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REsSuUMO

Maonaco, L. M. Conectividade funcional cerebral no estado de repouso através de
técnicas complementares de Imagens por Ressonancia Magnética. 2017. 132 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias na area de Fisica Aplicada a Medicina e Biologia) —
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
Ribeir&o Preto — SP, 2017.

A presenga de redes cerebrais funcionais ativadas durante o repouso é bem
conhecida e verificada por diferentes técnicas de imagens, como as Imagens por
Ressonancia Magnética funcionais (IRMf) baseadas no contraste dependente do nivel de
oxigenacéo do sangue (BOLD, Blood Oxygenation Level Dependent). Entretanto, apesar
de ser atualmente o método ndo invasivo convencional para tais estudos, o contraste
BOLD é sensivel a diferentes parametros hemodindmicos (fluxo sanguineo cerebral,
CBF; volume sanguineo cerebral e extracdo de oxigénio), cuja relacdo ndo ¢é
completamente conhecida em diversas patologias. Por outro lado, 0 método de Marcacéo
dos Spins Arteriais (ASL) é uma técnica de IRM ndo invasiva que fornece mapas
quantitativos de CBF e pode ser usada para avaliar as redes de repouso. Portanto, o
objetivo do presente estudo foi investigar a viabilidade de usar sequéncias de ASL
(pulsada e pseudocontinua), disponiveis para 0 uso na rotina clinica, para o estudo da
conectividade funcional do cérebro em estado de repouso. Imagens de ASL e BOLD, de
23 individuos jovens e saudaveis, foram adquiridas em um equipamento de 3T. Apds o
pré-processamento usual das imagens e calculos dos mapas de perfusdo, CBF e pseudo-
BOLD (pBOLD), a partir das imagens de ASL, as redes cerebrais de repouso foram
obtidas pela Andlise de Componentes Independentes (ICA) e pelo método baseado em
semente. Utilizando ICA, a analise em grupo conjunta de pBOLD e BOLD identificou
cinco redes: rede de modo padrdo (DMN), visual, auditiva, saliéncia e motora. Quando
analisados separadamente, os dados de pBOLD mostraram apenas as redes DMN e visual,
enquanto os dados de BOLD mostraram também as redes auditiva, saliéncia, motora,
atentiva e frontoparietais direita e esquerda. Para ambas as analises, comparagdes entre
as redes de pBOLD e BOLD apresentaram similaridades de moderadas a altas. Entretanto,
nenhuma rede foi observada utilizando os dados de perfusdo e CBF. Ja as andlises

baseadas em sementes mostraram correlacdes significativas, para as séries temporais de



pBOLD e CBF, entre regides que constituem algumas redes de repouso conhecidas
(DMN, visual, sensorial-motora, atentiva e frontoparietal). Os valores obtidos para a forga
das conectividades nas redes de pBOLD e CBF se correlacionaram com aqueles obtidos
nas redes de BOLD. As diferencas no desempenho de ASL e BOLD devem-se a uma
combinacdo de fatores, como relacdo sinal ruido e resolucdo temporal. Além disso, a
natureza dos sinais ndo ¢ a mesma. O sinal BOLD é influenciado por diferentes
parametros fisiol6gicos e € proveniente principalmente de grandes veias; enquanto o sinal
de ASL é proveniente da rede de capilares, fornecendo especificidade espacial mais alta
para a atividade neuronal, além de permitir a quantificacdo do CBF, que esta relacionado
mais diretamente ao metabolismo cerebral. Portanto, o presente estudo mostrou ser
possivel investigar a conectividade funcional do cérebro no estado de repouso com uma
sequéncia comercial, apesar das limitacGes técnicas da ASL. Além disso, as séries
temporais de CBF e BOLD refletem diferentes aspectos do cérebro em repouso,

fornecendo informagdes complementares dos seus processos fisioldgicos.

Palavras-chave: Redes cerebrais de repouso. Conectividade funcional. Marcacdo dos

Spins Arteriais. Imagem por Ressonancia Magnética funcional.



ABSTRACT

Madnaco, L. M. Functional brain connectivity at resting state through complementary
Magnetic Resonance Imaging techniques. 2017. 132 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias na area de Fisica Aplicada a Medicina e Biologia) — Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto — SP,
2017.

The presence of functional brain networks activated during resting state is well
known and has been verified by different imaging techniques, such as the functional
Magnetic Resonance Imaging (fMRI) based on the Blood Oxygenation Level-Dependent
(BOLD) contrast. Although BOLD-fMRI is currently the conventional non invasive
method for such studies, BOLD contrast is sensitive to different hemodynamic parameters
(Cerebral Blood Flow, CBF; cerebral blood volume and oxygen extraction fraction),
whose relationship is not fully understood in several pathologies. In contrast, the Arterial
Spin Labeling (ASL) MRI technique is a non invasive tool for CBF quantification and
can be used to investigate resting-state networks. Therefore, the goal of the present study
was to investigate the feasibility of using ASL sequences (pulsed and pseudocontinuous),
available for clinical routine use, for the study of functional connectivity of the brain at
rest. ASL and BOLD images of 23 healthy young subjects were acquired in a 3T machine.
After the usual image pre-processing and quantification of perfusion, CBF and pseudo-
BOLD (pBOLD) maps, from ASL images, resting-state brain networks were obtained by
Independent Component Analysis (ICA) and a seed-based method. Five networks were
identified in a joint analysis of pBOLD and BOLD: Default Mode Network (DMN),
visual, auditory, salience, and motor. When analyzed separately, pBOLD showed only
the DMN and visual networks, while BOLD also showed auditory, salience, motor,
attentive, right and left frontoparietal networks. For both analyses, comparisons between
pBOLD and BOLD networks showed from moderate to high similarities. However, no
network was obtained from perfusion and CBF time series. Seed-based analysis showed
significant correlations, for pBOLD e CBF time series, between regions that integrate
some known networks (DMN, visual, sensorial-motor, attentive and frontoparietal).
Functional connectivity strength obtained from pBOLD and CBF networks correlated

with the ones from BOLD data. Differences in performance with ASL and BOLD are due



to a combination of factors, such as SNR and temporal resolution. Moreover, the nature
of the signals is not the same. BOLD signal is influenced by different physiologic
parameters and comes mainly from large veins; while ASL signal comes from small
capillaries, providing higher spatial specificity regarding neural activity, in addition to
allow the quantification of CBF, which is closer related to the cerebral metabolism. In
conclusion, the present study showed the feasibility of investigating functional
connectivity of the brain at rest using a commercial ASL sequence, even with its technical
limitations. Moreover, CBF and BOLD time series reflect different aspects of the resting-

state brain and provide complementary information on its physiological processes.

Keywords: Resting-state cerebral networks. Functional connectivity. Arterial Spin

Labeling. Functional Magnetic Resonance Imaging.
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

O cérebro € o principal érgdo do Sistema Nervoso Central e representa o apice da
complexidade humana em termos fisioldgicos e funcionais. A existéncia de “redes”
funcionais conectando regides do cérebro para o desempenho de atividades é conhecida
e tem sido alvo de varios estudos (JANN et al., 2015a; LIANG et al., 2013a; ZHU et al.,
2013a). Tais redes compostas por neurbnios, e devidamente irrigadas pelo sistema
vascular, possuem “nds” de conectividade, que podem ser considerados como pequenas
unidades cerebrais de comunicacao (LIANG et al., 2013a).

As regides cerebrais que constituem essas redes exibem um alto nivel de
metabolismo mesmo em repouso (BLONDEL et al., 2008). O metabolismo alto e,
consequentemente, utilizacdo de oxigénio e captacdo de glicose maiores, estdo
acompanhados pelo aumento do fluxo sanguineo cerebral (CBF, Cerebral Blood Flow)
nessas regides. Esse importante mecanismo, denominado acoplamento neurovascular, é
o responsavel pelas mudangas locais no CBF em resposta as necessidades funcionais, de
maneira que o fluxo aumenta em uma determinada regido quando a atividade cerebral
naquela regido aumenta, controlando a entrega de substratos e a remoc¢do de produtos
metabdlicos (IADECOLA; NEDERGAARD, 2007). Assim, o CBF regional pode ser
usado no estudo do metabolismo cerebral tanto em repouso quanto na ativagédo induzida
por alguma tarefa.

Neste contexto, as Imagens por Ressonancia Magnética funcionais (IRMfF),
baseadas no contraste BOLD (Blood Oxygenation Level Dependent), surgiram como uma
ferramenta (til e totalmente ndo invasiva para avaliacdo da atividade cerebral. Ao serem
ativadas regibes cerebrais para a execucdo de tarefas, ocorre nestas um aumento do
consumo de glicose e, entdo, um aumento regional de fluxo sanguineo. Porém, a demanda
por oxigénio permanece constante ou apresenta apenas pequenos acréscimos. Por isso, a
fragcdo de extracdo de oxigénio (OEF, Oxygen Extraction Fraction), que se trata de uma
medida da diferenca arterio-venosa entre a saturagdo de oxigénio nas hemoglobinas, tende
a diminuir na regido durante atividades. Como o sistema circulatorio é eficaz, a oferta de
CBF supera a demanda por oxigenacdo, de modo que tal excesso permite a deteccdo de
um sinal. Portanto, através das flutuacGes do sinal BOLD, pode-se inferir areas do

cérebro ativadas durante a resposta a estimulos ou execucéo de tarefas (BUXTON, 2012,



2013; DETRE; WANG, 2002).

Existe, porém, um crescente interesse no estudo de um sistema de redes neurais
que fica ativo durante o repouso, registrado com dados de Ressonancia Magnética pela
primeira vez por Greicius e colaboradores (GREICIUS et al., 2003a), que funciona apesar
da auséncia de estimulos ou tarefas, e parece competir com o sistema anterior —
responsavel pela atencdo e execucdo de tarefas. Assim, com a IRMf e o individuo no
estado de repouso, é possivel identificar as redes cerebrais de repouso (RBN, Resting-
state Brain Networks), que por vezes ocupam regides cerebrais distintas, ligadas apenas
pelo sincronismo funcional (LEE; SMYSER; SHIMONY, 2012).

Por ser uma técnica ndo invasiva e por ndo necessitar da coopera¢do do paciente
para o exercicio de tarefas, a IRMf em repouso é uma alternativa para o exame funcional
de pacientes com dificuldades motoras e/ou cognitivas. Assim, ainda no inicio de seu
desenvolvimento, suas aplicacdes sdo promissoras para diagnosticos, prognosticos de
disfuncBes neuropsiquiatricas e planejamentos cirargicos para retirada de focos de
epilepsia ou de tumores cerebrais.

Entretanto, as imagens baseadas no sinal BOLD, ndo fornecem informacéo
quantitativa, mas diferencas relativas de perfusdo, ndo permitindo a avaliacdo do CBF
basal, sob normocapnia e repouso. Além disso, como varia¢des na perfusdo basal afetam
o sinal BOLD (COHEN; UGURBIL; KIM, 2002) e como essa perfusdo basal pode
encontrar-se alterada em diferentes patologias (HARTKAMP et al., 2011; IADECOLA;
DAVISSON, 2008a; MITSCHELEN et al., 2009a), é importante a utilizacdo de uma
técnica alternativa que permita a quantificacdo do CBF basal.

Nos ultimos anos, a técnica de IRM denominada marcagdo dos spins arteriais
(ASL, Arterial Spin Labeling) emergiu como uma ferramenta importante na obtencao de
mapas quantitativos de perfusdo (GOLAY; PETERSEN, 2007). ASL utiliza a agua
presente no sangue arterial como agente de contraste endégeno, oferecendo uma técnica
completamente ndo invasiva, e se apresenta como um método quantitativo para medir
CBF, que é superior em resolucdes temporal e espacial quando comparado a outros
métodos, como a Tomografia por Emissdo de Positrons (PET, Positron Emission
Tomography) e a Tomografia Computadorizada por Emisséo de Féton Unico (SPECT,
Single-Photon Emission Computed Tomography) (PAIVA; TANNU, 2007; THOMAS et
al., 2006; WINTERMARK et al., 2005).

Segundo Liang e colaboradores, a ASL além de possibilitar analises com a

quantificacdo do CBF, abre horizontes para a avaliacdo do metabolismo regional, que esta



diretamente relacionado ao fluxo sanguineo, tanto no repouso como durante atividades
estimuladas, possibilitando a obtencdo de indices metabdlicos, juntamente com a anélise
perfusional (LIANG et al., 2013a).

Estudos recentes em conectividade funcional mostram que os resultados obtidos
com as técnicas BOLD e ASL sdo naturalmente complementares quando se deseja estudar
a relacdo entre o fluxo sanguineo e a topologia funcional do cérebro (JANN et al., 2015a;
LIANG et al., 2013a; ZHU et al., 2013a). Estas informagdes oferecem o conhecimento
da fisiologia cerebral das redes de repouso, além de sua organizacédo funcional (JANN et
al., 2015a). A combinacdo entre a boa resolucdo espacial dos mapas obtidos com as
flutuacGes de sinal BOLD e as informagdes quantitativas obtidas com a ASL fornece uma
abrangente caracterizacdo cerebral das redes de repouso a respeito de sua localizagéo e
fisiologia. Essa caracterizacdo mais completa € de especial interesse para estudos clinicos,
longitudinais e farmacologicos.

Portanto, o presente estudo investigou a conectividade funcional cerebral no
estado de repouso através de técnicas complementares de IRM. No presente capitulo,
apresentaremos alguns aspectos tedricos que embasam o trabalho. No préximo capitulo,
estdo apresentados os objetivos especificos do estudo. A metodologia empregada, 0s
resultados obtidos e a discussdo desses resultados estdo apresentados nos Capitulos 3, 4

e 5, respectivamente.

1.1. REDES CEREBRAIS DE REPOUSO

O estado basal de funcionamento do cérebro chama atencdo dos pesquisadores em
neurociéncia, desde que se conhece que a alta demanda metabdlica ndo apresenta grandes
variacdes de consumo energético durante a execuc¢do de testes com aplicacdo de tarefas
ou estimulos. Segundo Raichle e Gusnard, define-se como estado basal a auséncia de
“atividade” como ¢ vista no contexto de imagens funcionais. Ou seja, fisiologicamente
trata-se de um aumento de fluxo sanguineo, ndo acompanhado por um aumento
mensuravel do consumo de oxigénio local (GUSNARD; RAICHLE, 2001).

Atribui-se grande parte da demanda energética cerebral aos processos metabdlicos
de transmissao de sinapses. Fatores hemodinamicos como o fluxo e o volume sanguineos,
porém, apresentam maiores varia¢es durante a execucdo de tarefas, sendo, por isso,
largamente estudados, bem como a sua relagdo com o metabolismo basal a fim de melhor

entender os mecanismos fisioldgicos de funcionamento do cérebro (GUSNARD;



RAICHLE, 2001; MAGISTRETTI; PELLERIN, 1999).

Neste proposito, surgem os métodos de imagem relacionados a pardmetros fisicos
e fisiologicos, como PET, relacionada ao metabolismo celular; IRMf, sensivel as
variacbes hemodindmicas e composicdo molecular; eletroencefalograma (EEG) e
magnetoencefalograma (MEG), sensiveis aos impulsos eletromagnéticos responsaveis
pelos potenciais de acdo (LOGOTHETIS et al., 2001; MAGISTRETTI; PELLERIN,
1999; RAICHLE, 1998).

Através de estudos com PET, um conjunto de regides funcionalmente conectadas,
presentes no cortex cingulado posterior/precineo, cortex pré-frontal medial, I6bulo
parietal inferior bilateral, e giro temporal inferior, foi identificado (RAICHLE et al.,
2001). Esse conjunto de regides, denominado de Rede de Modo Padrdo (DMN, Default
Mode Network) apresenta maior atividade neuronal e consumo energético no estado de
repouso em comparacgdo a execucdo de tarefas (DI; BISWAL, 2014).

Raichle descreve em seu estudo com voluntarios saudaveis, acordados, de olhos
fechados, que a atividade desta rede é favorecida durante o estado de repouso do
individuo, enquanto decresce com o desempenho de tarefas cognitivas (Figura 1.1).
Sendo assim, a DMN estaria positivamente relacionada a dindmica de introspeccao, auto
referéncia dos individuos, e a localizagdo biolégica dos membros do corpo, conforme
evidenciado posteriormente por outros estudos (CASTELLI et al., 2000; GUSNARD;
RAICHLE, 2001).

A definicdo das redes de repouso é analoga a das redes funcionais convencionais,
seguindo a mesma defini¢éo de Friston: regides espacialmente separadas que apresentam
flutuacBes sincronas de sinal, ou seja, mesma frequéncia de funcionamento (FRISTON,
1994), porém ativas no estado de repouso. Por ndo exigir a aplicacdo de tarefas
moduladas, recebimento de estimulos ou qualquer teste funcional propriamente, diz-se
que se trata de flutuacdes esponténeas cerebrais. Sendo assim, a sincronia de operacéo de
diferentes regides passa a ser vista ndo apenas por uma aplicacdo de estimulo ou tarefa,

mas pelo préprio funcionamento basal do cérebro.
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Figura 1.1: Dindmica de atividade do cértex pré-frontal medial. Figura adaptada de
Raichle et al., 2001).

