcional a concentragao do metabdlito [21], possui dois problemas principais:
a dificuldade em se determinar com seguranca o inicio e final do pico e a instabilidade
da base do pico, cujo ruido pode influenciar de maneira prejudicial o célculo da area. A
quantificacao pela altura elimina o primeiro problema (de determinagao de limites do pico,
ja que a determinagao do maximo do pico é direta), e embora possua o mesmo problema de

instabilidade da linha de base, este fica atenuado devido a se tratar de um tnico ponto,
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o que torna este resultado mais reprodutivel, como ja mencionado. Com isso, o calculo
utilizando a altura do pico é o mais confidvel para se efetuar. E embora a altura nao seja
diretamente proporcional a concentracao dos metabdlitos, ainda assim ela pode dar um
indicativo da variacao dos mesmos.

Quanto ao uso do espectro real ou absoluto é preferivel o uso do espectro real. Isso
porque, novamente, nem o calculo da area ou da altura usando o espectro absoluto possuem
relagao direta com a concentragao dos metabdlitos. Além disso, a linha de base dos espectros
absolutos é bem mais distorcida que a dos espectros reais (ela sobe mais acentuadamente
a esquerda dos picos de interesse devido ao residuo do pico da dgua), o que dificulta sua
determinacao.

A linha de base é uma etapa importante para se levar em conta, em alguns casos por
necessidade (NAAG) e em outros apenas por seguranga (NAA). Das quatro tentativas de
linha de base, a que se mostrou mais robusta foi a terceira (Se¢ao 4.2.1), pois esta foi uma
melhoria das duas primeiras, e quando comparada com a quarta (compare as Figuras 4.54 e
4.55 com as Figuras 4.89 e 4.90), apresentou um ajuste melhor a linha do espectro.

Levando-se em conta os dois pré-processamentos utilizados, os quatro testes de linha
de base, as duas diferentes formas de quantificacao e os dois tipos de espectros analisados,
conclui-se que a quantificacao mais confiavel foi a realizada na Secao 4.2.1, que utilizou
nove pontos temporais, a altura do espectro real e a terceira estimativa de linha de base.
Para esta quantificacdo, doze sujeitos (Sujeitos 2, 3, 7, 8, 9, 12, 13, 15, 16, 17, 18 e 19)
seguiram ambos os padroes de decréscimo de NAA e aumento de NAAG!. Estes individuos
tiveram em média uma diminuicio méxima de -18%=+17%? para o NAA e aumento maximo
de 64%=+43% para o NAAG durante o estimulo, retornando para -12%+18% (NAA) e
44%436% (NAAG) no final do paradigma. A razdo NAAG/NAA para estes sujeitos esteve
entre 1 e 12 (valor médio = 7) para a variacdo maxima durante o estimulo, e entre 1 e 37
no final do paradigma (valor médio = 12).

Ja no caso dos espectros nao editados, dois tipos de quantificagoes foram feitas. A
primeira, utilizando o LCModel, que ajusta o espectro com combinagoes de espectros
individuais de cada metabdlito, permitiu a avaliacao da variacao da soma de NAA e NAAG,

e também da variacdo de NAA isolado, mas os resultados relativos a variacao de NAAG iso-

No total, dezesseis sujeitos seguiram somente o padrao de decrésicmo de NAA e quinze seguiram somente
o padrao de aumento de NAAG.

2Esta incerteza é o desvio padrdo dos valores da variacdio percentual para os sujeitos que seguiram ambos
os padroes de diminuicao de NAA e aumento de NAAG.
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lado tiveram um erro muito grande e foram descartados. A segunda quantificacdo consistiu
na medida da altura do pico no espectro real, mas desta vez, do pico em 2ppm corres-
pondente a soma NAA+NAAG. Ambas quantificacoes foram feitas utilizando os espectros
correspondentes aos 9 pontos temporais. Os resultados do LCModel para NAA4+NAAG
e da estimativa da altura do pico de NAA4+NAAG em 2ppm foram equivalentes: ambos
deram nao significantes, o que significa que nao ha evidéncias para considerar que a soma
destes metabdlitos variou ao longo do experimento, ou seja, acompanhando o estimulo.
E interessante notar que estes resultados nao discordam dos resultados obtidos com os
espectros editados, embora, como sera discutido adiante, nao se sabe ao certo qual a relacao
entre as variagoes de NAA e NAAG. Por outro lado, os resultados obtidos com o LCModel
para a variacao do NAA isolado, que também nao foram significantes, discordam dos
resultados encontrados com os espectros editados. Supondo que os resultados dos espectros
editados estejam corretos, uma possivel explicagao para os resultados nao significantes do
LCModel pode ser o fato de que na verdade, ao somar os espectros pares e impares da
sequéncia MEGA-PRESS, o resultado é que o pico em 2ppm aumentou de tamanho, mas
nao os correpondentes ao NAA e ao NAAG nas regioes de 4,5ppm e 2,5 ppm, cujos picos
haviam sido suprimidos em um dos dois conjuntos de espectros. Embora estes picos sejam
bem menores que aquele em 2ppm, esta é uma possivel fonte de erro para o LCModel, que
analisa todos os picos conjuntamente.