As flutuacGes espontaneas podem ser observadas durante o repouso do individuo
acordado, ou mesmo durante uma tarefa em estado constante, apresentando correlacédo
das flutuacbes dentro das regides de uma rede e anticorrelagbes entre redes
(BECKMANN et al., 2005a; FOX et al., 2005; NEWTON et al., 2011). Tais flutuagdes
espontaneas sao de baixa frequéncia no intervalo de flutuag@es funcionais comuns, entre
0,01e0,1 Hz. Em 2002, Goldman e colaboradores demonstrou que oscilac@es alfa obtidas
por EEG e IRMf estdo correlacionadas, apontando para a origem neuronal das flutuagoes
espontaneas encontradas com IRMf (BECKMANN et al., 2005a; GOLDMAN et al.,
2002).

O primeiro a identificar as flutuagdes sincronas de sinal no estado de repouso por
IRMT foi Biswal e colaboradores (BISWAL et al., 1995a). Neste estudo, observou-se que
em regides opostas dos lobulos parietais havia flutuagdes de mesma frequéncia,
apontando para uma regido analoga a da rede motora, porém no desempenho de outras
funcoes.

Alguns anos depois, Greicius e colaboradores investigaram uma rede cerebral
constituida por regides do cortex cingulado posterior e cortex cingulado ventral anterior,

ativada apenas durante o repouso, o que foi chamado de hip6tese do modo padrdo. Assim,



a rede recebeu 0 nome de Rede de Modo Padrdo (DMN) (GREICIUS et al., 2003b). Com
excecdo da DMN, as redes de repouso que se conhece possuem uma rede correspondente
ativa durante a execuc¢do de tarefas ou aplicacdo de estimulos, como por exemplo, redes
visual, auditiva e atentiva.

A ideia de trabalhar com redes de repouso tem como principal motivacdo a
compreensdo da demanda metabdlica cerebral e seu funcionamento. Apesar de apresentar
menores percentuais de variacao de sinal em comparacdo as imagens com aplicacéo de
tarefas e estimulos, por se tratar de um sinal inerente a linha base, as imagens funcionais
em repouso tém sido utilizadas com éxito para estudos de conectividade, e variacdes
regionais da hemodinamica cerebral (FOX; GREICIUS, 2010).

O conhecimento das redes de repouso encontradas principalmente por IRM
revelou fundamental importancia para a compreensdao neurofisiologica da dinamica
cerebral bem como a relacdo com sua estrutura, detentora de propriedades
semelhantemente complexas (BULLMORE et al., 2009).

Das aplicabilidades clinicas, as redes de repouso sdo de grande interesse por ndo
exigirem colaboracdo do paciente, muitas vezes inviabilizado de movimentos, fala ou
cognicdo, o que dificulta a execucdo de tarefas. Além disso, as imagens no estado de
repouso dispensam qualquer aparato experimental. Por estes fatores os estudos do estado
basal do cérebro tém obtido destaque na literatura cientifica, tanto com voluntarios
saudaveis, quanto em pacientes (FOX; GREICIUS, 2010; LEE; SMYSER; SHIMONY,
2013).

Em IRM o método convencionalmente utilizado para identificar as redes cerebrais
de repouso e avaliar a conectividade funcional é o baseado no contraste BOLD. Na

préxima secdo, abordaremos 0s aspectos teéricos deste tipo de contraste.

1.2. CONTRASTE BOLD

O grande e rapido avanco do estudo do cérebro nas Gltimas décadas aconteceu,
em grande parte, pela descoberta de que mudangas no metabolismo cerebral afetam o
sinal local de certos tipos de IRM, promovendo, assim, um mecanismo enddgeno para
deteccéo da atividade cerebral, baseado no nivel de oxigenagdo do sangue.

O primeiro passo para a descoberta do contraste BOLD, no inicio dos anos 90, foi
0 estudo do quimico Linus Pauling, que, em 1936, demonstrou que a hemoglobina

apresenta diferentes propriedades magnéticas dependendo de sua oxigenacdo. Quando



ligada a uma molécula de oxigénio (oxiHb, oxihemoglobina), a hemoglobina se comporta
de forma diamagnética, ou seja, seu momento magnético é igual a zero. J& quando ndo
estd ligada ao oxigénio (dHb, deoxihemoglobina), ela se torna paramagnética,
apresentando momento magnético significativo. Portanto, a susceptibilidade magnética é
aumentada em cerca de 20% quando comparada a hemoglobina oxigenada (BELLIVEAU
etal., 1991).

Quando colocamos um objeto com susceptibilidade magnética diferente de zero
na presenca de um campo magnético, ocorre uma defasagem de seus spins, resultando em
decaimento da magnetizacdo transversal. Assim, é possivel concluir que as IRM
ponderadas no tempo de relaxacao transversal (T2) sdo sensiveis a oxigena¢do sanguinea.
Essa premissa foi demonstrada experimentalmente por Thulborn e colaboradores no
inicio dos anos 80 (THULBORN et al., 1982).

Alguns anos depois, Ogawa e colaboradores hipotetizaram que ao manipular a
proporcdo de oxigénio sanguineo, a visibilidade dos vasos seria alterada em IRM
ponderadas em T2*. Em seus experimentos notaram que quanto menor a quantidade de
oxigénio inalada, maior a visibilidade de linhas escuras em imagens adquiridas por
sequéncias do tipo eco de gradientes. Concluiram, entdo, que as finas linhas deveriam ser
vasos que, preenchidos por maior quantidade de dHb, apresentavam maior
susceptibilidade magnética e portanto maior distor¢do no campo local, diminuindo o sinal
de ressonancia magnética (OGAWA et al., 1990).

No mesmo estudo, foi realizada uma série de experimentos in vitro para comparar
as imagens de sangue oxigenado e desoxigenado, obtidas por sequéncias eco de spins e
eco de gradientes. Observou-se uma diminuicdo significativa de sinal nas imagens de
sangue desoxigenado obtidas por uma sequéncia eco de gradientes (OGAWA et al.,
1990).

A partir desse estudo, estava demonstrado um mecanismo de contraste endgeno
que refletia o nivel de oxigenacdo do sangue. Assim, especulou-se se tais achados, que
posteriormente seriam chamados de contraste BOLD, poderiam viabilizar medidas
funcionais ndo invasivas da atividade cerebral.

Neste contexto, duas hipoteses, ndo excludentes, foram formuladas para explicar
0 contraste BOLD. Na primeira, a atividade neuronal geraria um aumento na demanda
metabdlica e, portanto, um aumento no consumo de oxigénio, aumentando entéo a
quantidade de dHb. A segunda hipotese levava em considera¢do o aumento do CBF sem

aumento consideravel do consumo de oxigénio, o que diminuiria a quantidade de dHb.



Na tentativa de esclarecer se e como a atividade cerebral estava relacionada a
alteracdes do contraste BOLD, Ogawa e colaboradores manipularam a inalagdo de gases
em ratos com diferentes niveis de anestesia, monitorando a atividade cerebral por EEG.
Verificaram, entdo, que quanto mais anestesiados estavam os ratos, menor era a alteracéo
do contraste, indicando que a demanda metabdlica é pré-requisito para o contraste BOLD.
Ja buscando avaliar o efeito do fluxo sanguineo, compararam duas condi¢es: inalagéo
de 100% de oxigénio, e inalagcdo de 90% de oxigénio com 10% de CO>. Considerando
que o CO. é um agente vasodilatador, ha aumento do CBF global sem aumento da
demanda metabolica, e a dHb é diluida no sistema venoso, diminuindo o contraste BOLD
(OGAWA,; LEE, 1990).

Assim, embora parega claro que o aumento da atividade neural leva a um aumento
de consumo de oxigénio, aumento da dHb e, portanto uma diminuic¢éo do sinal BOLD,
0s experimentos mostram um aumento do sinal BOLD relacionado a atividade neural.
Este aumento observado € devido ao aumento do CBF que compensa a diminuicdo do
oxigénio local (FOX et al., 1986). A causa dessa desproporcionalidade do aumento do
fluxo sanguineo em relagdo ao consumo de oxigénio ainda ndo estad bem elucidada. Uma
das hipdteses € que a extracdo de oxigénio atinge as necessidades metabdlicas e 0 excesso
de oxigénio presente no sangue é uma forma de compensar a ineficiéncia de sua difusao
passiva quando sob influéncia de altas taxas de fluxo (WONG; BUXTON; FRANK,
1997).

Em resumo, o contraste BOLD trata-se de um contraste endégeno do préprio
corpo humano, baseado na diferenca de susceptibilidade magnética das moléculas de
hemoglobina ligadas ou ndo ao oxigénio. Com a atividade neural local, ha demanda de
oxigénio, que é fornecido pelo sistema cardiovascular por meio de aumento local de CBF.
Como esse aumento é maior do que o necessario, ha diminuicdo da razdo entre as
quantidade locais de dHb e oxiHb, resultando em um aumento de sinal em IRM ponderada
em T2* (OGAWA et al., 1990).

A evolugdo temporal do sinal BOLD em resposta a um estimulo de curta durago
é conhecida como Func¢éo da Resposta Hemodindmica (FRH) (Figura 1.2). Logo apos a
apresentacdo do estimulo (Figura 1.2A), ha um aumento do consumo local de oxigénio,
levando a um rapido decréscimo da resposta (Figura 1.2B), denominado, em inglés, de
initial dip. Entretanto, esse decréscimo néo e observado consistentemente em todo tipo
de tarefa. Apos a depressao do sinal, a resposta inicia uma etapa de sinal positivo (Figura

1.2C), atingindo um maximo usualmente apds 7 a 10 s (Figura 1.2D). A duracdo da



resposta nesse platd maximo dependera da duracdo da tarefa executada. Entdo, ha um
decréscimo da resposta (Figura 1.2E), seguido por uma nova depressdo do sinal, negativo
em relacdo a linha de base (undershoot, Figura 1.2 F), devido ao escoamento de sangue
pelo sistema venoso. Por fim, o sinal retorna aos valores comparaveis aos da linha de base
inicial (Figura 1.2G) (BUXTON, 2012, 2013).

D
C E
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T B X E'rs ] rlfls 1 '::--I E Termnpo
-
Atividade
Meural

Figura 1.2: Diagrama ilustrativo da funcdo da resposta hemodinamica a uma atividade
neural de curta duracdo. Algumas fases compdem o sinal: (A) linha de base, (B) BOLD
negativo inicial (initial dip), (C) BOLD positivo crescente, (D) pico da resposta, (E)
BOLD positivo decrescente, (F) BOLD negativo (undershoot), (G) retorno a linha de

base.

A resposta hemodinamica é influenciada por trés fatores fisiologicos principais:
CBF, volume sanguineo cerebral (CBV, Cerebral Blood Volume) e taxa de consumo de
oxigénio (CMRO;, Cerebral Metabolic Rate of Oxygen). A relagdo entre eles ndo esta
completamente elucidada, principalmente nos casos de patologias neuroldgicas (CHEN;
JANN; WANG, 2015; FEDERSPIEL et al., 2006).

Assim, o método BOLD-IRMf apresenta contraste relativo, gerando imagens
funcionais semi-quantitativas, ou seja, com valores da resposta hemodinadmica dados em
porcentagem de variacdo de sinal em relacdo a linha de base. Portanto, imagens BOLD
ndo fornecem diretamente valores de pardmetros fisiologicos especificos. E possivel,

porém, realizar uma calibracdo das imagens BOLD para obtencdo dos valores de CMRO3,
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por exemplo, uma vez medido o CBF concomitantemente, pela técnica de ASL
(BUXTON, 2013).

Devido ao sinal BOLD ser proveniente de vénulas, hd uma baixa especificidade
espacial em relagdo a atividade neural. Porém, por sua boa relacéo sinal ruido (RSR), a
IRMf tem sido extensivamente empregada em estudos funcionais, com ou sem execugao
de tarefas especificas (DETRE; WANG, 2002).

As imagens funcionais BOLD, como qualquer tipo de sinal que se avalia ao longo
do tempo, necessitam possuir resolucdo temporal adequada para ndo apresentarem
artefatos devido a baixa frequéncia de amostragem, como o aparecimento de sinais com
a frequéncia alterada, o que compromete a veracidade da amostra por informacdes falsas
que ndo representam a realidade, ou mesmo na transformacao de um sinal modulado em
ruido, sem frequéncia identificavel (MISHALI; ELDAR, 2010).

O processo de aquisicdo de IRM, diferentemente do que ocorre com Raios-X ou
imagens PET, é feito ao longo de um maior espaco de tempo. Para acelerar o processo de
aquisicdo das IRM, desenvolveram sequéncia de pulsos com leitura eco planar (EPI, Echo
Planar Imaging), as quais sdo a primeira op¢do quando se trata de imagens BOLD
(DELAPAZ, 1994; ZELLER et al., 2013)

Por utilizar uma sequéncia combinada de eco de gradientes, as sequéncias do tipo
EPI sdo mais réapidas, permitindo a aquisi¢do de um volume de imagens, cobrindo todo o
cérebro, em cerca de 1 a 2 segundos, para equipamentos de ressonancia magnética (RM)
clinicos de 3T (ZELLER et al., 2013). Além disso, as imagens adquiridas possuem
ponderacao de sinal em T2*, sendo sensiveis ao contraste BOLD.

Entretanto, apesar de todas as vantagens, as IRMf baseadas no contraste BOLD
apresentam baixa especificidade espacial em relacdo a atividade neural e sdo
influenciadas por diferentes fatores fisioldgicos (CBF, CBV e CMROy). Portanto, é de
grande interesse cientifico e clinico, a utilizacdo de um método ndo invasivo e

quantitativo que permita o estudo funcional do cérebro.

1.3. ARTERIAL SPIN LABELING

Nos ultimos anos, a técnica de IRM denominada marcacdo dos spins arteriais
(ASL, Arterial Spin Labelling) emergiu como uma ferramenta ndo invasiva importante
na avaliacdo da perfuséo cerebral, por meio da obten¢do de mapas quantitativos de CBF
(GOLAY; PETERSEN, 2007).
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O CBF indica a quantidade de sangue que irriga um determinado volume de tecido
cerebral por unidade de tempo e é comumente expressado em mL.100g™t.min"t. Sua
obtencéo é feita a partir da anélise da cinética de um tracador, enquanto esse perfunde o
tecido cerebral, no nivel dos capilares. Portanto, para quantificar o CBF, sdo necessarios
um agente de contraste, uma técnica para a detec¢do da variacao do sinal no tecido devido
a esse agente, e um modelo que descreva 0 comportamento do agente de contraste
permitindo estimar o CBF.

Ha dois tipos de tracadores para esse fim, intravasculares e difusiveis. Atualmente,
0 método convencional de IRM para quantificacdo de CBF na rotina clinica, é o contraste
de susceptibilidade dindmico (DSC, Dynamic Susceptibility Contrast), que utiliza um
agente de contraste intravascular, o gadolinio (CALAMANTE et al., 1999; JAHNG et al.,
2014). Esse tracador ndo atravessa a barreira hemato-encefalica quando ela esta intacta,
permanecendo nos vasos sanguineos, e alterando o sinal de RM de tecidos préximos a
esses vasos.

Por outro lado, a ASL utiliza a 4gua presente no sangue arterial como agente de
contraste enddgeno, difusivel, oferecendo uma técnica completamente ndo invasiva para
quantificacdo do CBF. Seu principio baseia-se na diferenciacdo entre spins fluindo com
sangue marcado por pulsos de radiofrequéncia e 0s spins estacionarios no tecido cerebral.
A medida que os spins marcados atingem os capilares e realizam trocas com o tecido pela
barreira hemato-encefalica, a magnetizacdo do tecido é alterada, sendo possivel obter
imagens cujo contraste é proporcional & perfusdo (BARBIER; LAMALLE; DECORPS,
2001).

Em ASL, as imagens sdo adquiridas distalmente ao local da marcacdo apo6s o
sangue marcado fluir até o tecido alvo. Essas imagens sdo alternadas com imagens
controles em que a marcacdo ndo € aplicada (Figura 1.3). Assim, a diferenca de sinal entre
imagens marcadas e controles é proporcional ao sangue entregue na fatia adquirida
(AGUIRRE; DETRE, 2002).
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Controle Inversdo Tempo de atraso Marcada
(Marcacao) para o fluxo

Figura 1.3: Representacdo das regides envolvidas em cada etapa do processo de obtencao
do par controle-marcado, pela técnica de ASL pulsada. Figura adaptada de: (http://mri-

g.com/what-is-asl.html, acesso em 24/01/2017).

A Figura 1.4 apresenta um diagrama representativo da dindmica dos spins
geradores de sinal. Quando a imagem controle € adquirida (primeiro quadro, a esquerda),
sem a aplicacdo de pulsos de marcacao, todos os spins do meio estardo sob o efeito do
campo magnético externo. No diagrama representamos apenas aqueles spins que estao
em excesso, alinhados paralelamente ao campo externo, responsaveis pelo sinal
resultante. Durante a circulacdo sanguinea o0s spins intravasculares serdo substituidos,
apos o tempo de atraso (representado na Figura 1.3) por aqueles vindos da regido inferior,
onde houve a marcacao (inversédo dos spins; segundo quadro da Figura 1.4). O resultado
da subtracéo entre as duas imagens esta representado no terceiro quadro, em que 0s spins
ndo marcados e, portanto com a mesma orientacdo nas duas imagens, se cancelam,
enquanto que os spins de magnetizagdo oposta tém sinal somado promovendo um sinal
resultante nas regides perfundidas.