Em suma, os resultados encontrados com a anélise dos espectros editados, e que nao
foram refutados com a analise dos espectros nao editados, apontam para uma variagao
de ambos NAA e NAAG durante o estimulo, com descréscimo do primeiro e aumento do
segundo. Estes resultados vao de encontro a atual discussao na literatura sobre a variacao
destes metabdlitos (Segao 2.4). Eles concordam com os resultados de Baslow et al. [12] e
Sarchielli et al. [13], que reportaram decréscimo de NAA durante o estimulo (-13% e -7%,
respectivamente). Porém, deve ser lembrado que ambos os trabalhos mediram a varia¢ao
conjunta de NAA+NAAG, enquanto que a metodologia aqui apresentada permitiu separar
a contribuicao destes metabdlitos. Os resultados aqui apresentados concordam também com
os resultados obtidos anteriormente por nosso grupo [11] (que foram encontrados fazendo a
média dos espectros entre os sujeitos e quantificando com o LCModel), cuja variacao foi
semelhante (-20%). A discordancia entre os resultados do LCModel para o NAA isolado,
aqui apresentados, e os encontrados em [11], pode ser explicada pelo fato da soma dos
espectros pares com os correspondentes impares, feita na Segao 4.3, ter aumentado os picos

de NAA e NAAG em torno de 2ppm, 2,5ppm e 4,5ppm de forma nao proporcional, o que é,
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como discutido acima, uma possivel fonte de erro para a quantificagao com o LCModel.

Os resultados cuja variagao foi estatisticamente significante podem ter as seguintes
explicagoes. A primeira é que a forma do pico de NAA muda devido ao efeito BOLD
[37], com o estreitamento da largura do pico e aumento de sua amplitude, o que causaria
variagao da altura do pico mas sem implicar em mudanga na concentracao do metabdlito
(14, 37]. H4, porém, alguns pontos que fazem esta explicagao ser dificil de se adaptar aos
resultados. Primeiro, o efeito BOLD causa uma variagao de cerca de 2% [14], enquanto que
as variagoes consideradas como mais confidaveis (Se¢ao 4.2.1) tem uma faixa de variacao
entre -4% e -60%. Além disso, a altura do pico de NAA deveria aumentar [37], ao passo que
aqui diminuiu. J& para o NAAG, até onde se sabe nao hd medidas para a variacao devido
ao efeito BOLD, pois em [37] foram feitas medidas apenas para os picos mais proeminentes
(dgua, NAA e creatina).

A segunda explicacao é que ha realmente um decréscimo nos niveis de NAA, uma vez
que ele pode funcionar como uma bomba de dgua molecular [28, 38]. Durante o estimulo
ATP é consumido para restaurar a polarizacao neuronal e como produto tem-se ADP
e fosfato (P). A necessidade por oxigénio aumenta a quantidade de oxihemoglobina no
sangue e este oxigénio é usado, juntamente com glicose, para ressintetizar o ATP. Ocorre
concomitantemente o aumento dos produtos finais da oxidagao da glicose, COy ¢ HyO, e
a producao de NAA e NAAG. Entao, ambos NAA e NAAG sao lancados para o fluido
extracelular, onde o NAA ¢ direcionado aos oligodendrécitos e o NAAG é direcionado para
os astrocitos [38]. Nestas células da glia ambas as substancias sao catabolizadas para depois
serem ressintetizadas no neuronio. A hidrolise de NAA gera acetato e aspartato, com este
ultimo sendo enviado aos neurdnios para a ressintese de NAA. Junto com o efluxo de NAA a
agua também é carregada e, apds a hidrdlise de NAA, ela é enviada para o sistema vascular
[28, 29].