A partir da imagem de perfusdo (diferenga de sinal, A), calcula-se 0 mapa de CBF,
que depende de uma funcédo de Ty, da fracdo de particdo entre tecido e 4gua presente no
sangue, da duracéo e da eficiéncia da marcacéo, e do tempo de atraso para chegada dos

spins marcados.
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Mc = controle Mm = marcada A=(Mc-Mm) CBF=f(T1,A, etc.) A/Mc
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Figura 1.4: Representacdo esquematica dos spins fornecedores de sinal em um voxel para

o calculo dos mapas de Perfusdo (A) e de CBF. Figura adaptada de: (BOROGOVAC;
ASLLANI, 2012)

Como em IRM a magnetizacdo de um sistema de spins sob acdo de um campo
magnético é descrita pela equacdo de Bloch (BLOCH, 1946), esta pode ser modificada
para incluir os efeitos do fluxo sanguineo. Assim, a evolucdo da magnetizacdo

longitudinal na fatia da imagem pode ser descrita por (DETRE et al., 1992):

dM.(t)  MP — M(t)
dt Tyt

+ CBF|m,(t) — m,(t)]
[L.1]

Em que M: € a magnetizacdo longitudinal (por grama de tecido); M é a
magnetizacdo longitudinal no equilibrio; Tit € o tempo de relaxacdo longitudinal do
tecido; ma e my sdo as magnetizac@es longitudinais (por mL de sangue) arterial e venosa,
respectivamente.

Considerando o coeficiente de particdo tecido-sangue para a agua (L), que
relaciona as magnetizac@es do tecido e do sangue, e a troca total entre a 4gua do tecido e

a do sangue, a equacao acima pode ser reescrita como:

dM.(t) _ M — M(0)
dt Tlapp

CBF .
~ 2a(t)——M;
[1.2]

Em que T1app é 0 tempo de relaxacdo longitudinal aparente para a &gua presente

no tecido no caso em que existe perfusdo, e a € a eficiéncia da marcacao.
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O contraste nas imagens de perfusdo depende essencialmente da eficiéncia da
marcacgdo e do T1 do sangue (DETRE; WANG, 2002). A primeira esta relacionada a
fragéo de spins no sangue arterial, presentes na regido de marcagdo, que sao invertidos
pelo pulso de radiofrequéncia. Ela depende do método de marcacéo, e influencia na
quantificacdo do CBF.

Existem trés métodos principais da técnica ASL, que diferem fundamentalmente
pelo modo como é aplicado o pulso de marcacdo dos spins: pulsado, continuo e
pseudocontinuo. Esses métodos serdo discutidos posteriormente.

Além disso, ap6s a marcacéo, os spins levam um tempo para fluirem da regido de
marcacao até a regido de interesse. Durante esse tempo, ha perda de magnetizacéo devido
a relaxagdo longitudinal T1. Essa reducédo de sinal também deve ser levada em conta na
quantificacdo do CBF.

Assim, com as imagens adquiridas e os modelos de quantificacdo obtidos a partir
da equacdo 1.2, calcula-se 0 mapa de CBF basal. Por apresentarem RSR baixa, varios
pares de imagens controle/marcada sdo adquiridos a fim de se obter um mapa médio de
CBF com boa RSR e bom contraste entre as substancias branca e cinzenta. Assim, esses
mapas sdo utilizados em estudos visando entender melhor a perfusao do cérebro saudavel
e suas alteracdes na presenca de neuropatologias.

Entretanto, os estudos do funcionamento basal do cérebro de individuos saudaveis
por ASL também tém sido impulsionados, visto que é uma técnica que fornece imagens
funcionais e ndo necessita da administracdo de contraste, assim como a técnica BOLD,
ndo oferecendo riscos aos voluntarios. A técnica de ASL tem se mostrado eficiente em
trabalhos que exploram a dinamica cerebral, gerando dados de conectividade funcional
com a vantagem de fornecer mapas quantitativos que descrevem a fisiologia das redes
cerebrais, tanto em repouso, como em atividade (CHEN, Y et al., 2011; LEE; SMYSER;
SHIMONY, 2013; MACINTOSH et al., 2010).

Além de possibilitar analises com a quantificacdo do CBF, a ASL abre horizontes
para a avaliacdo do metabolismo regional, o qual est4 diretamente relacionado ao fluxo
sanguineo, tanto no repouso como durante atividades estimuladas, o que possibilita a
obtencdo de indices metabolicos, juntamente com a analise perfusional (LIANG et al.,
2013b).
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1.3.1. ASL PuLSADA

A técnica de ASL no modo pulsado (PASL, Pulsed ASL) caracteriza-se pela
aplicacdo de um Unico pulso curto para marcacao dos spins, em uma regido volumétrica
grande localizada poucos centimetros abaixo da area de leitura do sinal. A ideia desta
técnica é que uma vez marcada uma grande regido, o volume sanguineo arterial fluira
pelas vias vasculares e chegara a regido de interesse com uma mesma perda de
magnetizacdo ao longo de todo o volume marcado, dependendo das condigcbes
cardiovasculares do paciente (BARBIER; LAMALLE; DECORPS, 2001;
CALAMANTE et al., 1999).

Na Figura 1.5, esta esquematizada a aplicacdo dos pulsos de radiofrequéncia para
uma sequéncia PASL, a EPISTAR (Echo Planar Imaging and Signal Targeting with
Alternative Radiofrequency), em que se aplicam dois pulsos de 180° na regido de
marcacao para o caso das imagens controles. J& para a aquisi¢do das imagens marcadas,
apenas um pulso de 180° é aplicado para inverter os spins presente na regido de marcagao
(PETERSEN et al., 2006). A aquisicdo das imagens é feita apds um tempo da inversao
dos spins, chamado de atraso pos-marcacdo (PLD, Post-labeling Delay) ou tempo de
inversdo (TI), que também € respeitado para as imagens controle, com o proposito de

garantir as mesmas condi¢des entre as duas aquisicoes.

Controle: 180° + 180° Aquisicdo: t =Taq

b)

Marcacao Aquisicao: t =Taq

Figura 1.5: Representacdo da aquisi¢do das imagens (a) controle e (b) marcada. Figura
adaptada de: (PETERSEN; LIM; GOLAY, 2006).
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1.3.2. ASL CONTINUA

No modo continuo (CASL), o sangue fluindo para o cérebro é continuamente
marcado até que um estado estacionario seja atingido (ALSOP; DETRE, 1998). Em 1992,
Williams e colaboradores propuseram um método de inversdo baseado na técnica
conhecida por flow-driven adiabatic fast passage, em que 0s spins no sangue arterial,
movendo-se através de um gradiente de campo magnético, sdo invertidos adiabaticamente
por um pulso de radiofrequéncia (WILLIAMS et al., 1992). Se o pulso for longo, da
ordem de alguns segundos, 0s spins da dgua presente no sangue arterial serdo invertidos
durante o periodo de aplica¢do do pulso e um estado estacionario relacionado ao fluxo
serd atingido. Nesse caso, a eficiéncia da marcacdo sera maxima, ou seja, igual a 1.
Entretanto, devido a relaxacdo longitudinal que ocorre durante o tempo de transito dos
spins entre os planos de marcacao e da imagem, parte da marcacéo é perdida.

Entretanto, a aplicacdo de um pulso de radiofrequéncia longo, fora da ressonancia,
causa saturacao das macromoléculas do tecido cerebral, que trocam magnetizacdo com a
agua livre presente no tecido, reduzindo o sinal no plano de marcacédo. Para eliminar os
efeitos de transferéncia de magnetizacao, foi proposta a utilizacdo de uma bobina dedica
a marcacdo, posicionada no pescoco do individuo, para que o pulso ndo atinja o plano da
imagem (DETRE et al., 1992; SILVA et al., 1995). Porém, nesse caso ha necessidade de
hardware adicional nem sempre disponivel. Além disso, para realizar a marcacdo e a
leitura das imagens com apenas uma bobina de cabeca este método gera uma deposicéao
de energia proxima a regido dos olhos podendo causar aquecimento local, e por
conseguinte desconforto ao paciente. A fim de fugir destas complicacGes método pseudo-

continuo foi desenvolvido.

1.3.3. ASL PSEUDOCONTINUA

O modo pseudocontinuo (pCASL) caracteriza-se por uma combinagdo das
vantagens dos modos continuo e pulsado, ou seja, alta RSR e alta eficiéncia de marcacéo,
sem a necessidade de uma bobina dedicada a marcacgdo (DAI et al., 2008).

Para isso, um trem de pulsos de radiofrequéncia curtos (~ 1 ms) e gradientes de
campo sincronizados sao utilizados para inverter os spins do sangue arterial fluindo
através do plano de marcacgéo (Figura 1.6A). Pulsos seletivos do tipo Hanning podem ser

aplicados com igual espacamento e um estado estacionario similar ao de CASL pode ser



17

atingido com menos restri¢des tecnicas (NEZAMZADEH et al., 2010).

Como os pulsos séo curtos comparados ao tempo de relaxagdo do sangue arterial,
perturbacdes causadas pelo trem de pulsos séo basicamente as mesmas daquelas causadas
por um pulso de marcacao longo (WONG, 2013). Além disso, pCASL fornece menos
deposicdo de poténcia e menos efeitos de transferéncia de magnetizacdo quando
comparada a CASL. Entretanto, ela pode ser suscetivel a inomogeneidades do campo
magnético estatico (WU et al., 2007).

A Figura 1.6B mostra um esquema temporal da aplicacdo dos pulsos de
radiofrequéncia e aquisicdo das imagens. Inicialmente, aplica-se um trem de pulsos de
marcacdo, por um periodo comumente chamado de duragdo da marcacdo, diferindo do
pulso Unico aplicado PASL. Ap6s um tempo de espera pds-marcacdo (PLD), sangue
marcado chega a regido de interesse e realiza-se a leitura do sinal (ALSOP et al., 2015;
WONG; BUXTON; FRANK, 1998).

Estudos recentes tém reportado quantificagfes de CBF consistentes com pCASL,
e valores regionais médios concordantes com aqueles obtidos por outras técnicas, como
PET (CHEN; WANG; DETRE, 2011; GUOFAN et al., 2009). Além disso, pCASL
fornece dados com alta reprodutibilidade mesmo com longos periodos entre as aquisicdes
(CHEN; WANG; DETRE, 2011; GEVERS et al., 2011; WU et al., 2014), que pode ser
melhorada por meio de correcdes para sensibilidade da bobina e eficiéncia de marcacao
(WU etal., 2011).

(A)

Volume da
imagem

Plano de Marcagdo
CASL/PCASL

Plano de Marcagdo
PASL

(8) [—l —
Aquisi¢ao
CASU Marcagdo CASL/PCASL da Imagem
PCASL <« Temode e pp —»
Marcagdo

Figura 1.6: (A) Representacdo das regides de marcacédo e aquisi¢do das imagens para 0S
trés principais métodos de ASL. (B) Diagrama esquematico da aplicacdo dos pulsos e
aquisicdo da imagem para os métodos continuo (CASL) e pseudocontinuo (pCASL).
Figura adaptada de: (ALSOP et al., 2015).
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1.3.4. ASL E BOLD: DIFERENGCAS E COMPLEMENTARIDADE

As diferencas elementares entre BOLD e ASL como técnicas funcionais surgem
da flexibilidade de parametros em que se pode basear o contraste das IRM. Ambas séo
técnicas ndo invasivas, que nao necessitam da administracdo de contraste exdgeno via
farmacos. Porém, enquanto a BOLD detém-se as variagGes de sinal promovidas pela
propria hemodinamica, de forma completa, a técnica de ASL é mais seletiva e detém-se
ao fluxo sanguineo cerebral.

Devido a natureza dos sinais, ocorre também uma diferenca de localizacdo dos
spins no sistema vascular. Nas imagens BOLD, o0s spins que geram 0 contraste
encontram-se nos grandes vasos, onde a direcdo do fluxo é praticamente constante e a
contribuicdo das moléculas de oxihemoglobina se soma (BUXTON, 2012, 2013; DETRE;
WANG, 2002). Ja nas imagens de ASL, durante a leitura de sinal, os spins marcados ja
chegaram aos capilares e permearam a barreira hemato-encefélica, onde interagem
magneticamente com 0s spins estaticos, enquanto ocorrem as trocas gasosas (LEONI,
2011). Além disso, outra diferenca importante esta na necessidade de aquisi¢do de duas
imagens para o método de ASL, diminuindo a resolucdo temporal e a RSR das imagens.
Estas e demais comparagOes estdo sintetizadas na Tabela 1.1, adaptada de (DETRE;
WANG, 2002).

As imagens baseadas no sinal BOLD, apesar de serem a técnica convencional para
IRMf sem contraste aplicado, ndo fornecem informacdo quantitativa, mas diferencas
relativas a uma linha de base. Além disso, como variagdes na perfusdo basal afetam o
sinal BOLD (COHEN; UGURBIL; KIM, 2002) e como essa perfusdo basal pode
encontrar-se alterada em diferentes patologias, como nas doencas cerebrovasculares
(HARTKAMP; BOKKERS, 2011; IADECOLA; DAVISSON, 2008b; MITSCHELEN et
al., 2009b), é importante a utilizacdo de uma técnica alternativa que permita a
quantificacdo do CBF basal, como é o caso da ASL.

Estudos recentes em conectividade funcional mostram que os resultados obtidos
com as técnicas BOLD e ASL sdo naturalmente complementares quando se deseja estudar
a relacéo entre o fluxo sanguineo e a topologia funcional cerebral (JANN et al., 2015b;
LIANG et al., 2013b; ZHU et al., 2013b). Estas informacdes oferecem o conhecimento
da fisiologia cerebral das redes de repouso, além de sua organizacdo funcional (JANN et
al., 2015a). A combinacdo entre a boa resolucdo espacial dos mapas obtidos com as

flutuacGes de sinal BOLD e as informagdes quantitativas obtidas com a ASL fornece uma
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abrangente caracterizacdo cerebral das RBNs a respeito de sua localizacéo e fisiologia.
Essa caracterizagcdo mais completa é de especial interesse para estudos longitudinais,
estudos farmacologicos, e também para anélise das RBNs em diferentes grupos de
pacientes (JANN et al., 2015b; LIANG et al., 2013b).

Tabela 1.1: Diferengas entre ASL e BOLD.

ASL BOLD

Mecanismo do sinal Fluxo sanguineo Fluxo sanguineo
Volume sanguineo

Consumo de oxigénio

Parametro de Contraste Tl T2*

Variacao de Sinal <1% 0,5a5%

Método de Aquisicéo Eco de gradiente Eco de gradiente

Taxa de Amostragem (TR) 3a8s, por mapa. 1a3s, por volume

RSR Baixa Alta

Variabilidade entre sujeitos  Baixa Alta

Cobertura Maior parte do cortex  Todo o encéfalo

Artefatos Artefatos vasculares, Susceptibilidade magnética,
artefatos de movimento e deslocamento da
movimento. linha de base.

1.4. ANALISE DAS IMAGENS

Os métodos de andlises de imagens funcionais sdo diversos, dentre 0s mais usados
temos: Método das Sementes, GLM (General Linear Model), PCA (Principal Component
Analysis), ICA, pICA (Paralell Independent Component Analysis), entre outros. Trata-se
de diferentes formulagdes matematicas com a finalidade de modelar o sinal recebido e
identificar por meio da analise de pardmetros matematicos e estatisticos, as oscilacfes
temporais referentes a fisiologia cerebral de atividade neuronal.

Para cada desenho experimental e tipo de dados, existem métodos mais adequados
ou menos adequados, dependendo da combinagdo dos mesmos com a finalidade de cada
método, e com suas suposic¢des iniciais.

Abaixo, descrevemos os métodos de analises por sementes e por separacdo de
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componentes independentes, comumente utilizados quando se trata de IRMf no estado de
repouso (JANN et al., 2013; LEE; SMYSER; SHIMONY, 2013).

1.4.1. BASEADA EM SEMENTE

Este método foi utilizado por Biswal e colaboradores, no primeiro estudo a relatar
flutuacdes espontaneas com IRMf, e tem como base o calculo da correlagéo temporal ou
de anélises de covariancia de uma regido ou voxel de interesse, previamente escolhido de
acordo com interesses do estudo, com demais regides ou voxels do cérebro (BISWAL et
al.,, 1995a). Sua definicdo condiz com a definicdo de conectividade funcional,
considerando as correlagdes de sinais temporais em diferentes regides (FRISTON, 2011).

A regido escolhida para a comparagao sera a “semente”, podendo-se fazer uso de
mascaras de redes, ou de regides anatdmicas para tal. Nas analises por voxel, as oscilaces
temporais do mesmo séo diretamente comparadas com as dos demais voxels; enquanto
que com o uso de regides ou mascaras, é necessario fazer a média dos sinais de cada voxel
a fim de se encontrar a flutuacdo média da regido, e essa entdo ser comparada com as
oscilacdes de demais voxels ou regides. Um esquema do modelo de anélise baseada em
sementes pode ser observado na Figura 1.7.