Como foi encontrado que o NAA diminuiu durante o estimulo, isso significa que a
taxa de hidroélise do metabdlito é maior que sua taxa de sintese. A concentracao de tais
substancias no cérebro, bem como a razao de concentracdo de NAA/NAAG sao dificeis de
se determinar, mesmo porque nem todo NAA ¢é transformado em NAAG. Mesmo assim, a
unica forma conhecida para a sintese de NAAG ¢é através do NAA, portanto um aumento no
primeiro é causado pela ressintese do tltimo. A razao de variagdo NAAG/NAA calculada
durante o estimulo estd entre 1 e 12, o que significa que a diferenga entre a taxa de sintese
de NAAG e sua taxa de hidrélise (valor igual ao aumento percentual encontrado, i.e.,

na média, 64%) é de 1 a 12 vezes maior que a diferenca entre a taxa de hidrdlise do
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NAA e sua taxa de sintese (valor igual a diminuigdo percentual encontrada, i.e, na média,
18%). Considerando-se a razao de 49:1 (NAA:NAAG) reportado por Battistuta para o
cértex visual de ratos® [39] e a concentragiao de aproximadamente 10mM para o NAA no
cérebro [12], a concentracao de NAAG seria em torno de 0,2mM. Durante o estimulo, uma
variacao de -18% para o NAA significa uma diminuigao de 1,8mM em sua concentragao,
ao passo que uma variacao de 64% para o NAAG significa que o nivel deste metabdlito
aumenta 0,13mM. Como resultado, as concentracoes dos metabdlitos durante o estimulo
iriam para 8 2mM (NAA) e 0,33mM (NAAG), com a propor¢ao de NAA:NAAG chegando
ao valor de 25:1. Ao final do paradigma as concentragoes seriam de 8,8mM (para uma
diminuigao de -12% para o NAA) e 0,29mM (para um aumento de 44% para o NAAG),
com a proporcao de 30:1 (NAA:NAAG). Contudo, é importante lembrar que como foi
considerada a quantificacao através da altura do pico, ao invés de sua area, as razoes
encontradas nao refletem com acuracia a razao da concentracao dos metabdlitos. Além
disso, nao conhecemos estudos que reportem a concentracao proporcional de NAA e NAAG
no cértex visual de humanos, portanto um conhecimento melhor da concentracao destes
metabolitos é necessario para o entendimento completo da diminuicao de NAA e do aumento
de NAAG encontrado. Por 1ltimo, a variacao de NAAG concorda com o fato de que este
metabodlito é um neuropeptideo que é liberado nas sinapses e atua como modulador para
a liberagdo de alguns neurotransmissores [30] e também concorda com modelos para o
metabolismo energético que apontam para este metabdlito como relacionado a resposta

hiperémica vascular que causa o sinal BOLD [7, 28].

3Até onde sabemos nao hé experimentos que calcularam esta razdo para o cértex visual de humanos.
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Neste trabalho buscou-se elucidar a controvérsia existente na literatura relativa a
variacao do metabdlito NAA no cortex occipital durante experimentos de estimulacao visual.
Para isso, utilizou-se a sequéncia de pulsos MEGA-PRESS, de edicao de espectros, em
um experimento de MRS funcional, com o objetivo de obter medidas separadas de NAA e
seu derivado NAAG, cujos picos se sobrepoem em espectros cerebrais de MRS. Até onde
sabemos, esta foi a primeira vez em que tal sequéncia foi utilizada num experimento desta
natureza.

Uma vez obtidos os dados, foi desenvolvida uma metodologia de pré-processamento
dos mesmos, seguida pela aplicacao de uma série de métodos de andlise/quantificagdo. Um
estudo piloto confirmou que os picos editados com a MEGA-PRESS (aqueles de NAA/NAAG
em ~2.5ppm) nao possufam as formas padroes (gaussiana ou lorentziana), estando portanto
descartados os métodos como AMARES, comumente usados para anélise de espectros de
MR, que ajustam curvas com esses formatos aos dados. Foram entao aplicadas a estes dados
editados varias formas mais “cruas” de quantificagao, utilizando tanto o espectro real quanto
o absoluto, tanto a area sob a curva quanto a altura dos picos, acompanhadas de diversas

estimativas da linha de base correspondente. Para finalizar, foi realizada uma quantificacao
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dos dados nao-editados, ou seja, da medida conjunta de NAA e NAAG, utilizando tanto o
método mais usado para espectros de MR in vivo, o LCModel, quanto o método “cru” de
estimativa da altura do pico em 2ppm.

As quantificagbes dos picos editados de NAA e NAAG apontaram para uma diminui¢ao
de NAA durante o estimulo e um aumento de NAAG durante o mesmo, com uma tendéncia,
em média, de retornar ao estado basal ao final do paradigma. J& as quantificagoes dos
espectros nao editados nao mostraram significancia estatistica relativa a variacao conjunta
de NAA+NAAG (tanto com o LCModel quanto com a altura do pico) nem de NAA isolado
(LCModel).