Sempre que se opta por calcular a média de um sinal, os ruidos aleatorios tendem
a se cancelar conforme o nimero de amostras envolvidas contendo o sinal de interesse
(nimero de voxels, por exemplo), o que se tratando de oscilagGes proximas a linha base
do sinal, como é o caso de dados obtidos no estado de repouso do voluntério, é de especial

interesse.
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Figura 1.7: Estudo de séries de IRMf através do método das sementes. (a) O voluntario
permanece em estado de repouso, sendo pedido que ndo pense em nada especificamente,
enquanto isso se faz a leitura da série de imagens. (b) Um uma tarefa convencional de
IRMT pode ser aplicada a fim de encontrar uma regido de interesse, ativada pelo mesmo.
(c) Apos a escolha da semente, informa-se a regido/voxels com os quais se deseja
comparar. E a correlagdo entre os sinais é calculada. (d) Para mapear todas as conexdes
funcionais da semente escolhida, o sinal temporal da semente pode ser correlacionado
com todos os voxels da imagem. Aqueles que exibirem alto coeficiente de correlagdo com
a semente sdo considerados conectados funcionalmente a ela, resultando, apos um limiar,
no mapa de atividade final. Figura adaptada de: (VAN DEN HEUVEL; HULSHOFF
POL, 2010).

1.4.2. ANALISE DE COMPONENTES INDEPENDENTES

O método de Analise de Componentes Independentes (ICA, Independent
Component Analysis) foi desenvolvido a partir do método de PCA, para identificar voxels
com informagdes mutuas, ou correlacdo de variancias. Em IRMf, ICA € usada para

identificar espacialmente diferentes redes cerebrais, que apresentem sincronia de
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oscilacdo temporal (MCKEOWN et al., 1998a).

A sua principal vantagem é ser um método “cego” que ndo necessita de muitas
condigdes prévias a respeito dos resultados, como o conhecimento de regides de atividade
cerebral, ou uma modulacéo de sinal, como para 0 método GLM. Assim, ICA pode ser
utilizada sem muitas suposicdes prévias em dados de individuos no estado de repouso
para anélises mais exploratorias (BECKMANN et al., 2005a). Seu uso vem crescendo no
contexto de procura por redes cerebrais, principalmente no estado de repouso, no qual

ndo ha a aplicacdo de atividades moduladas, conforme se vé no grafico da Figura 1.8.
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Figura 1.8: Numero de artigos em IRMf utilizando ICA, por ano e publicacdes relevantes
da area. Figura adaptada de: (CALHOUN; ADALLI, 2012).

O método é empregado em IRMf com a finalidade de analisar grupos de dados
ndo gaussianos gque possuam componentes de sinal estatisticamente independentes no
tempo ou no espaco (HYVARINEN; OJA, 2000). A necessidade de uma independéncia
perfeita tem sido alvo de discussdes, podendo afetar a constancia da acuréacia do método
em algumas regides cerebrais (CALHOUN et al., 2003a). O método separa uma série
temporal de cada voxel do volume da imagem e encontra aqueles que apresentam as
flutuacGes de sinal semelhantes, a fim de agrupa-los como pertencentes a uma mesma

“fonte de sinal” — a atividade neuronal correspondente.
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A ICA espacial procura por mapas de atividade coerentes no tempo, separados de
acordo com a covariancia dos voxels e procurando minimizar a informacéo mdtua entre
eles (BROWN; YAMADA; SEJNOWSKI, 2001). Neste quesito a ICA supera em
eficiéncia métodos que se baseiam apenas na correlacao de pares de voxels ou em analises
de covariancia, pois se muitos voxels com atividade simultanea, pode ocorrer perda de
informacao relevante, resultando na perda de cobertura dos padrdes gerais de associacoes,
o0s padrdes globais (MCKEOWN et al., 1998b).

O numero de componentes escolhido para decompor o sinal é de fundamental
importancia no método de ICA. Pelo alto indice de ruido que ocorre em IRMf, pode-se
acabar sobre estimando o nimero de componentes adequado o que compromete a
independéncia e confiabilidade da separacdo de sinais de interesse. Considera-se que 0
numero de componentes independentes seja menor do que a dimensao da matriz de dados.
Varios estudos foram realizados sobre um nimero ideal de componentes, 0s quais tendem
a recomendacdo de 20 a 30 para o sinal BOLD (LI; ADALI; CALHOUN, 2007; WANG;
LI, 2015). Viu-se também que o ideal é estimar para cada grupo (ou individuo) o nimero
de componentes pertinente, a fim de melhor separar as redes e fontes de sinal de acordo
com o conjunto de dados (HIMBERG; HYVARINEN, [s.d.]; LI; ADALI; CALHOUN,
2007).

A aplicabilidade da ICA espacial em IRMf possui motivacdes bem
fundamentadas, pois neste caso considera-se que exista uma cobertura sistematica das
regides ativadas ao longo do tempo, o que ja foi visto por diversos estudos (BISWAL et
al., 1995a; FRISTON, 2011; GREICIUS et al., 2003c). Assim, cada imagem € tida como
sendo composta pela soma linear dos mapas de todas as componentes espacialmente
independentes, havendo para cada um deles, o sinal temporal correspondente. Um modo
analogo deste raciocinio é empregado para o caso da ICA temporal, aplicavel para estudos
com EEG, onde se assume a cobertura sistematica de intervalos de tempo nos quais
ocorrera a atividade (CALHOUN et al., 2003a; CALHOUN; ADAL, 2012; CHEN et al.,
2003).

1.5. CONECTIVIDADE FUNCIONAL POR TEORIA DE GRAFOS
Na definicdo de Conectividade Funcional, como mencionada no primeiro tépico

deste capitulo, tem-se que as regides cerebrais temporalmente correlacionadas, porém,

separadas espacialmente ndo necessariamente possuam influéncias de “disparo de
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ativagdo” entre suas regides. Para que haja a conectividade funcional, ¢ necessario apenas
que tais regides sejam estimuladas pelos mesmos estimulos neuro-disparadores ou neuro-
moduladores (VAN DIJK et al., 2010). A influéncia entre as regides e sua relacdo de
causalidade de disparo é estudada como conectividade efetiva (Friston, 1995).

Em um estudo de redes se avalia as relagdes entre determinados elementos, 0s nos,
que se conectam por “arestas” ou “ligagdes”. Tais relagdes podem ser diretas ou indiretas;
porém aqui focaremos nas ligacdes diretas, em que o grau do no representa o0 nimero de
ligacGes que o mesmo possui, ndo especificando a direcionalidade destas ligagdes (caso
indireto) (ONIAS et al., 2014).

A forma como essas relagdes ocorrem define o tipo de rede em questdo, podendo
estas serem classificadas como redes de mundo pequeno (small-word networks), rede
aleatdria, e rede regular (Figura 1.9) (BASSETT; BULLMORE, 2006). A definicdo de
redes aleatdrias veio de Erdos Rény, e diz que os nds sdo randomicamente dispostos com
propriedades de conexdo constantes. Hoje, usa-se que uma rede aleatdria possui alguns
de seus parametros como sendo constantes enquanto outros podem variar aleatoriamente
(ONIAS et al., 2014; WANG et al., 2010).

Regular Small-Word Randdmica

Figura 1.9: Alguns tipos de rede, e sua representacdo do nivel de organizagdo das ligacGes
e da conectividade entre 0s nos. Figura adaptada de: (BASSETT; BULLMORE, 2006).

As redes cerebrais séo classificadas como redes de mundo pequeno, em que ocorre
uma grande ‘clusterizag¢ao’ local da distribuigdo de nds, associada a um caminho livre
médio pequeno entre quaisquer n6s (WANG et al., 2010).

Tem sido demonstrado que as redes de repouso, bem como as demais redes
funcionais sdo passiveis de estudos com a Teoria de Grafos, fazendo jus a nomenclatura
(BOCCALETTI et al.,, 2014; BULLMORE et al., 2009; LIANG; CONNELLY;
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CALAMANTE, 2014a). Em 2009, Bullmore e colaboradores propuseram quatro passos
praticos para o estudo de conectividade funcional por Teoria de Grafos, que sdo em
sintese (Figura 1.10) (BULLMORE et al., 2009):
1° Definir os nos das redes cerebrais; por exemplo, partir de atlas de regifes
anatdémicas de interesse.
2° Estimar pardmetros continuos de associacdo entre os nds, como a coeréncia
espectral ou o coeficiente de causalidade de Granger.
3° Construir uma matriz adjacente bindria com os valores de correlacdo
calculados par a par entre 0s nos, ja limiarizados, ou um grafico de medidas
indiretas.

4° Calcular os parametros de redes aleatérias de interesse.

Dentre os parametros mais comuns calculados para redes cerebrais estdo os
apresentados na Tabela 1.2, com suas respectivas definices matematicas e conceituais,
conforme (ONIAS et al., 2014).

Liang e colaboradores apontam que a intensidade da conexdo funcional (FCS,

Functional Connectivity Strength) nas redes de repouso BOLD possui uma correlacao
espacial com o CBF basal, e que os centros de longo alcance possuem esta relacdo ainda
mais pronunciada. Analises estruturais feitas em paralelo mostraram que a rede de modo
padrdo (DMN) constituida por regiGes permeadas de nos centrais de conectividade no
repouso, exibem um alto nivel metabolico durante 0 mesmo. Esta relacdo espacial entre
metabolismo e conectividade em repouso sugere uma ligagdo entre as areas ativas basais
do cérebro, a perfusdo sanguinea e a conectividade funcional (LIANG et al., 2013b).
Os estudos de rede permitem ir além da visualizacdo dos padrdes de conectividade,
fornecendo medidas e andlises quantitativas a respeito dos mecanismos de organizagédo
funcional do cérebro, de forma global (WANG et al., 2010). Portanto, através de estudos
de conectividade funcional é possivel fazer inferéncia a respeito da fisiologia cerebral, no
que diz respeito a sua organizacdo e as propriedades dos sistemas neurais, estudando-os
como redes (VAN DIJK et al., 2010).
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Figura 1.10: Figura representante dos passos propostos por Bullmore. 1) Extragdo do sinal
funcional ao longo do tempo. 2) Calculo da correlacdo funcional entre os voxels ou
regides. 3) Aplicacdo do thresholding a matriz de correlacdo, para binarizacdo. 4)
Visualizacdo da matriz binarizada, ou matriz de associacdo como um grafo. Figura
adaptada de: (Wang et al., 2010).
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Parametro Equacao Definicao
G representa o conjunto
completo da rede. a(i,j) é o
Grau do nd i- .. elemento da matriz
ki=2a(l,]) . ——
ésimo , adjacente, binéria. a(i,j) =
J &G 1 quando existe conexdo, e
ZEro caso contrario.
n; € o numero total de nos
Grau da Ny N
P(k) = — com grau k. N é o nimero
Distribuic&o N total de nos.
Custo ou

probabilidade

da conexao

Coeficiente
de
Clusterizacao

Eficiéncia
Local

Menor
distancia

entre 0s nés

Eficiéncia
Global

Medida de
mundo

pequeno

1
Peysto = N =1) ZG ki
j

2a(i,))a(i,h)a(j, h)

) =~
N
(i,j,h) €G
Eroeat (1) = ———
L= 1
NN -1)

ijEG,i#]

E

o= C/Cal
L/Lal

ki(k; — 1)

1 1
global = — E -
N(N—-1) i d(i,j)

Esta medida avalia a rede
como um todo. G
representa a rede.

Diz respeito ao nivel de
segregacdo da rede.

Reflete a eficiéncia de
comunicacao entre 0s nos,
ao se retirar um (i). G;é o
conjunto de vizinhos de i.

d(i,j) é a menor distancia
entre dois nos.

Egioba reflete a eficiéncia

de comunicacéo da rede
como um todo.

Cy € Ly 8005
coeficientes de
clusterizacdo e menor
distancia, avaliados a rede
aleatdria obtida a partir da
rede original. A rede é
considerada de mundo
pequeno se ¢ >>1.

Tabela adaptada de (ONIAS et al., 2014).
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1. OBJETIVOS

O objetivo principal do presente trabalho foi investigar a viabilidade de usar uma
sequéncia de ASL, comercial, disponivel para o uso na rotina clinica, e otimizada para a
quantificacdo de CBF basal, para o estudo da conectividade funcional do cérebro em
repouso.

Assim, o trabalho incluiu os seguintes objetivos especificos:

= |dentificar as redes cerebrais de repouso a partir das séries temporais de BOLD
e ASL;

= Auvaliar a conectividade funcional entre as regifes que constituem as redes de
repouso;

= Realizar analises em grupo e individuais a fim de proporcionar anélises a nivel
dos sujeitos como seria em uso clinico;

= Quantificar o fluxo sanguineo cerebral basal nas regides que constituem as redes
de repouso, e investigar sua correlacdo com a conectividade funcional;

= Comparar os resultados obtidos com dados de ASL pulsada, que apresenta
melhor relacdo sinal ruido, e pseudocontinua, que apresenta melhor
quantificacdo do CBF;

= Auvaliar a influéncia do tempo ao eco sobre as redes encontradas com ASL e
definir os melhores parametros de aquisicdo a serem utilizados;

= |nvestigar os parametros que caracterizam as redes cerebrais de repouso por

meio da teoria dos grafos.
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3. METODOLOGIA

3.1. PARTICIPANTES

Vinte e quatro voluntarios saudaveis, sendo dezesseis homens e oito mulheres,
maiores de 18anos (média: 25 + 6 anos), estudantes de graduacao e de pds-graduacdo de
cursos e areas variados, participaram deste estudo.

Os critérios de exclusdo foram: hipertensdo, diabetes e historico de doencas
neuroldgicas; presenca de estenose carotidea parcial ou total, unilateral ou bilateral;
presenca de lesdo por acidente vascular cerebral ou tumor cerebral; presenca de marca-
passo e proteses incompativeis com a realizacdo de exame de ressonancia magnética;

claustrofobia; e ndo assinatura do termo de consentimento.

3.2.  ASPECTOS ETICOS E ORIENTACOES

O presente estudo e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Anexos | e 11) foram aprovados pelos Comités de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP-USP), e do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP-USP).

Cada voluntario recebeu o TCLE da pesquisa, e teve a oportunidade de ler na
presenca dos pesquisadores e esclarecer as duvidas. No termo estavam inclusas as
informacdes sobre os objetivos e procedimentos do estudo; os possiveis desconfortos do
exame, como por exemplo, claustrofobia; a auséncia de efeitos colaterais comprovados
para exames de ressonancia magnética; e a possibilidade de sairem da pesquisa a qualquer
momento, mesmo durante o exame. Além disso, todos os voluntarios foram convidados
a participar da pesquisa sem nenhum tipo de remuneracéo e recebendo apenas o beneficio
de terem suas IRM anatomicas laudadas por um radiologista do HCFMRP. Apoés esse
procedimento, os voluntarios afirmaram o consentimento de sua participagdo mediante
assinatura do TCLE.

Antes de entrar na maquina de ressonancia magnetica, todos os voluntarios foram

encaminhados a um enfermeiro responsavel pela entrevista de triagem para averiguar se
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0 participante em questao possuia algum tipo de restricdo ao exame, COMo marca-passos
e objetos metélicos pelo corpo.

Todos os voluntarios foram instruidos a permanecer acordados, se movimentar o
minimo possivel, e a olhar atraves de um espelho para uma cruz fixada atrds do magneto

durante todo o exame.

3.3. AQUISICAO DAS IMAGENS

As IRM foram adquiridas em um sistema de Ressonancia Magnetica Achieva 3T
(Philips Medical Systems, Holanda) instalado no HCFMRP, institui¢do coparticipante do
estudo. Este sistema € equipado com gradientes capazes de gerar amplitudes de 80 mT/m
e tempo de subida de 200 mT/m/ms. Foram utilizadas uma bobina transmissora de corpo
inteiro e uma bobina receptora de cabeca de 32 canais.

Os parametros de aquisicdo utilizados para cada sequéncia de pulsos estdo

descritos a seguir.
3.3.1. Arterial Spin Labeling Pseudocontinua (pCASL)

Imagens axiais de ASL foram adquiridas pelo método pseudocontinuo, utilizando
uma sequéncia 2D do tipo EPI (do inglés, Echo Plannar Imaging) com os seguintes
parametros: angulo de excitagdo = 90°, matriz = 80 x 80, FOV = 240 x 240 mm?, niimero
de fatias = 20, espessura das fatias =5 mm, duracgdo da marcacéo = 1650 ms, atraso pds-
marcacdo = 1525 ms, nimero de pares(controle/marcacdo) = 75. Durante o trabalho,
variou-se 0 Tempo ao Eco (TE) da sequéncia para investigacdo de sua influéncia na
qualidade das séries temporais das imagens. Na Tabela 3.1 estdo os valores de TE e
Tempo de Repeticdo (TR), e do nimero de individuos para cada sequéncia.

3.3.2. Arterial Spins Labeling Pulsada (PASL)

Imagens axiais de ASL foram adquiridas pelo método pulsado, utilizando uma
sequéncia 2D do tipo EPI com os seguintes parametros: angulo de excitacdo = 90°, matriz
= 64 x 64, FOV = 240 x 240 mm?, nimero de fatias = 20, espessura das fatias = 5 mm,
atraso pos-marcagdo = 1500 ms, nimero de pares(controle/marcacdo) = 100. Durante o
trabalho, variou-se o TE da sequéncia para investigacdo de sua influéncia na qualidade

das series temporais das imagens. Em relacdo aos TEs de 21 e 24ms, tanto na analise
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individual quanto nas analises em grupo, o desempenho foi 0 mesmo, confirmando a
plausibilidade de colocar os dois conjuntos de dados em um Gnico grupo. Ja os dados com
TE de 14 ms apresentaram resultados muito ruins; portanto, exceto quando especificado,
todos os resultados apresentados com PASL sdo para TE igual a 21 e 24 ms. Na Tabela
3.1 estdo os valores de TE e TR, e do nimero de individuos para cada sequéncia.