Como comentado no Capitulo 5, o tinico resultado realmente discrepante dos demais
¢ o0 do LCModel relativo a variacao de NAA isolado. Os demais resultados, em conjunto,
apontam para uma variacao de NAA e de NAAG seguindo padroes inversos, e para uma
nao-variacao da soma NAA+NAAG. No entanto, acreditamos que o método usando os
espectros editados e analisando os picos em torno de 2,5ppm seja mais robusto que o uso
do LCModel. Isso porque o primeiro método consegue separar efetivamente o sinal dos
metabdlitos, cujos picos sao quantificados separadamente, enquanto que com o segundo
método nao ha seguranca total de que os ajustes feitos para os espectros de NAA e NAAG
sejam os que realmente representam os picos correspondentes, uma vez que eles estao
sobrepostos.

Ainda assim, como pode ser visto pelas Figuras 4.52 e 4.53, os espectros editados
sao bastante ruidosos, portanto, analises complementares podem ser feitas no futuro no
sentido de verificar os resultados aqui obtidos. Recentemente, o colaborador deste trabalho,
Richard Edden, finalizou o desenvolvimento de um software para quantificacao de espectros
editados de GABA!, que segundo ele pode ser adaptado para a analise de espectros editados
de NAA e NAAG. Seria interessante aplicar esta nova metodologia de analise aos nossos
dados e comparar os resultados com os aqui obtidos.

Finalmente, acreditamos que, embora nao tenha resolvido absolutamente a contro-
vérsia a qual se propos, este trabalho foi pioneiro na utilizacao de sequéncias de edicao
espectral em experimentos de fMRS, e contribuiu com o desenvolvimento de métodos de
pré-processamento e quantificagao para serem utilizados em espectros editados. Embora
cada forma de andlise possua prés e contras, melhorias podem ser feitas para tornar sua

utilizacao mais robusta, de forma a contribuir para novas pesquisas relacionadas ao NAA e

Disponivel em http://gabamrs.blogspot.com.br/.
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ao NAAG no futuro.

143






Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido

Este projeto pretende adquirir dados do cérebro de pessoas saudéaveis através da
técnica de Espectroscopia Funcional por Ressonancia Magnética (fMRS), com os objetivos
de: 1) Desenvolver metodologias para a realizagao 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 cooperagao
no sentido de se submeter ao exame de fMRS. Durante esse exame, vocé serd orientado(a)
a realizar algum tipo de tarefa, que podera ser desde ficar impassivel olhando para imagens
em um monitor de computador, ou mexer alguma parte do corpo (geralmente as maos), ou
apertar botoes de um teclado.

O exame de fMRS ¢ um exame parecido com o exame de imagem por ressonancia
magnética (MRI): vocé entrard na maquina de RM e 14 permanecerd, deitado(a) e imdvel,
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 nao causa nenhuma dor e também

nao possui nenhum efeito nocivo para o corpo humano, mas vocé podera sentir desconforto
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devido ao grande barulho que a maquina faz (para isso lhe serdo fornecidos tampoes de
ouvido), e ao fato de que vocé deverd permanecer com a cabega o mais imével 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 é alto (como um forte ima), caso
vocé possua algum metal dentro do seu corpo (como pinos, marcapassos, préteses metalicas,
balas de revélver), vocé nao poderd, de nenhuma maneira, realizar o exame, e N AO DEVE
DEIXAR DE AVISAR o pesquisador responsavel (que estiver realizando os exames). Por
esse motivo também, antes de entrar na sala da RM, voceé devera remover do corpo qualquer
objeto metalico, como anéis, brincos, pulseiras, éculos, cartoes de banco, etc. Garantimos
que em qualquer caso, sua identidade serda mantida em sigilo. Vocé nao recebera nenhum
pagamento por sua participacao nesta pesquisa, mas caso venha a ter despesas de transporte
ou alimentagao para poder realizar estes exames, elas serao ressarcidas. Vocé podera desistir
de sua participacao nesta pesquisa a qualquer momento, sem que isso acarrete em qualquer
prejuizo para vocé. Vocé nao obtera nenhuma vantagem direta com este projeto, mas por
outro lado, estard auxiliando na melhora do conhecimento sobre o cérebro, o que no futuro
poderd auxiliar no desenvolvimento de novas metodologias para diagnoéstico de doencgas
cerebrais.

Em caso de alguma duvida, vocé pode contactar a pesquisadora Gabriela Castellano
(tel: 3521 5519, email: gabriela@ifi.unicamp.br), ou pode se referir ao Comité de Etica 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 e data:

Nome do pesquisador responsavel:

Assinatura do pesquisador responsavel:

146



Lista de Publicacoes

Abaixo estao indicadas as publicagoes decorrentes do projeto, tanto as diretamente
relacionadas com ele, quanto as nao diretamente relacionadas, bem como trabalhos que

serao publicados e os que estao em preparacao.
m Publicagoes relacionadas ao projeto

e Trabalhos apresentados em conferéncias internacionais:

1. LANDIM, R. C. G., EDDEN, R. A. E., FOERSTER, B., LI, L. M., COVOLAN, R.
J. M., CASTELLANO, G. Investigation of NAA and NAAG dynamics underlying
visual stimulation using MEGA-PRESS In: 18th Annual Meeting of the Organization
for Human Brain Mapping, 2012, Beijing, China. Proceedings of the 2012 OHBM
Annual Meeting, 2012.

2. LANDIM, R. C. G., EDDEN, R. A. E., FOERSTER, B., LI, L. M., COVOLAN, R. J.
M., CASTELLANO, G. Investigation of NAA dynamics underlying visual stimulation
using MEGA-PRESS In: ISMRM 20th Annual Meeting, 2012, Melbourne, Austrélia.
Proceedings of the ISMRM 20th Annual Meeting. , 2012.

147



Apéndice B. Lista de Publicagées

e Trabalhos apresentados em conferéncias nacionais:

3.

LANDIM, R. C. G. ; EDDEN, R. A. E. ; FOERSTER, B. ; LI, L. M. ; COVOLAN, R.
J. M. ; CASTELLANO, G. . NAA and NAAG dynamics underlying visual stimulation
using fMRS with MEGA-PRESS: improved baseline for peak height estimation. In:
VI Workshop CInAPCe, 2012, Campinas. Caderno de Resumos do VI Workshop
CInAPCe, 2012. p. 25-25.

LANDIM, R. C. G., EDDEN, R. A. E., FOERSTER, B., LI, L. M., COVOLAN, R. J.
M., CASTELLANO, G. Investigation of NAA and NAAG dynamics underlying visual
stimulation using MEGA-PRESS in a functional MRS experiment In: XXXV Encontro
Nacional de Fisica da Matéria Condensada, 2012, Aguas de Linddia. Caderno de
resumos do XXXV Encontro Nacional de Fisica da Matéria Condensada. , 2012.

. LANDIM, R. C. G., EDDEN, R. A. E., FOERSTER, B., LI, L. M., COVOLAN,

R. J. M., CASTELLANO, G. Processamento de espectros de NAA editados com
MEGA-PRESS em experimento de fMRS In: IV Jornada de Neurociéncias, 2011,
Campinas. Anais da IV Jornada de Neurociéncias (CD-ROM). , 2011. p.18-18

LANDIM, R. C. G., EDDEN, R. A. E., FOERSTER, B., LI, L. M., COVOLAN, R. J.
M., CASTELLANO, G. Processing of NAA and NAAG fMR MEGA-PRESS edited
spectra In: II Simpdsio de Processamento de Sinais da UNICAMP, 2011, Campinas.
Caderno de Resumos do II Simpdsio de Processamento de Sinais da UNICAMP. 2011.

Landim, Ricardo C. G., Edden, Richard A. E., Foerster, Bernd, Li, Li M., Covolan,
Roberto J. M., Castellano, Gabriela. Processing of NAA and NAAG edited spectra
acquired using the MEGA-PRESS sequence In: XI Young Researchers Meeting, Cam-
pinas. Physicae Proceedings. , 2012. DOI: 10.5196 /physicae.proceedings. XIYRM.1

LANDIM, R. C. G., EDDEN, R. A. E., FOERSTER, B., LI, L. M., COVOLAN,
R. J. M., CASTELLANO, G. Processing of NAA and NAAG fMR MEGA-PRESS
edited spectra In: V Workshop CInAPCe, 2011, Sao Paulo. Caderno de resumos do
V Workshop CInNAPCe. 2011.

m Outras publicagoes (nao relacionadas diretamente ao projeto)

e Trabalhos apresentados em conferéncias internacionais:

148



Apéndice B. Lista de Publicagées

9.

10.

11.

12.

13.

14.

LANDIM, R. ; EDDEN, R. A. E. ; FOERSTER, B. ; COSTA, T. B. S. ; SILVA, E. L. ;
LI, L. M. ; COVOLAN, R. J. M. ; CASTELLANO, G. . Preliminary results of GABA
dynamics underlying visual stimulation at different frequencies. In: 19th Annual

Meeting of the Organization for Human Brain Mapping, 2013, Seattle. Proceedings
of the 2013 OHBM Annual Meeting, 2013.

LANDIM, R. C. G. ; EDDEN, R. A. E. ; FOERSTER, B. ; COSTA, T. B. S. ; SILVA,
E. L.; LI, L. M. ; COVOLAN, R. J. M. ; CASTELLANO, G. . Brain GABA response
to visual stimulation at different frequencies. In: I Congreso FALAN, 2012, Cancun.
I Congreso FALAN - Abstracts, 2012. p. 256-256.

BARRETO, F. R., SALMON, C. E. G., COSTA, T. B. S., LANDIM, R. C. G.,
CASTELLANO, G. Dynamic 31P-MRS during Visual Stimulation Protocols in healthy
young adult subjects. In: 18th Annual Meeting of the Organization for Human Brain
Mapping, 2012, Beijing, China. Proceedings of the 2012 OHBM Annual Meeting.
2012.