Apesar de ter relagdo sinal-ruido conhecidamente inferior a pCASL(ALSOP et
al., 2015; BOROGOVAC; ASLLANI, 2012; POLLOCK et al., 2009; WU et al., 2007),
utilizar PASL teve como objetivo investigar a influéncia do TR e, consequentemente, da

resolucdo temporal nos resultados.

Tabela 3.1: Parametros variados com a técnica de ASL pseudocontinua e pulsada.
pCASL(14) pCASL(21) PASL(14) PASL(21-

24)
TE (ms) 14 21 14 21
TR (ms) 4000 4200 3000 3000
NUmero de 22 7 4 18

participantes

3.3.3. Blood Oxygenation Level Dependent (BOLD)

Imagens baseadas no contraste BOLD também foram adquiridas utilizando uma
sequéncia 2D do tipo EPI, com os seguintes parametros: TR/TE =2000/30 ms, angulo de
excitagdo = 90°, matriz = 80 x 80, FOV = 240 x 240 mm?, nimero de fatias = 31, espessura

das fatias = 4 mm, intervalo entre fatias (gap) = 0,5 mm, ndmero de repeti¢cdes = 300.

3.3.4. Imagens Anatbmicas

Para referéncia anatémica, imagens de alta resolucdo, ponderadas em T1, foram
adquiridas utilizando uma sequéncia do tipo gradiente eco com 0s seguintes parametros:
TR/TE = 7/3 ms, angulo de excitagio = 8°, matriz = 240 x 240, FOV = 240 x 240 mm?,

namero de fatias = 160, espessura das fatias = 1 mm.



32

Para confirmacéo da auséncia de oclusdes artérias, imagens de angioressonancia
foram obtidas utilizando uma sequéncia tridimensional TOF (Time of Flight), com os
seguintes parametros: TR/TE = 20/3,5 ms, &ngulo de excitacdo = 20°, matriz =512 x 512,

FOV = 220 x 220 mm?, nmero de fatias = 175, espessura das fatias = 1,1 mm.

3.4. PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

As imagens foram processadas e analisadas utilizando rotinas proprias
desenvolvidas em MATLAB (TheMathWorks, Natick, EUA), além do SPM12
(Statistical Parametric Mapping, University College London, UK), ASL toolbox(WANG
et al., 2008), GIFT toolbox (CALHOUN et al., 2001) e CONN (Neuroimaging
Informatics Tools and Resources Clearinghouse, National Institutes of Health, EUA).

3.4.1. Pré-Processamento

As etapas de pré-processamento foram realizadas usando o SPM12 e diferiram
para as diferentes técnicas de imagem utilizadas (BOLD e ASL), devido as suas
peculiaridades, como RSR, e 0s tipos de imagens obtidas. Todas, porém, envolveram as
seguintes etapas:

- Reorientacdo tendo a comissura anterior de cada participante como referéncia;

-Realinhamento da série de imagem sem relacdo a primeira imagem da série para
correcédo de artefatos de movimento da cabeca do participante;

- Corregistro entre as imagens funcionais, de baixas RSR e resolucédo espacial, e
as imagens anatdmicas, de alta resolucéo espacial;

- Suavizacao espacial com filtro gaussiano de 4 mm ou 10 mm de largura a meia
altura (FWHM, do inglés Full Width at Half Maximum), para aumentar a RSR;

- Normalizacéo para o espaco padrdo MNI (Montreal Neurological Institute) a
fim de padronizar as dimensdes anatémicas e reduzir a variabilidade espacial entre os

individuos.

Os diagramas das figuras 3.1, 3.2 e 3.3 apresentam a ordem de aplicacdo dos
processos descritos para as imagens de pCASL, PASL e BOLD, respectivamente. Para
pCASL, a suavizagdo espacial e a normalizagdo foram realizadas sobre as imagens
obtidas a partir da subtracdo ou média de cada par controle/marcada. Para PASL, cujas

imagens apresentam menor RSN, realizar a suavizacdo e a normalizacdo das imagens
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controle e marcada se mostrou mais eficaz do que realizar estas etapas sobre as imagens
obtidas a partir da subtracdo ou média de cada par controle/marcada.

J& no caso das imagens BOLD, realizou-se mais uma etapa, a corre¢do do tempo
de aquisicao entre as fatias. Isso é necessario, pois para cada volume adquirido, uma fatia
é adquirida de cada vez, fazendo com que as fatias figuem defasadas temporalmente. A
correcgéo utiliza-se de interpolacéo, de modo que todas as fatias do volume dao analisadas
como se tivessem sido obtidas no mesmo instante de tempo.

Além disso, as imagens anatdmicas também foram normalizadas para o espaco

MNI e segmentadas em regides de substancias branca e cinzenta.

3.4.2. Célculo das Imagens de Perfusdo

Os mapas de perfusdo sanguinea foram obtidos através da subtracdo das imagens
marcadas em relacdo as imagens controles, utilizando o método de interpolagdo “sinc-
subtraction” (AGUIRRE et al., 2002; WANG et al., 2008). Como as imagens controle e
marcada sdo adquiridas em diferentes tempos, espagadas de um TR, este método
(Equacéo 3.1) realiza uma interpolacdo sinc das imagens do tipo controle para retirar a
diferenca de sinal ocorrida entre os tempos de aquisicdo. Assim, ao subtrair cada par
controle-marcada, a imagem resultante sera ponderada na diferenca de sinal devido aos

spins marcados nos pequenos vasos.
[Ci,Cy, ...Cn] = [C1,Cq,C5,...C 4, CQ] - [Cl, Cs..C 1] [3.1]
2 ] z "2 z 2 n-

Em que C e n se referem, respectivamente, a matriz da imagem Controle e ao
namero do dindmico, sendo n/2 o nimero total de pares de imagem controle-marcada.

Na pratica, a “sinc subtraction” tem um efeito de filtro passa bandas, o qual
minimiza a contaminacdo de sinal BOLD sobre as imagens de perfusdo (AGUIRRE et
al., 2002), diminuindo o sinal proveniente dos grandes vasos, efeitos da vasodilatacéo, ou
extracdo de oxigénio.

As imagens de perfusdo foram obtidas para as séries de imagens adquiridas por
PASL e pCASL.
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3.4.3. Célculo dos Mapas de CBF

Os mapas de CBF foram obtidos a partir das imagens de perfusdo, para pCASL,
conforme o modelo de Buxton, e como descrito por Alsop e colaboradores (ALSOP et
al., 2015):

o
6000%A%(SIcontrote=SImarcada)*e’ LSangue

CBF = — [ml /100g /min] [3.2]

2a*T1 sangue*Mo *(1_eT1,sangue)

Em que X\ representa o coeficiente da fracdo de particdo tecido cerebral/sangue
(0,98 mL/g para substancia cinzenta e 0,84 mL/g para substancia branca); SI é a
intensidade de sinal em cada voxel das imagens controle ¢ marcada; ® é o tempo de atraso

apds a marcagdo, necessario para o sangue marcado chegar a regido de interesse; Ty sqngue

é o tempo de relaxacdo longitudinal do sangue (1680 ms, para 3T); o ¢ a eficiéncia de
marcacdo dos spins (0,85);M, € um mapa com o0s valores da intensidade média das
cincoprimeiras imagens controle adquiridas (proporcional a densidade protbnica); et é a
duracéo da marcagéo.

Cada par de imagens controle/marcada adquirido por pCASL gerou uma imagem
ponderada em perfusdo e, consequentemente, um mapa de CBF. A série temporal de
mapas de CBF foi utilizada para avaliar as redes cerebrais de repouso. Além disso, um
mapa médio foi obtido a partir dessa série de mapas para a avaliacdo regional do CBF
basal na substéncia cinzenta e nas regides das redes cerebrais de repouso.

As analises com os mapas de CBF calculados a partir das imagens de PASL néo
foram realizadas, pois ndo é recomendado quantificar CBF com a sequéncia de pulsos
que utilizamos com apenas um tempo de inversdo (ou atraso pds-marcacao), pois nao é
possivel determinar qual volume de sangue foi marcado pelo pulso de radiofrequéncia
(ALSOP et al., 2015).

3.4.4. Célculo das Imagens de pseudo-BOLD

As imagens que chamamaos de pseudo-BOLD (ou pBOLD) séo também descritas
na literatura como BOLD concorrentes, ou concomitantes devido ao fato de que
representam a recuperacao do sinal “BOLD” ainda presente nas imagens de ASL, sendo

extraidas destas. Elas sdo obtidas pela média aritmética simples entre as imagens controle
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e marcada, e possuem maior intensidade de brilho (maior sinal) do que as imagens de
perfusdo obtidas por subtracdo. Este fato é importante tratando-se da analise de redes,
principalmente as basais que ndo possuem um grande aumento de sinal devido a execucéao
de tarefas, por exemplo. Além da maior qualidade, com estas imagens as comparacoes
com as redes obtidas por BOLD tendem a ser mais proximas (WONG; BUXTON;
FRANK, 1997; ZHU et al., 2013b).

Imagens pCASL

Reorientacdo

Realinhamento

Corregistro da
Imagem
Anatdmica
Segmentacdo
da Imagem
Anatomica
Séries Temporais :
Mapas de Perfusdo Mapas de CBF Mapas de pseudo-BOLD
Suavizacao (FWHM=10) Suavizacao (FWHM=10) Suavizacao (FWHM=10)
Normalizacdo (MNI) Normalizacdao (MNI) Normalizacdo (MNI)

Figura 3.2:Etapas do pré-processamento das imagens de ASL adquiridas pelo método

pseudocontinuo.



Imagens PASL

| Reorientacdo |

| Realinhamento |

Corregistroda
Imagem
Anatémica

Segmentacdo
da Imagem
Anatomica

| Suavizagdo (FWHM=10) |

| Normaliza¢do (MNI) |

Séries Temporais

Mapas de Perfusao

| | Mapas de pseudo-BOLD

36

Figura 3.3:Etapas do pré-processamento das imagens de ASL adquiridas pelo método

pulsado.

Imagens BOLD

Reorientagao

Realinhamento

Corregao Temporal entre Fatias

Corregistro da
Imagem
Anatdmica

Segmentacdo
dalmagem
Anatomica

Suavizacao (FWHM=4)

Normalizacdo (MNI)

Figura 3.3: Etapas do pré-processamento das imagens baseadas no contraste BOLD.
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3.4.5. Redes de Repouso

3.4.5.1. Andlise das Componentes Independentes

O método de Analise das Componentes Independentes (ICA)(CALHOUN et al.,
2003b; MCKEOWN et al., 1998b) foi utilizado para obtengdo das redes de repouso a
partir das séries de imagens de perfusdo, CBF, pBOLD e BOLD(BECKMANN et al.,
2005a). Para a obtencdo do numero de componentes, empregamos o critério MDL (do
inglés, Minimum Description Length), conforme a literatura (CALHOUN et al., 2001; LI,
ADALI; CALHOUN, 2007) e disponivel no pacote GIFT, pioneiro neste tipo de anélise.
O GIFT foi escolhido para realizar todas as etapas da analise de componentes por sua
completude, diversidade de algoritmos e citacoes.

Foram realizadas analises individuais, a partir apenas dos dados de cada
individuo, e analises em grupo, utilizando os dados de todos os individuos. Dois tipos de
analises em grupo foram empregados, seguindo a metodologia de Jann e colaboradores
(2015), as analises “separadas” e as analises “conjuntas”. No primeiro tipo de anélise,
consideraram-se as imagens de todos os individuos, porém de apenas um tipo (perfusao,
CBF, pBOLD ou BOLD), sendo uma tnica série temporal inserida como “sessdo” para
cada individuo. No segundo tipo de analise, utilizamos cada tipo de imagem de ASL
(perfusdo, CBF e pBOLD), acompanhada da série BOLD. Neste caso, as analises de
variancia, o numero de componentes calculado e todo o processo de ICA ocorreram
dispondo das informac@es das duas séries, que apesar de possuirem numero de dinamicos
diferentes, podem ser associadas por representarem o mesmo estado de atividade basal
em cada individuo. Trata-se de uma anélise Unica para o grupo e de informacGes pareadas
entre as séries.

Para ambas as analises em grupo, o algoritmo Icasso foi utilizado para otimizar a
estabilidade das analises, realizando duas vezes o0 método de ICA e considerando nas
componentes encontradas o indice de confiabilidade, medidas dos tamanhos dos
dominios obtidos, e quantas componentes dos individuos estes englobam, a fim de
proporcionar uma melhor reconstru¢cdo das componentes individuais e médias
(ERHARDT et al., 2011; HIMBERG; HYVA; ESPOSITO, 2004; HIMBERG;
HYVARINEN, [s.d.]; HYVARINEN; OJA, 2000).Devido ao maior volume de dados, a
reconstrucdo das séries temporais a partir da ICA espacial foi feita pelo método de Dual

Regression, o qual concatena os dados do grupo temporalmente (considerando para iSso
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uma coeréncia espacial entre os volumes) e reconstroi as séries temporais de cada
individuo e sessdo a partir de mapa espacial médio comum de cada componente entre 0s
individuos e sessfes. Deste modo, a reconstrucdo individual a partir de anélises em grupo
levou em consideracao as informacdes espaciais médias entre todos os dados fornecidos,
para a reconstrucdo das séries temporais individuais das redes (CALHOUN; ADALI,
2012).

A Figura 3.4 apresenta as etapas do método de ICA aplicadas nas anélises

individuais, com apenas uma série temporal.

Analises Individuais - GIFT Toolbox

r Série Temporal
n n

MNormalizacdo da Estimativa do Andlise das Reconstrugdo
Varidncia para nimeroideal Componentes dos Mapas
Extracdodas de Independentes Espaciais™® para
Componentes Componentes (ICA) cada
Principais [PCA #1) Principais componente
h *Critério MDL. *Algoritmo Infomax. | | *Algoritmo GICA.

*MNesto etapa € aplicodo um filtro temporal passa altas (0.15Hz).
Figura 3.4: Diagrama das principais etapas e escolha dos algoritmos na anélise individual

desempenhada no GIFT toolbox.

As redes podem ser identificadas visualmente, pela presenca dos picos de
atividade, por apresentarem dominios (ou ‘clusters’) bem delimitados e por estarem em
regides condizentes com as apresentadas na literatura. Apesar disso, podem ocorrer mais
de uma componente com regibes de atividade semelhantes, ou ainda, dominios de uma
mesma rede podem aparecer separados, em mais de uma componente. Para optar pela
componente mais adequada, usamos como critério decisivo, em todas as selecdes de
componentes do trabalho, o resultado da ferramenta “spatial sorting” disponivel no GIFT
toolbox. Essa ferramenta utiliza um modelo espacial com 99 regiGes, separadas em 14

redes de repouso: DMN dorsal e ventral, pré-cuneo, frontoparietais direita e esquerda,
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visual primaria, visuo-espacial, auditiva, atentiva, saliéncia anterior, saliéncia posterior,
motora, linguagem, ganglios basais. Ha as opcGes de escolha das componentes a partir do
calculo do coeficiente de correlagdo ou curtose, regressao linear de multiplos pardmetros,
ou ainda a partir do voxel de intensidade méxima nos mapas.

No presente estudo, utilizamos os coeficientes de correlacdo entre todas as
componentes independentes de cada individuo, obtidas por ICA, e 0o modelo de cada rede
fornecido pelo GIFT. Além disso, critérios visuais também foram empregados a partir de
recomendacdes da literatura para a identificacdo das redes e eliminacdo de componentes
de ruido, as quais podem apresentar altos coeficientes de correlagdo com os modelos. Os
critérios foram pouca cobertura de sinal nos ventriculos e regibes de grandes vasos,
auséncia de artefatos de susceptibilidade magnética os quais sdo caracterizados por
manchas de sinal préximas a grandes vasos, e presenca de clusters bem definidos em
torno de picos de atividade localizados na substancia cinzenta (ALLEN et al., 2011a),
além da coeréncia das regides com 0s mapas apresentados por demais artigos
(CALHOUN; ADAL, 2012; JANN et al., 2015b; SMITH et al., 2009; ZHU et al., 2013b).

Ap0és a selecdo das componentes, selecionamos 0s mapas de z para apresentar as
redes, com limiar minimo de z = 1, e apenas valores positivos, sem aplicacdo da correcao

para multiplas comparacdes.

3.4.5.2. Relacéo Sinal Ruido

Para calcular a relacdo sinal-ruido (RSR) das séries temporais, utilizou-se a razdo
entre a média do valor de sinal de todos os voxels da regido de substancia cinzenta e o seu
desvio padrdo. Calculou-se a RSR para cada dinamico (volume) das séries temporais
obtidas com ASL (PASL e pCASL), bem como para as séries temporais de BOLD.

3.45.3. Andlise Estatistica

Os mapas de z das redes de repouso obtidas pelas series temporais de ASL foram
comparados com 0s mapas das redes de BOLD por teste t pareado de duas amostras, com
contraste (-1, 1). Além disso, calculamos os coeficientes de similaridade DICE
(CSpice)(DICE, 1945) entre as redes obtidas de cada anéalise, reconstruidas por cada
técnica (JANN et al., 2015a). Este coeficiente quantifica a relacdo dos voxels comuns para
as duas imagens em relacdo a quantidade total de voxels, conforme a Equacdo 3.3, em

que A e B seriam as duas imagens (mapas) de interesse.
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2 (ANB)
(AUB)

CSpice = (3-3)

Consideramos interessante calcular o coeficiente DICE ndo apenas entre os pares
de redes obtidas por cada analise conjunta, mas também uma andlise cruzada das redes
referentes as imagens adquiridas por pCASL, para diferentes valores de TE, a fim de
avaliar a diferenca entre os mapas ao variarmos apenas o TE. Na Figura 3.5, apresentamos
0 procedimento de obtencgdo e comparacgao destas redes.