BARRETO, F. R., SALMON, C. E. G., COSTA, T. B. S., LANDIM, R. C. G,
CASTELLANO, G. Dynamic 31P-MRS during visual stimulation protocols in healthy
young adult subjects. In: ISMRM 20th Annual Meeting, 2012, Melbourne, Australia.
Proceedings of the ISMRM 20th Annual Meeting. , 2012

CAMPOS, L. S., LANDIM, R. C. G., MENELI, T. D., CASTELLANO, G., AMATO
FILHO, A. C., PIOVESANA, L. G., CENDES, F., DABREU, A. Cerebellar Metabolic
Alterations in Parkinson’s Disease In: 64th American Academy of Neurology Annual

Meeting, 2012, New Orleans, EUA. Neurology. , 2012. v.78. p.1210 - 1210.

PIOVESANA, L. G., CAMPOS, L. S., TORRES, F., CENDES, F., LOPES-CENDES,
I., CASTELLANO, G., MENELI, T. D., LANDIM, R. C. G., AMATO FILHO, A.
C., DABREU, A. Multimodal Neuroimaging Study of the Cerebellum in Primary
Cervical Dystonia In: 64th American Academy of Neurology Annual Meeting, 2012,
New Orleans, EUA. Neurology. , 2012. v.78. p.1216 - 1216.

e Trabalhos apresentados em conferéncias nacionais:

15.

LANDIM, R. C. G. ; EDDEN, R. A. E. ; FOERSTER, B. ; COSTA, T. B. S. ; SILVA,
E.L.: LI, L. M. ; COVOLAN, R. J. M. ; CASTELLANO, G. . GABA dynamics

149



Apéndice B. Lista de Publicagées

16.

17.

18.

19.

20.

21.

underlying visual stimulation at different frequencies. In: VI Workshop CInAPCe,
2012, Campinas. Caderno de Resumos do VI Workshop CInAPCe, 2012. p. 27-27.

COSTA, T. B. S. ; FOERSTER, B. ; LANDIM, R. C. G. ; SILVA, E. L. ; COVOLAN,
R. J. M. ; CASTELLANO, G. . Metabolic changes underlying visual stimulation at
different frequencies: a 31P-fMRS study. In: VI Workshop CInAPCe, 2012, Campinas.
Caderno de Resumos do VI Workshop CInAPCe, 2012. p. 39-39.

COSTA, T. B. S. ; LANDIM, R. C. G. ; SILVA, E. L. ; BARRETO, F. R. ; SALMON,
C. E. G. ; COVOLAN, R. J. M. ; CASTELLANO, G. . Varia¢oes metabdlicas
no cérebro humano devido a estimulo visual dependente da frequéncia: um estudo
usando 31P-MRS. In: XX Congresso Interno de Iniciacao Cientifica da Unicamp, 2012,

Campinas. Caderno de Resumos do XX Congresso Interno de Iniciacao Cientifica da
Unicamp, 2012. p. 159-160.

BARRETO, F. R., LANDIM, R. C. G., COSTA, T. B. S., SILVA, E. L., CASTEL-
LANO, G., SALMON, C. E. G. Detection of Metabolic changes in Human Visual
Cortex caused by Photic Stimulation using 31P-MRS In: V Workshop CInAPCe,
2011, Sao Paulo. Caderno de resumos do V Workshop CInNAPCe. , 2011.

COSTA, T. B. S., LANDIM, R. C. G., SILVA, E. L., BARRETO, F. R., SALMON,
C. E. G., COVOLAN, R. J. M., CASTELLANO, G. Variacoes metabdlicas no cérebro
humano devido a estimulo visual dependente da frequéncia: um estudo piloto usando
31P-MRS In: IV Jornada de Neurociéncias, 2011, Campinas. Anais da IV Jornada de
Neurociéncias. , 2011. p.8 - 8

COSTA, T. B. S., LANDIM, R. C. G., SILVA, E. L., BARRETO, F. R., SALMON,
C. E. G.,, COVOLAN, R. J. M., CASTELLANO, G. Visual stimuli frequency de-
pendence of metabolite changes in the human brain: a pilot study using 31P-MRS
In: V Workshop CInAPCe, 2011, Sao Paulo. Caderno de resumos do V- Workshop
CInNAPCe. , 2011.

COSTA, T. B. S., LANDIM, R. C. G., SILVA, E. L., BARRETO, F. R., SALMON, C.
E. G., COVOLAN, R. J. M., CASTELLANO, G. Visual stimuli frequency dependence
of metabolite changes in the human brain: a pilot study using 31P-MRS In: II
Simpdsio de Processamento de Sinais da UNICAMP, 2011, Campinas. Caderno de
Resumos do IT Simpdésio de Processamento de Sinais da UNICAMP. | 2011.