Analises Conjuntas 1 Andlises Conjuntas 2 Analises Conjuntas 3
PASL x BOLD pCASL 14 x BOLD pCASL 21 x BOLD
* Redes Médias do Grupo * Redes Médias do Grupo * Redes Médias do Grupo

* Redes BOLD Conjunta 1 + Redes BOL D Conjunta 2 + Redes BOLD Conjunta 3

+ |Redes PASL 21-24 Conjunta 1 } @ « Redes pCASL 14 Conjunta 2 | } @ * Redes pCASL 21 Conjunta 3 | } @

Figura 3.5: Representacdo esquematica da ICA conjunta, juntamente com a selecdo das

componentes para o calculo do coeficiente de similaridade DICE (CSpick).

Para comparar os resultados de RSR entre as diferentes técnicas, utilizou-se

ANOVA para amostras correlacionadas e teste post-hoc de Tukey.

3.4.6. Conectividade Funcional por Teoria de Grafos

A avaliagdo da conectividade funcional pela Teoria de Grafos foi realizada
utilizando o software CONN e as séries temporais de pBOLD e CBF, obtidas por pCASL
(TE = 14 ms), e BOLD, pré-processadas no SPM12. Primeiramente, uma regressao linear
e uma filtragem temporal foram aplicadas para remover artefatos e ruidos indesejaveis no
sinal de interesse devido a movimentos da cabega e efeitos fisiologicos. Os sinais
provenientes da substancia branca e fluido cerebrospinal, e os parametros de

realinhamento de cada individuo foram utilizados como covariaveis na regressao.
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Apds a regressdo, um filtro temporal passa-banda foi aplicado, com intervalo
escolhido de 0,01 a 0,1 Hz. Além disso, foi removida qualquer tendéncia linear (linear
detrending) e reduzida a influéncia de outliers (despiking) nas séries temporais.

Redes cerebrais de repouso foram investigadas pela analise semente-voxels, em
que a série temporal média de cada semente foi correlacionada com as séries temporais
de todos os voxels da imagem. Foram consideradas conexdes se 0 coeficiente de
correlagdo de Pearson fosse maior do que 0,30, com p < 0,0001, ndo corrigido para
multiplas comparacgdes. As sementes foram definidas a partir de regiGes anatdmicas do
atlas do FSL Harvard-Oxford Atlas (Figura 3.6a), que inclui areas corticais e subcorticais
do cérebro.

Realizou-se também uma andlise ROI-to-ROI, ou seja, calculou-se a correlagdo
de Pearson entre as séries temporais médias de regides de interesse, definidas a partir de
regibes anatdmicas do atlas do FSL Harvard-Oxford Atlas, e também de areas que
constituem redes cerebrais comumente investigadas (Figura 3.6b). As redes analisadas
foram: rede de modo padrdo (cortex pré-frontal medial, regiGes parietais laterais esquerda
e direita, cortex cingulado posterior ), sensorio-motor (porcdes laterais esquerda e direita,
e superior), visual (areas primaria, ventral e dorsais esquerda e direita), saliéncia (cértex
cingulado anterior, porcdo anterior da insula, cortices pré-frontais rostrais esquerdo e
direito, giros supramarginais esquerdo e direito), atentiva dorsal (areas de viséo frontal
esquerda e direita, sulcos intraparietais esquerdo e direito) e frontoparietal (cértices pré-
frontais laterais esquerdo e direito, cortices parietais posteriores esquerdo e direito).

No caso da andlise ROI-to-ROI, considerou-se a conexao entre duas regies para
o coeficiente de correlacdo de Pearson r > 0,30 e p < 0,05 corrigido para multiplas
comparagOes (FDR, False Discovery Rate). A partir dessas correlac@es, sete parametros
foram calculados para cada individuo: eficiéncias global e local, centralidade, custo,
comprimento médio do caminho, coeficiente de clusterizacdo e grau. Além disso,
calculou-se também, para cada individuo, a for¢a da conectividade funcional (FC) como
sendo a correlagdo média de cada regido de interesse com todas as outras da mesma rede.
A comparacéo dos resultados obtidos foi feita por regressdo e ANOVA, com teste post-

hoc de Tukey, considerando significancia para p < 0,05.



Figura 3.6: (a)Atlas de regides anatdmicas, incluindo areas corticais e subcorticais. (b)
Atlas de redes cerebrais. Ambos do FSL Harvard-Oxford Atlas.
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4. RESULTADOS

Com o objetivo de investigar a viabilidade de estudar redes cerebrais de repouso
e a conectividade funcional entre as regides que as compdes por uma técnica de ASL
comumente utilizada para quantificacdo de CBF, adquirimos em individuos jovens
saudaveis imagens de ASL pseudocontinua e pulsada durante dez minutos de repouso, e
comparamos com imagens baseadas no contraste BOLD.

Na Figura 4.1 apresentamos imagens de quatro dindmicos diferentes e a imagem
média de todos os dinamicos de um individuo, baseadas no contraste BOLD e obtidas
com a técnica de pCASL (imagens de pBOLD, mapas de perfusdo e CBF). E possivel
observar a diferenca de contraste entre elas. Os mapas de perfusdo sdo ponderados na
proporcéo de spins marcados que perfundiram cada regido, enquanto os mapas de CBF
mostram os valores regionais de fluxo sanguineo calculados a partir da Equacéo 3.2,
considerando caracteristicas do tecido cerebral e parametros da aquisicao.

As séries de imagens BOLD e pBOLD foram as que apresentaram melhor
qualidade visual, sem presenca de artefatos ou grande quantidade de ruido visivel,
mostrada pela semelhanca de seus volumes, adquiridos ao longo do tempo, com a imagem
média de todos os seus dindmicos. No caso das séries dos mapas de perfusdo, bem como
de CBF, nota-se uma grande diferenca dos volumes para a imagem média, bem como a
presenca de ruido e pouca definicdo das regides de substancia cinzenta e branca. A
qualidade das imagens, com as andlises quantitativas da intensidade de sinal e relacdo

sinal-ruido sera discorrida ao longo dos resultados.
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Figura 4.4: Imagens de quatro diferentes dindmicos e imagens médias, de um individuo,

baseadas no contraste BOLD e obtidas com a técnica pCASL (TE = 14ms).

4.1. REDES CEREBRAIS DE REPOUSO

4.1.1. ANALISE EM GRUPO

Considerando as metodologias atualmente utilizadas para avaliacdo das redes
cerebrais de repouso com ASL, iniciamos o estudo com as analises em grupo. Realizamos
tanto andlises conjuntas, em que aplicamos ICA em um conjunto de imagens obtidas por
ASL (perfusdo, CBF ou pBOLD) e BOLD, e analises separadas, em que a ICA foi

aplicada em cada tipo de imagem separadamente.

4.1.1.1. Analise Conjunta

No método de ICA procura-se por “fontes de sinal” que seriam representadas pelas

componentes independentes. Dado isso, imagens obtidas por diferentes métodos, mas
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contendo as flutuagdes de uma mesma “fonte”, como por exemplo, as flutuacdes
espontaneas cerebrais de uma rede em imagens funcionais de PET e IRM, podem ser
encontradas em uma analise em grupo deste tipo, e a reconstrucdo do sinal da fonte
considera as informac6es dos diferentes tipos de dados. Assim como para imagens obtidas
por diferentes técnicas, 0 método pode tratar varias sessdes de um mesmo experimento,
ou diferentes tipos de contraste, desde que contenham o mesmo tipo de flutuagdes.

No presente estudo, optamos por realizar as analises conjuntas das séries de cada
tipo de imagens adquiridas por pCASL (TE = 14 ms e TE = 21 ms) e PASL, juntamente
com a série de imagens BOLD, que é o método convencional de imagens funcionais por
Ressonancia Magnética. Os resultados de cada analise conjunta, para o caso de pBOLD
e BOLD, com as reconstrucdes das componentes médias das duas técnicas estdo
apresentados nas Figuras 4.2 a 4.4. Com o0 objetivo de comparar 0os mapas obtidos para
cada rede com diferentes técnicas, apresentamos também os resultados do teste-t

realizado.

Conjunta pCASL (14) Conjunta BOLD Teste-t (1 -1)

Y X I YKL X

(-5.5, -60, 30)

— 11.4 - 6.7 m— T 6.7
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(4.5,-65.5, 4.5)

ole @ Qe @ Be @

(-60.5,-215, 11.5)

Te—— 8 5 - 9.1 — T 9 1
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(-46.5, 17.5,-4.5)

- 6.2 m—

M°T$@€}$@&$&€B

(-0.5,-19.5, 56.5)

- 6.1 m—

Figura 4.2: Redes cerebrais de repouso (mapas de z) obtidas por ICA na analise de grupo
(N = 22) conjunta de imagens BOLD e imagens pBOLD adquiridas por pCASL (TE = 14
ms). DMN: default mode network (rede de modo padréo), VIS: visual, AUD: auditiva,
SALa: saliéncia anterior, MOT: motora.
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Figura 4.3: Redes cerebrais de repouso (mapas de z) obtidas por ICA na andlise de grupo
(N =7) conjunta de imagens BOLD e imagens pBOLD adquiridas por pCASL (TE =21
ms). DMN: default mode network (rede de modo padrdo), FP-dir: frontoparietal direita,
VIS: visual, AUD: auditiva, MOT: motora.

Quatro redes foram observadas para as imagens pBOLD adquiridas pelas trés
sequéncias de ASL: DMN, visual (VIS), auditiva (AUD) e motora (MOT). Demais redes
como Saliéncia Anterior (SALa), Frontoparietal direita (FP-dir) e esquerda (FP-esq) e
atentiva (ATT) foram observadas apenas com uma técnica de ASL (Figuras 4.2 a 4.4). Os
testes-t para os dados obtidos por ASL pulsada apresentaram melhores resultados, ou seja,
menor diferenca na comparacao com as redes obtidas por BOLD.
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Conjunta PASL Conjunta BOLD Teste-t (1-1)

FP-esq

(-35.5,-4.5,35.5)

VIS
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(26.5,-45.5, 41.5)

MOT

(-0.5,-19.5, 56.5)

Figura 4.4: Redes cerebrais de repouso (mapas de z) obtidas por ICA na anélise de grupo
(N = 18) conjunta de imagens BOLD e imagens pBOLD adquiridas por PASL. DMN:
default mode network (rede de modo padrdo), FP-esq: frontoparietal esquerda, VIS:
visual, AUD: auditiva, ATT: atentiva, MOT: motora.

Ainda em uma analise comparativa, calculamos os coeficientes de similaridade
DICE (CSbice) entre as redes obtidas de cada analise conjunta, reconstruidas para cada
técnica. Os resultados estdo no grafico da Figura 4.5, em que a numeracgdo (1, 2 e 3)
acompanhando o termo RS-BOLD refere-se a cada analise conjunta realizada entre a série
temporal de BOLD e as séries de pBOLD obtidas por diferentes métodos de ASL.

Pode-se observar uma similaridade (CSpice > 0,7) entre as redes de ASL e BOLD
obtidas pela anélise conjunta em relagdo ao tamanho e posi¢éo das regides que constituem
as redes. Este resultado também pode ser observado nas Figuras 4.2 a 4.4. As redes com
melhor convergéncia foram as obtidas por PASL, porém as redes obtidas por pCASL,

principalmente com TE igual a 14 ms, também mostraram um bom resultado.
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Entretanto, ao compararmos as redes obtidas pelas duas sequéncias de pCASL,
com TEs diferentes, a similaridade se mostrou proxima a 50% para as redes auditiva e
visual, e 30% para DMN e motora. Isso mostra que o valor de TE utilizado para a
aquisicdo das imagens tem influéncia no numero e distribuicdo espacial dos voxels

pertencentes as redes de interesse.

0,9 |
08 |
0,7 -
0,6 |

0,5 -

CS pIcE

0,4
03 -
0,2

0,1 -

WRS-BOLD 1x PASL M RS-BOLD 2 x pCASL (14) RS-BOLD 3 x pCASL (21) pCASL (14) x pCASL (21)

Figura 4.5: Coeficientes de Similaridade Dice (CSpice) entre as redes cerebrais de repouso

obtidas pela analise conjunta com imagens de diferentes técnicas.

4.1.1.2. Analise Separada

Apesar de a analise conjunta com imagens BOLD ser normalmente utilizada para
investigacao das redes cerebrais de repouso em dados de ASL com ICA, um dos objetivos
do presente estudo foi avaliar os resultados quando a analise é feita aplicando ICA para
cada técnica separadamente. Assim, ndo ha influéncia de uma modalidade de imagem no
resultado da ICA de outra modalidade.

As redes de repouso encontradas em imagens BOLD estéo apresentadas na Figura
4.6, sendo elas: DMN, frontoparietais direita e esquerda, visual, auditiva, atentiva,

saliéncia anterior e motora.
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Redes
(x,y,z) mm
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(46.5, 17.5, 4.5)

(0.5, -19.5, 56.5)

Figura 4.6: Redes cerebrais de repouso (mapas de z) obtidas por ICA na anélise de grupo
(N = 22) separada de imagens BOLD. DMN: default mode network (rede de modo
padréo), FP-dir: frontoparietal direita, FP-esq: frontoparietal esquerda, VIS: visual, AUD:
auditiva, ATT: atentiva, SALa: saliéncia anterior, MOT: motora.
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Nas Figuras 4.7 a 4.9, estdo apresentadas as redes cerebrais de repouso obtidas
pela anélise de imagens pBOLD adquiridas por pCASL e PASL, bem como o resultado
dos testes t realizados para comparacdo das mesmas com as redes obtidas pela anélise de
imagens BOLD. Na Tabela 4.1 apresentamos um resumo dos resultados obtidos.

Observamos que, para a analise em grupo separada, os melhores resultados foram
obtidos com PASL, em que cinco redes foram observadas. Para o caso de PASL com TE
igual a 14 ms, trés redes foram obtidas, porém com qualidade muito baixa, ou seja, redes
bastante ruidosas. Ja pra pCASL, para ambos os valores de TE, apenas duas redes foram
observadas, DMN e visual, porém bastante nitidas.

Como esperado, as redes obtidas a partir de imagens de ASL apresentaram menor
poder estatistico, resultando em diferencas significativas nos resultados dos testes-t.

Redes
(x,y,z) mm

X ELYLIY L

(-5.5, -60, 30)

Separada pCASL (14) Separada BOLD Teste-t (-1 1)

s— 13 2 271 e— e 27 1

-6 @ﬁ Q8nr a8

(4.5,-65.5,4.5)

-19.9 m— — 199

Figura 4.7: Redes cerebrals de repouso (mapas de z) obtidas por ICA na analise de grupo
(N = 22) separada de imagens pBOLD adquiridas por pCASL (TE = 14 ms). DMN:
default mode network (rede de modo padréo), VIS: visual.

Separada pCASL (21) Separada BOLD Teste-t (-1 1)

S ELE *r 0 ®

(-5.5,-60, 30)

T—— 132 2.

-0 BH e 85 a @

(45,-65.5,45)

— 49 -26.3 m— —— 26.3

Figura 4.8: Redes cerebrais de repouso (mapas de z) obtidas por ICA na analise de grupo
(N =7) separada de imagens pBOLD adquiridas por pCASL (TE =21 ms). DMN: default

mode network (rede de modo padrdo), VIS: visual.
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%ﬂ%%ﬁgqf a8

(4.5,-65.5,4.5)

—10.6 -192 s— w192

-le @ Be R Qe @

(-60.5,-215, 11.5)

-19.0 — —— 19.0

A“ﬁﬁﬂﬁﬂﬁﬁ@

(26.5,-45.5,41.5)

-16.2 m— e 16.2

Figura 4.9: Redes cerebrais de repouso (mapas de z) obtidas por ICA na andlise de grupo
(N = 18) separada de imagens pBOLD adquiridas por PASL. DMN: default mode network
(rede de modo padrdo), FP-esq: Frontoparietal esquerda, VIS: visual, AUD: auditiva,
ATT: atentiva.

Tabela 4.1: Ocorréncia das redes cerebrais de repouso utilizando a analise em grupo
separada.

BOLD pBOLD

- pCASL pCASL PASL PASL
Rede / Ocorréncia (14) (21) (14)* (21-24)

N=23 N=22 N=7 N=4 N =18

DMN X X X X X
Frontoparietal direita X X
Frontoparietal esquerda X X
Visual X X X X X
Auditiva X X
Atentiva X

Saliéncia anterior X X

Motora X X X

Os numeros entre paréntesis indicam o valor de TE usado na aquisi¢do das imagens.
* Redes com bastante ruido, dificeis de serem identificadas.
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Além da reconstrucdo das componentes para 0 grupo, € possivel reconstrui-las
para cada individuo. As Figuras 4.10 e 4.11 apresentam duas redes de repouso, DMN e
visual, para imagens obtidas com pCASL (TE = 14 ms) e PASL, de dois individuos. E

possivel observar a variabilidade existente entre 0s sujeitos.

pCASL (14)
Individuo 1 Individuo 2 Subtracdo dos Mapas

- PABFLOPO O

(-5.5,-60, 30)

T— 122 9.8 m—

“'*ﬁﬁﬁﬁﬁﬁ%ﬂ@

(4.5,-65.5,4.5)

Te— 14.9 -13.2 — T— 132

Figura 4.10: Redes cerebrais de repouso (mapas de z) reconstruidas para dois individuos,
a partir da ICA da analise de grupo separada de imagens pBOLD adquiridas por pCASL
(TE = 14 ms). DMN: default mode network (rede de modo padréo), VIS: visual.

Individuo 1 Individuo 2 Subtracdo dos Mapas

~ PRSP G BSHP QO

(-5.5,-60, 30)

T— 122 T— 114 -19.3 m— T 19.3

- OB OBLO8

(4.5,-655,4.5)

S—15.5 - — 110 -155 m— m— 15.5

Figura 4.11: Redes cerebrais de repouso (mapas de z) reconstruidas para dois individuos,

a partir da ICA da analise de grupo separada de imagens pBOLD adquiridas por PASL.
DMN: default mode network (rede de modo padrdo), VIS: visual.

Novamente, optamos por calcular o CSpice para quantificar a similaridade entre
as redes de repouso. Neste caso, comparamos as redes médias obtidas para o grupo na

analise separada de cada técnica.
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Figura 4.12: Coeficientes de Similaridade Dice (CSpice) entre as redes cerebrais de

repouso obtidas por analises em grupo, separadas para cada técnica.

Comparando os resultados apresentados nas Figuras 4.5 e 4.12, é possivel
observar que a similaridade entre as redes € menor para o caso da analise separada. 1sso
era esperado ja que nesse caso as séries temporais de BOLD néo influenciaram nos
resultados das séries temporais obtidas por ASL. Além disso, mais uma vez os resultados
mostram que dados obtidos por PASL se apresentam melhores na comparagdo com
BOLD.

Devemos ressaltar que apresentamos os resultados para séries temporais de
pBOLD, pois nao foi possivel obter redes de repouso com as séries temporais de CBF.
Além disso, os resultados obtidos para a analise em grupo com as séries temporais de
perfusdo foram ruins, mesmo para a analise conjunta, apresentando componentes com

bastante ruido, dificultando a identificacdo das redes.

4.1.2. ANALISE INDIVIDUAL

Além das analises em grupo, foi realizada também uma andlise individual,

aplicando ICA para os dados de cada individuo, apenas uma técnica por vez, a fim de se
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conhecer o desempenho de cada técnica separadamente e assim, investigar a viabilidade
de estudar redes cerebrais de repouso individualmente com ASL.

As anélises individuais também foram desenvolvidas com as séries temporais de
imagens BOLD, e com as séries temporais de pBOLD, bem como de mapas de perfuséo,
obtidas por pCASL e PASL. No caso das séries temporais de CBF obtidas a partir de
pCASL, para ambos os valores de TE, poucas redes foram observadas, sendo DMN e
visual as mais recorrentes. Similarmente ao que ocorreu com as anélises em grupo, para
0s mapas de CBF, os resultados apresentaram qualidade muito abaixo daquela obtida com
imagens BOLD e pBOLD.

Nos gréficos da Figura 4.13 estdo apresentadas as frequéncias de ocorréncia das
redes de repouso obtidas com as séries temporais de perfusdo e pBOLD, em comparagdo
com a técnica BOLD.

Nas analises individuais, as redes que ndo obtiveram expressdo no grupo, porém
presentes no sujeito puderam ser vistas. Nesta andlise, portanto, as redes de cada
individuo foram identificadas considerando apenas seus proprios dados, ndo sofrendo
influéncias de um grupo de sujeitos, como na analise em grupo “separada”, ou técnicas,
como na anélise em grupo “conjunta”.

A maior frequéncia das redes DMN e visual mostra que é possivel estuda-las, no
estado de repouso, em um Unico individuo com a técnica de ASL, sendo que o0s resultados
com as imagens adquiridas por PASL foram os que mais se aproximaram dos resultados
de BOLD. O melhor desempenho do método pulsado pode estar associado a sua maior
frequéncia de amostragem, devido ao menor TR utilizado na aquisi¢do das imagens, e
maior contaminagdo BOLD.

Para as imagens pBOLD, os resultados mostraram maior nimero de redes de
repouso (Figura 4.13a) do que para os mapas de perfusdo (Figura 4.13b). Além disso,
para ambas as aquisi¢des de pCASL (TE = 14 ms e TE = 21 ms), a ocorréncias das redes
foi baixa e os resultados foram similares, sendo dificil escolher um valor de TE como

sendo o melhor para o estudo individual do cérebro em repouso.
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Ocorréncia das Redes Cerebrais de Repouso
(analises individuais - Imagens pBOLD)
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Figura 4.13: Frequéncia de ocorréncia das redes cerebrais de repouso obtidas com a
analise individual realizada (a) nas imagens pBOLD e (b) nos mapas de perfusdo. As

frequéncias obtidas com as imagens BOLD estéo apresentadas para comparagao.

Em resumo, os resultados apresentados tanto para as analises em grupo quanto
para as analises individuais, mostram que € possivel estudar as redes cerebrais de repouso

com ASL, porém com algumas limitagdes. Considerando que os melhores resultados
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ocorreram para a analise em grupo conjunta e com PASL, pode-se inferir que as
diferencas em relagdo as redes obtidas por imagens BOLD estdo relacionadas com as
limitacdes da técnica de ASL, como RSR e resolucdo temporal baixas. Além disso, a
natureza de cada sinal, BOLD e perfusdo, sdo diferentes, também influenciando nos
resultados. Esses pontos serdo discutidos no préximo capitulo.

A seguir estdo apresentados os resultados de algumas anélises feitas para

investigar o que foi inferido acima.

4.1.3. RESOLUCAO TEMPORAL

Nos resultados mostrados nas se¢des anteriores, as analises foram feitas utilizando
todos os dados da maneira como foram adquiridos; assim, imagens BOLD, de PASL e de
pCASL tinham resolugdes temporais iguais a 2, 6 e 8 segundos, respectivamente. Ou seja,
como cada sequéncia foi adquirida durante dez minutos de repouso, as séries temporais
tinham 300, 100 e 75 dinamicos, respectivamente, para BOLD, PASL e pCASL.

Com o objetivo de avaliar a influéncia do TR na obtencéo das redes, diminuimos
a resolucdo temporal da série de imagens BOLD, re-amostrando a série de imagens com
300 dindmicos (TR = 2 s) para ficar com 75 e 50 dindmicos, 0 que seria equivalente a
aquisicdes com TRs de 8 e 12 segundos, respectivamente. Portanto, ndo foram feitas
novas aquisices de imagens BOLD com diferentes TRs.

Na Tabela 4.2 apresentamos a ocorréncia das redes cerebrais de repouso obtidas
com as analises em grupo para todos os TR testado.

Nesta analise comparativa englobando alterac6es de resolucao temporal das séries
BOLD, vemos que o efeito deste pardmetro torna-se relevante a partir de TR igual a 125,
mostrando um resultado semelhante ao obtido com as séries pBOLD de PASL. Neste
caso, a série temporal possui um TR de 3s para cada volume (imagens controle e
marcada), resultando em um TR final de 6s para a série temporal.

E valido ressaltar que a significancia estatistica das componentes apresentadas é
reduzida para todas as redes, conforme o aumento do TR (Figura 4.14). Tal resultado
condiz com o esperado, devido a reducdo da taxa amostral das séries temporais. Esta
reducdo resultou na ndo identificacdo de trés redes de repouso para TR =12 s.

Além disso, a similaridade entre as redes obtidas foi maior do que 80% apenas

para uma comparacdo (Tabela 4.3), mostrando que a taxa de amostragem dos dados é



57

fator importante tanto na observacdo do fendmeno e no desempenho da ICA. E
interessante ressaltar que nessa comparagdo, os dados apenas foram re-amostrados,
portanto refletem um mesmo estado de repouso, diferentemente das comparagdes entre
BOLD e ASL, em que as imagens foram adquiridas separadamente.

Portanto, foi possivel observar que a resolucdo temporal influencia no
desempenho da ICA em obter as redes cerebrais de repouso; entretanto, a resolucdo
temporal apenas ndo é determinante para as diferencas encontradas entre BOLD e ASL.

Tabela 4.2: Ocorréncia das redes cerebrais de repouso utilizando a analise em grupo
separada para imagens BOLD com diferentes resolu¢des temporais.

BOLD
Rede / Ocorréncia
TR=2s TR=8s TR=12s

DMN X X X
Frontoparietal direita X X
Frontoparietal esquerda X X X
Visual X X X
Auditiva X X X
Atentiva X X
Saliéncia anterior X X
Motora X X X
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Figura 4.14: Redes cerebrais de repouso (mapas de z) obtidas por ICA na analise de grupo
(N = 22) separada de imagens BOLD com diferentes resolugdes temporais (2, 8 e 12 s).
DMN: default mode network (rede de modo padréo), FP-dir: frontoparietal direita, FP-
esq: frontoparietal esquerda, VIS: visual, AUD: auditiva, ATT: atentiva, SALa: saliéncia

anterior, MOT: motora.
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Tabela 4.3: Coeficientes de similaridade DICE entre as redes cerebrais de repouso

obtidas por imagens BOLD com diferentes resolu¢des temporais.

BOLD
Rede
TR2xTRS8 TR2xTR 12 TR8xTR12
DMN 0.64 0.78 0.71
Frontoparietal direita 0.64 ) )

. 7 . .
Frontoparietal esquerda 0.78 0.55 0-55
Visual 0.76 0.78 0.91
Auditiva 0.73 0.62 0.74
Atentiva 0.66 ) )
Saliéncia anterior 0.48 ) )

0.68 0.47 0.59

Motora

4.1.4. RELAGAO SINAL-RUIDO

Outro fator que pode influenciar na qualidade das redes obtidas € a RSR. Portanto,
calculamos a RSR para a substancia cinzenta, que deve apresentar intensidade de sinal
homogénea no cérebro, para cada individuo e técnica utilizada (BOLD, PASL e pCASL).

A Figura 4.15 apresenta a RSR ao longo dos 75 dindmicos das séries obtidas a
partir de pCASL (TE = 14 ms) e de sua BOLD “equivalente” (TR = 8 s). Pode-se observar
a estabilidade da RSR ao longo dos dinamicos de BOLD e pBOLD, melhores do que para
as séries de perfusdo e CBF, que apresentaram uma oscilacdo maior, porém ainda bem
delimitada.

Os valores médios da RSR para todos os individuos e dindmicos estdo na Figura
4.16. As relagdes sinal-ruido para os dados de perfusdo e CBF foram significativamente
menores (p < 0,01), quase metade daquela apresentada pelos dados de BOLD. Ja os dados
de pBOLD apresentou RSR cerca de 17% maior do que para BOLD, o que pode ser
explicado pelo fato de que as imagens pBOLD séo obtidas por uma média das imagens

controle e marcada, tendo seu ruido aleatorio minimizado.
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Figura 4.15: Relacdo sinal-ruido (RSR) média, calculada a partir do valor de cada
individuo, ao longo dos 75 dinamicos para as imagens BOLD com TR =8 s e imagens de
pBOLD, perfusdo e CBF obtidas a partir de pCASL (TE = 14 ms).

RSR

pBOLD Perfusdo CBF

Figura 4.16: Relacdo sinal-ruido (RSR) média, calculada a partir do valor de cada
individuo, para imagens de pBOLD, perfusdo e CBF obtidas a partir de pCASL (TE = 14
ms) e PASL. As barras de erro representam o desvio padrdo. As linhas pontilhadas
representam o valor da RSR obtida com BOLD (TR = 2 s), e seu desvio padrdo. * p <

0,01 e ** p <0,0001 vs. outros parametros da mesma técnica.
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As relagbes sinal-ruido das series BOLD para TR de 8 e 12 s foram,
respectivamente, 3,0 + 0,3 e 3,1 + 0,4, ndo apresentando diferenca estatistica para o caso
do TR de 2 s mostrado na Figura 4.16 (3,0 £ 0,3, p = 0,67).

Portanto, por esses resultados, também podemos inferir que a RSR é importante,
mas ndo € o Unico fator responsavel pelo menor nimero de redes identificadas pelas
técnicas de ASL.

Além disso, observamos que as RSR médias para as séries de perfusdo e CBF,
calculadas para cada individuo, estdo correlacionadas com o CBF basal de cada um deles.
A Figura 4.17 exemplifica esse resultado para os dados de CBF obtidos por pCASL (TE
=14 ms).

° .o
. lllllllllllllll
’ ° [ AR P o
3 R ... : .
© P 2
A . )
= 1
0o ) 0'50
p=0,018
0
50 55 60 65 70 75 30 . 53 ..
CBF (mL/100g/min)

Figura 4.17: Correlacdo entre a relacdo sinal-ruido (RSR) média e o CBF basal da
substancia cinzenta, calculados para cada individuo, a partir das imagens de CBF obtidas
por pCASL (TE = 14 ms).

4.1.5. ESPECTRO DO SINAL

As flutuacdes da intensidade de sinal ao longo do tempo, e seus espectros de
frequéncias, também foram obtidos para as séries temporais de ASL (pBOLD, perfuséo
e CBF), bem como para a série temporal de BOLD. Nas Figuras 4.20 e 4.21, apresentamos
os resultados para pCASL (TE =14 ms).
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Pela Figura 4.18, ja é possivel observar que os dados de pCASL possuem

componentes de mais alta frequéncia se comparados com o dado de BOLD. Isso é mais

bem visualizado na Figura 4.19. Apesar de também apresentar alta amplitude para

frequéncias que compdem as redes cerebrais de repouso (0,05 a 0,1 Hz), os dados de ASL

apresentam maiores amplitudes na banda de sinal ndo desejavel, de mais altas

frequéncias, do que os dados de BOLD.
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Figura 4.18: Flutuacdes espontaneas do sinal médio da substancia cinzenta. (a) Série
temporal BOLD (TR = 2s, 75 volumes). (b, c, d) Séries temporais de pBOLD, perfusédo e
CBF, obtidas com pCASL (TE = 14 ms).
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. b)pBOLD
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Figura 4.19: Espectros de frequéncia das flutuacdes espontaneas do sinal médio da

substancia cinzenta. (a) Série temporal BOLD (TR = 2s, 75 volumes). (b, c, d) Séries
temporais de pBOLD, perfuséo e CBF, obtidas com pCASL (TE = 14 ms).

4.2.

FLuUX0O SANGUINEO CEREBRAL BASAL

O fluxo sanguineo cerebral basal foi calculado utilizando a Equacéo 3.2, conforme

descrito na Metodologia, para os 75 pares de imagens controle/marcada adquiridos por

pCASL com dois diferentes valores de TE. A partir desses valores, obtivemos dois mapas

médios de CBF para cada individuo, um para cada TE, que foram utilizados para calcular

os valores de CBF para diferentes regides cerebrais.

Primeiramente, para analisar a influéncia do TE na quantificacdo do CBF, foram

calculados os valores de CBF da substancia cinzenta, utilizando as mascaras obtidas com

a segmentacdo realizada na imagem anatdmica. A Figura 4.20 mostra os resultados

obtidos.
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Figura 4.20: (a) Relacdo entre os valores de fluxo sanguineo cerebral (CBF) basal, na
substancia cinzenta, de sete individuos, obtidos por imagens de pCASL com valores de
TE iguais a 14 ms (eixo vertical) e 21 ms (eixo horizontal). O coeficiente de correlagéo
de Pearson € igual a 0,57 (p = 0,18). (b) Os mesmos valores de CBF do item (a)
apresentados de maneira diferente para que as diferencas entre os sujeitos possam ser

mais bem observadas. Teste t bicaudal mostrou diferenca significativa (p = 0,038).

Apesar do coeficiente de correlacdo de Pearson ter sido alto (r = 0,57), ndo houve
significancia estatistica para a relagédo entre os valores de CBF para diferentes TEs (p =
0,18), o que pode estar relacionado ao tamanho pequeno da amostra (N = 7 individuos).
Ja o teste t bicaudal realizado para as duas amostras mostrou que ha uma diferenca

estatistica entre esses valores de CBF (p = 0,038). Esses resultados mostram que 0s



65

valores obtidos com diferentes TEs podem estar relacionados, o que era esperado, porém
sdo diferentes, pois quanto maior o valor de TE, maior é a taxa de contaminag&o do sinal
BOLD. Portanto, o ideal para a quantificacdo do CBF é utilizar um valor de TE mais
baixo; no nosso caso, igual a 14 ms.

Como os resultados obtidos para as redes de repouso foram similares para dados
adquiridos com pCASL para os dois valores de TE, porém a quantificagéo foi prejudicada
para TE igual a 21 ms, decidimos prosseguir com as andlises de CBF com dados
adquiridos com TE igual a 14 ms.

A partir dos mapas das redes de repouso obtidos para as analises em grupo,
conjunta e separada, construimos mascaras espaciais das redes DMN, visual, auditiva,
saliéncia anterior e motora, para avaliar os valores de CBF nessas regides.

As relages entre os valores individuais de CBF obtidos a partir das mascaras das
redes de pBOLD (pCASL, TE = 14 ms) e das redes de BOLD estdo apresentadas nas
Figuras 4.23 (para a analise em grupo conjunta) e 4.24 (para a analise em grupo separada).