150



Apéndice B. Lista de Publicagées

m Trabalhos em preparagao e a serem publicados

22.

23.

Capitulo de livro: LANDIM, R.C.G., COVOLAN, R.J.M., CASTELLANO, G. O
papel do NAA e NAAG na ativagao neuronal: modelos bioquimicos e evidéncias

experimentais. In: Neurociéncias e Epilepsia, Volume 3 (a ser publicado).

Artigo: LANDIM, R. C. G., EDDEN, R. A. E., FOERSTER, B., LI, L. M., CO-
VOLAN, R. J. M., CASTELLANO, G. Investigation of NAA and NAAG dynamics
underlying visual stimulation using MEGA-PRESS in a functional MRS experiment

(em preparagao).

151






1]

2]

Bibliografia

R.A. de Graaf. In vivo NMR spectroscopy: principles and techniques. John Wiley &
Sons, 1998.

J.R. Moffett, B. Ross, P. Arun, C.N. Madhavarao, and A. Namboodiri. N-
Acetylaspartate in the CNS: From neurodiagnostics to neurobiology. Progress in
Neurobiology, 81(2):89-131, 2007.

S.P. Miller, L.M. Li, F. Cendes, E. Tasch, F. Andermann, F. Dubeau, and D.L. Arnold.
Medial temporal lobe neuronal damage in temporal and extratemporal lesional epilepsy.
Neurology, 54(7):1465-1470, 2000.

R. Jones and A. Waldman. 1 H-MRS evaluation of metabolism in Alzheimer’s disease
and vascular dementia. Neurological Research, 26(5):488-495, 2004.

W. Serles, L.M. Li, S.B. Antel, F. Cendes, J. Gotman, A. Olivier, F. Andermann,
F. Dubeau, and D.L. Arnold. Time course of postoperative recovery of N-acetyl-

aspartate in temporal lobe epilepsy. Epilepsia, 42(2):190-197, 2008.

P.J.W. Pouwels and J. Frahm. Differential distribution of NAA and NAAG in human
brain as determined by quantitative localized proton MRS. NMR in Biomedicine,
10(2):73-78, 1997.

M.H. Baslow, V.V. Dyakin, K.L.. Nowak, B.L.. Hungund, and D.N. Guilfoyle. 2-PMPA,
a NAAG peptidase inhibitor, attenuates magnetic resonance bold signals in brain of
anesthetized mice. Journal of Molecular Neuroscience, 26(1):1-16, 2005.

S.W. Provencher. Estimation of metabolite concentrations from localized in vivo proton
NMR spectra. Magnetic Resonance in Medicine, 30(6):672—-679, 1993.

153



Bibliografia Bibliografia

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[15]

[16]

[17]

[18]

M. Hajek, M. Burian, and M. Dezortova. Application of LCModel for quality control
and quantitative in vivo 1-H MR spectroscopy by short echo time STEAM sequence.
Magnetic Resonance Materials in Physics, Biology and Medicine, 10(1):6-17, 2000.

H. Vrenken, F. Barkhof, J.A. Castelijns, C.H. Polman, and P.J.W. Pouwels. MR
spectroscopic evidence for glial increase but not for neuro-axonal damage in MS
normal-appearing white matter. Magnetic Resonance in Medicine, 53(2):256—266,
2005.

G. Castellano, C.S.B. Dias, B. Foerster, L.M. Li, and R.J.M. Covolan. NAA and
NAAG variation in neuronal activation during visual stimulation. Brazilian Journal of
Medical and Biological Research, (45):1031-1036, 2012.

M.H. Baslow, J. Hrabe, and D.N. Guilfoyle. Dynamic relationship between neurosti-
mulation and N-acetylaspartate metabolism in the human visual cortex. Journal of
Molecular Neuroscience, 32(3):235-245, 2007.

P. Sarchielli, R. Tarducci, O. Presciutti, G. Gobbi, GP Pelliccioli, G. Stipa, A. Alberti,
and G. Capocchi. Functional 1H-MRS findings in migraine patients with and without
aura assessed interictally. Neuroimage, 24(4):1025-1031, 2005.

S. Mangia, I. Tkac, R. Gruetter, P.F. Van de Moortele, B. Maraviglia, and K. Ugurbil.
Sustained neuronal activation raises oxidative metabolism to a new steady-state level:
evidence from 1H NMR spectroscopy in the human visual cortex. Journal of Cerebral

Blood Flow & Metabolism, 27(5):1055-1063, 2006.

R.A.E. Edden, M.G. Pomper, and P.B. Barker. In vivo differentiation of N-acetyl-
aspartyl glutamate from N-acetyl aspartate at 3 Tesla. Magnetic Resonance in Medicine,
57(6):977-982, 2007.

L.G. Hanson. Is Quantum Mechanics necessary for understanding Magnetic Resonance?
Concepts in Magnetic Resonance Part A, 32(5):329-340, 2008.

M.H. Levitt. Spin dynamics. John Wiley & Sons : Chichester, UK, 2001.

E.M. Haacke, R.W. Brown, M.R. Thompson, and R. Venkatesan. Magnetic Resonance
Imaging: physical principles and sequence design. John Wiley & Sons, 1999.

154



Bibliografia Bibliografia

[19] R.P. Feynman, R.B. Leighton, and M. Sands. Li¢oes de Fisica de Feynman, volume 2.
Bookman, 2008.

[20] F. Bloch. Nuclear induction. Physical Review, 70(7-8):460-474, 1946.

[21] D.J. Drost, W.R. Riddle, and G.D. Clarke. Proton magnetic resonance spectroscopy
in the brain: report of AAPM MR Task Group# 9. Medical Physics, 29:2177, 2002.

[22] V. Govindaraju, K. Young, and A.A. Maudsley. Proton NMR, chemical shifts and
coupling constants for brain metabolites. NMR in Biomedicine, 13(3):129-153, 2000.

[23] C.P. Slichter. Principles of magnetic resonance. Springer, 1996.

[24] A. Carrington and A.D. McLachlan. Introduction to magnetic resonance: with applica-

tions to chemistry and chemical physics. Harper & Row New York, 1967.

[25] T. Soderberg. Organic Chemistry with a Biological Emphasis, volume 1. Chemistry
Faculty, 2010.

[26] M.A. Brown and R.C. Semelka. MRI: basic principles and applications. Wiley-Blackwell,
2010.

[27] M. Mescher, H. Merkle, J. Kirsch, M. Garwood, and R. Gruetter. Simultaneous in vivo
spectral editing and water suppression. NMR in Biomedicine, 11(6):266-272, 1998.

[28] M.H. Baslow and D.N. Guilfoyle. Using proton magnetic resonance imaging and
spectroscopy to understand brain “activation”. Brain and Language, 102(2):153-164,
2007.

[29] M.H. Baslow. Functions of N-Acetyl-l-Aspartate and N-Acetyl-l-Aspartylglutamate in
the vertebrate brain. Journal of Neurochemistry, 75(2):453-459, 2002.

[30] E.E. Benarroch. N-Acetylaspartate and N-acetylaspartylglutamate. Neurology,
70(16):1353-1357, 2008.

[31] Y. Lin, M.C. Stephenson, L. Xin, A. Napolitano, and P. G. Morris. Investigating the
metabolic changes due to visual stimulation using functional proton magnetic resonance
spectroscopy at 7 T. Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism, 32(8):1484-1495,
2012.

155



Bibliografia Bibliografia

32]

33]

[37]

[39]

S. Mangia and I. Tkac. Letter to the Editor. Journal of Molecular Neuroscience,
35(2):245, 2008.

M.H. Baslow, J. Hrabe, and D.N. Guilfoyle. Response of the authors to the Letter by
Silvia Mangia and Ivan Tkac. Journal of Molecular Neuroscience, 35(2):247-248, 2008.

G.K. Bhattacharyya and R.A. Johnson. Statistical Concepts and Methods. John Wiley
& Sons, 1977.

N.M. Razali and Y.B. Wah. Power comparisons of Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov,
Lilliefors and Anderson-Darling tests. Journal of Statistical Modeling and Analytics,
2(1):21-33, 2011.

A. Naressi, C. Couturier, I. Castang, R. De Beer, and D. Graveron-Demilly. Java-
based graphical user interface for MRUI, a software package for quantitation of in
vivo/medical Magnetic Resonance Spectroscopy signals. Computers in Biology and
Medicine, 31(4):269-286, 2001.

X.H. Zhu and W. Chen. Observed BOLD effects on cerebral metabolite resonances
in human visual cortex during visual stimulation: a functional 1H MRS study at 4 T.
Magnetic Resonance in Medicine, 46(5):841-847, 2001.

M.H. Baslow. Evidence that the tri-cellular metabolism of N-acetylaspartate func-

tions as the brain’s “operating system”: how NAA metabolism supports meaningful

intercellular frequency-encoded communications. Amino Acids, 39(5):1139-1145, 2010.

J. Battistuta, C. Bjartmar, and B.D. Trapp. Postmortem degradation of N-acetyl
aspartate and N-acetyl aspartylglutamate: an HPLC analysis of different rat CNS
regions. Neurochemical Research, 26(6):695-702, 2001.

156