Como visto na secdo anterior, as redes de repouso para as analises em grupo,
conjunta e separada, foram similares para pBOLD e BOLD. Portanto, era esperado que
os valores de CBF calculados nessas regides para os dois casos fossem fortemente
correlacionados, como foi observado. Entretanto, observa-se que os coeficientes de

correlacdo de Pearson sdo menores para 0 caso da analise em grupo separada, em que as
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redes foram menos similares, como também pode ser visto pelo tamanho de cada rede
(Figura 4.23).
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Figura 4.21: Relagdo entre os valores médios de CBF, para cada individuo, obtidos a
partir das mascaras espaciais das redes de pBOLD (CBFasl) e BOLD (CBFbold), das

analises em grupo conjuntas.



105

"
2
3

CBFasl {mL/100g/min)

75
C

67

DMN Visual

-
o
S

,g
o
=]
°

z
E
<
° . éﬁ 30 é . O e o .
L . s S & o 0 e
€ R
o, = P
70 .
........ * 8 LS
4 . r=0,84 3 60 - e® r=0,86
p=1,31x10*° p=2,28x107
50 e
80 85 90 95 100 105 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
BFbold (mL/100g/min) CBFbold (mL/100g/min)

Figura 4.22: Relacdo entre os valores médios de CBF, para cada individuo, obtidos a
partir das méascaras espaciais das redes de pBOLD (CBFasl) e BOLD (CBFbold), das

andlises em grupo separadas.
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Figura 4.23: (a) Numero de voxels e (b) CBF para cada rede de repouso obtida pelas

analises em grupo, conjunta e separada, das imagens BOLD e pBOLD (pCASL, TE =14
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ms). As barras de erro representam o desvio padrdo para o grupo de individuos. (*, * et

para p < 0.05 vs. Conjunta-BOLD, Separada-BOLD e Conjunta-pBOLD,

respectivamente)

O tamanho, ou seja, nimero de voxels em cada rede investigada consta na Figura
4.23a, comparando diferentes técnicas (BOLD x pCASL) e tipos de analise (conjunta x
separada). Como esperado, para as analises conjuntas, as redes apresentam um numero
similar de voxels, devido ao uso de uma sé componente média para sua reconstrucao. Para
as analises separadas, os tamanhos das redes encontradas (DMN e visual) com BOLD
foram significativamente maiores do que para as redes encontradas com pBOLD, porém
a variabilidade do tamanho entre os individuos foi menor para pBOLD.

Os valores médios de CBF calculados para o grupo de individuos estdo na Figura
4.23b. Os valores de CBF extraidos com as méascaras das redes obtidas com as analises
separadas (DMN e visual) foram significativamente menores do que para as mesmas
redes obtidas com a andlise conjunta.

Mais uma vez, foi mostrado que os resultados obtidos com pBOLD sdo mais
semelhantes aos obtidos com BOLD quando a andlise é feita de maneira conjunta.
Portanto, € necessario ter cautela ao avaliar as redes de repouso apenas com pCASL,

esperando que o resultado obtido seja sempre igual aquele obtido com BOLD.

4.3, CONECTIVIDADE FUNCIONAL E GRAFOS

Como ndo foi possivel visualizar as redes cerebrais de repouso com as series
temporais de CBF utilizando ICA, investigamos a conectividade funcional, com dados de
BOLD, pBOLD e CBF, pela analise baseada em semente. As sementes utilizadas foram
regides anatdmicas selecionadas a partir de um atlas, como foi explicado na Metodologia.
E importante ressaltar que as séries temporais de pBOLD e CBF foram obtidas a partir
das imagens adquiridas com pCASL (TE =14 ms).

A partir da andlise semente-voxels, foi possivel observar as principais redes
cerebrais de repouso, como ocorrido com ICA, para as séries temporais de BOLD e
pBOLD. Entretanto, novamente ndo foi possivel obter redes de repouso para as series
temporais de CBF.
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Na Figura 4.24, estdo apresentadas quatro redes de repouso (DMN, visual,
saliéncia e motora) obtidas pela andlise semente-voxels para os dados de BOLD e
pBOLD. As sementes utilizadas nesses casos foram regides anatbmicas pertencentes as
redes de interesse: cortex cingulado posterior (1,-61,38), cortex visual ventral (0,-93,-4),
cortex pré-frontal rostral (-32,45,27) e cortex motor superior (0,-31,67), para as redes
DMN, visual, saliéncia e motora, respectivamente. Entre paréntesis estdo as coordenadas
X, Y e z do centro de massa dessas regides no atlas utilizado.

Visual Saliéncia Motora
157 ]

L

Figura 4.24: Redes cerebrais de repouso obtidas pela analise semente-voxels para as
imagens BOLD (linha superior) e pBOLD (linha inferior). As escalas de cores

representam os valores de t das correlagdes.

Como nao foi possivel obter redes de repouso para as séries temporais de CBF na
analise semente-voxels, realizou-se também uma analise ROI-to-ROI, ou seja, foram
investigadas as correlagdes entre todas as regifes anatbmicas de interesse.

A Figura 4.25 mostra as conexdes entre as diferentes regides anatdmicas
investigadas, para as séries temporais de BOLD, pBOLD e CBF. Foram consideradas que

duas regides estavam conectadas se o coeficiente de correlagdo de Pearson fosse maior



70

do que 0,30 (p < 0,05, corrigido FDR). E possivel observar que ha mais conexdes para 0s
dados de BOLD, e que o padrdo de conexdes € mais similar entre BOLD e pBOLD.

Além disso, para os trés casos da Figura 4.25, hé regides que possuem mais
conexdes do que outras, ou seja, tém maior grau de conexdes. 1sso € mostrado pelo maior
tamanho dos circulos vermelhos na figura. Essa é uma das caracteristicas de redes de
mundo pequeno. Elas apresentam alto coeficiente de clusterizacéo e regides com alto grau
de conexdes curtas, ou seja, de baixo comprimento médio de caminho, denominadas
“hubs”.

BOLD pBOLD CBF

Figura 4.25: Mapas médios das conexdes (linhas cinza) entre regides anatdmicas (circulos
vermelhos), considerando o coeficiente de correlacdo de Pearson r > 0,30 (p < 0,05
corrigido FDR) para os dados de BOLD, pBOLD e CBF. O tamanho dos circulos esta

diretamente relacionado ao grau de conexdes de cada regiéo.

O coeficiente de clusterizacdo médio, calculado considerando todas as regides
investigadas, para todos os individuos, foi 0,49 + 0,03, 0,46 + 0,04 e 0,50 + 0,06, para
BOLD, pBOLD e CBF, respectivamente. O valor para pBOLD foi significativamente
menor do que para os outros dois casos (p = 0,01).

Dentre as 114 regibes anatdbmicas investigadas, selecionamos aquelas
consideradas como hubs de acordo com o seguinte critério: ter grau maior do que o grau
médio para todas as regides mais meio desvio padrdo (Graunuws, Tabela 4.4). Assim, 44

regides sdo consideradas como hubs para as imagens BOLD, 32 para as imagens pBOLD
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e 36 para os mapas de CBF, sendo 20 coincidentes para os trés tipos de imagens (Tabela
4.5).

Tabela 4.4: Valores de grau (média e desvio padrdo) para todas as regiées anatdbmicas

estudadas.

Grau
Média Desvio Padrdo Graunu

BOLD |31 9 >36
pBOLD |40 6 > 44
CBF |36 10 > 41

Tabela 4.5: Regibes cerebrais consideradas como hubs, por ter alto grau de conexdes,
coincidentes para os trés tipos de imagens estudadas (BOLD, pBOLD e CBF).

Polo Frontal esquerdo

Cortex Insular direito

Giro Frontal Inferior direito

Giros Pré-centrais direito e esquerdo

Giro Temporal Superior direito

Giro Temporal Médio direito, divisdo posterior

Giros Temporais Médios direito e esquerdo, regido temporo-occipital
Giro Pds-central direito

Giros Supramarginais direito e esquerdo, divisao anterior
Giros Supramarginais direito e esquerdo, divisao posterior
Giro Angular direito

Cortex Motor Suplementar direito

Cortex Opercular Frontal direito

Cortex Opercular Central direito

Cortex Opercular Parietal direito

Planum Temporale direito

Na Figura 4.26 estdo apresentadas as correlacdes negativas entre o comprimento

médio de caminho e o grau de conexdes de regides anatbmicas consideradas hubs para as
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imagens BOLD, pBOLD e mapas de CBF. Em resumo, é possivel afirmar que as redes
de conexdes obtidas com os trés diferentes tipos de dados apresentam caracteristicas de

redes complexas de mundo pequeno.
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Figura 4.26: Relacdo entre o comprimento médio do caminho (CMC) e o grau de
conexdes para regides anatdmicas consideradas como hubs, obtidas a partir de imagens
(a) BOLD, (b) pBOLD e (c) CBF.

Outra anélise realizada foi a comparacéo da forca da conectividade funcional (FC)
de cada rede de repouso obtida pelos dados de pCASL (pBOLD e CBF) com aquela obtida
por BOLD (Figuras 4.29 e 4.30). Os valores de FC foram correlacionados para a maioria
das redes, exceto para a sensorio-motora no caso de pBOLD e BOLD (Figura 4.27), e
frontoparietal no caso de CBF e BOLD (Figura 4.28). Além disso, os coeficientes de

correlagéo obtidos foram maiores para as regressdes entre pBOLD e BOLD.
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Figura 4.27: Relacéo entre as forcas da conectividade funcional (FC) obtidas a partir dos

dados de pBOLD e BOLD para as cinco redes cerebrais de repouso investigadas.
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Figura 4.28: Relacéo entre as for¢as da conectividade funcional (FC) obtidas a partir dos

dados de CBF e BOLD para as cinco redes cerebrais de repouso investigadas.

Para o caso da DMN, observamos também que a forca da conectividade funcional

(FC) obtida pelas séries temporais de CBF estava fortemente correlacionada com o CBF

basal encontrado para as regides que compdem essa rede (Figura 4.29). O mesmo nao foi

observado para FC calculados a partir das séries temporais de pBOLD e BOLD.
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Figura 4.29: Relacédo entre a forga da conectividade funcional (FC) obtida a partir das
séries temporais de CBF e os valores de CBF basal paraa DMN.

Por fim, analisamos os parametros de conectividade considerando todas as regides
anatbmicas do atlas. Para o caso das séries temporais de pBOLD e BOLD, houve
correlacdo significativa para eficiéncia global, custo, comprimento médio do caminho e
grau (p < 0,05). Ja para o caso das séries temporais de CBF e BOLD, houve correlagéo
significativa apenas para custo e grau (p = 0,02).

Na Tabela 4.6, estdo os valores, média (desvio padrdo), para cada parametro de
rede investigado, e os resultados obtidos do teste estatistico realizado. E possivel observar
que houve uma variabilidade entre individuos maior para os dados de CBF, e que apenas
eficiéncia global e centralidade ndo apresentaram diferencas significativas entre os tipos
de dados analisados.

Como ja concluido na secédo anterior, € necessario cuidado ao interpretar os dados
de conectividade funcional obtidos com ASL. Além das limitagdes da técnica, a natureza
do sinal é diferente do sinal BOLD, o que pode influenciar nas diferencas encontradas

entre as duas técnicas. Esses resultados serdo mais bem discutidos no proximo capitulo.
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Tabela 4.6: Valores dos parametros de conectividade, média (desvio padrdo), calculados

considerando todas das regides de interesse definidas pelo atlas anatdmico.

BOLD pBOLD CBF
Eficiéncia global 0,567  (0,026) 0,560  (0,053) 0,602 (0,044)
Eficiéncia local 0,718  (0,024) 0,720 (0,022) 0,734  (0,036)
Centralidade 0,0060 (0,0005)  0,0041 (0,0004)  0,0052 (0,0005)
Custo 0,192 (0,033) 0,238 (0,038)  0,255™ (0,053)
cMCt 197  (0,08) 1,74™  (0,04) 1,78™  (0,07)
cc? 0485 (0,035)  0456° (0,038)  0,501** (0,057)
Grau 31 (5) 39™  (6) 37 (8)

L CMC: Comprimento Médio do Caminho
2CC: Coeficiente de Clusterizagéo
*p<0,05e**p<0,01vs. BOLD
*p<0,05e**p<0,01vs. pBOLD
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5. DISCUSSAO

No cérebro humano, diferentes grupos de regides sdo responsaveis por fungdes
especificas, sendo conectados funcionalmente, mesmo se essas regides estejam separadas
anatomicamente (BISWAL et al., 1995b). Nos ultimos anos, aumentou-se o interesse pelo
estudo da conectividade funcional por métodos de imagens ndo-invasivos, como o
contraste BOLD nas IRM, devido também a sua aplicabilidade no estudo de doencas
neuroldgicas que sdo acompanhadas por alteracdes cognitivas. Entretanto, o sinal BOLD
é influenciado por diferentes fatores que podem estar alterados nas diversas
neuropatologias. Assim, € interessante utilizar uma técnica como a ASL que fornece
informacdo de um parametro fisioldgico, o CBF.

Atualmente ha dois tipos de métodos de analise de imagens funcionais para
caracterizar a atividade cerebral espontanea em individuos em repouso. Um deles
investiga caracteristicas regionais especificas dos sinais de uma regido cerebral, tais como
homogeneidade regional e amplitude das flutuagdes de baixa frequéncia (ZANG et al.,
2004, 2007). O outro avalia a relacdo entre diferentes areas cerebrais, medindo a
coeréncia entre suas flutuacdes espontaneas, ou seja, a conectividade funcional. Para
estimar algum parametro que reflita a conectividade entre duas regides, é necessario
escolher a maneira como este seré estimado, a partir de um modelo a priori, como no caso
do método da semente, ou sem modelos especificos, como no caso da ICA (BISWAL et
al., 1995b; CORDES et al., 2002; VAN DE VEN et al., 2004).

A ICA propicia uma andlise mais exploratdria dos dados do que métodos baseado
em algum tipo de hipotese, pois identifica diferentes tipos de flutuacBes de sinal
considerando suas caracteristicas espaciais e temporais. Nao ha a necessidade de escolher
uma semente, 0 que € importante para 0s casos em que ndo ha uma hipotese bem definida.
Além disso, foi mostrado que métodos como ICA conseguem separar sinais cardiacos e
respiratorios daqueles relacionais a atividade neuronal (BECKMANN et al., 2005b).

Assim, utilizamos primeiramente a ICA e obtivemos resultados robustos para 0s
dados de BOLD e pBOLD, obtendo redes cerebrais de repouso, como DMN e visual,
inclusive para analises individuais. Entretanto, com os mapas de perfusdo e CBF, as redes
obtidas foram bastante ruidosas, dificultando sua identificacdo, mesmo para as analises

em grupo conjuntas com BOLD.



78

Ao contrario dos nossos resultados, recentes estudos obtiveram redes a partir de
séries temporais de CBF, porém utilizaram para aquisicdo uma sequéncia pCASL 3D
GRASE (um hibrido de eco de gradiente e de spin) com supressao de sinal de fundo
(CHEN; JANN; WANG, 2015; FERNANDEZ-SEARA et al., 2015; LIANG;
CONNELLY; CALAMANTE, 2014b). Essa sequéncia apresenta RSR temporal
aproximadamente trés vezes maior do que a sequéncia 2D EPI pCASL, usada no presente
estudo, fornecendo mapas de CBF de boa qualidade para cada par de imagens
controle/marcada (CHEN; JANN; WANG, 2015).

Entretanto, se compararmos nossos resultados de pBOLD com aqueles de ASL
publicados nos ultimos anos, mostramos que é possivel identificar redes com dados
adquiridos por uma sequéncia de ASL disponivel para rotina clinica. Entre as redes
obtidas, a DMN e a visual foram as mais recorrentes, e apresentaram correlacdo
significativa dos resultados de conectividade entre as duas técnicas (ASL e BOLD), como
publicado anteriormente na literatura (FERNANDEZ-SEARA et al., 2011; VIVIANI;
MESSINA; WALTER, 2011; ZOU et al., 2009).

Jann e colaboradores mostraram grandes semelhancas entre ASL e BOLD em
outras redes além da DMN e visual, como a auditiva, motora e atentiva (JANN et al.,
2015b), com sobreposicdo espacial variando de 35% a 80%, dependendo se a analise era
separada ou conjunta. As similaridades entre as redes de ASL e BOLD obtidas no presente
estudo também variaram nesse intervalo para as analises em grupo, sendo que 0s
coeficientes de similaridade DICE foram maiores para as analises conjuntas. Além disso,
algumas redes de pBOLD que néo foram identificadas nas analises individuais e em grupo
separadas, foram obtidas com as analises conjuntas, que oferecem uma validacdo mutua
dos resultados obtidos com cada método, aumentando a confianca das andlises estatisticas
(CHEN; JANN; WANG, 2015). Entretanto, as redes de pBOLD apresentaram
conectividade funcional mais baixa, devido entre outros fatores, as baixas RSR e
resolucdo temporal (JANN et al., 2015b), que serdo discutidas a seguir.

Os melhores resultados obtidos com pBOLD, em relacdo a perfusdo e ao CBF,
devem-se a dois fatores. Primeiramente, enquanto as imagens pBOLD sé&o obtidas pelo
calculo das médias das imagens controle e marcada, as imagens de perfusdo e CBF sdo
obtidas pela subtracdo. Assim, as imagens pBOLD apresentam maior relagéo sinal-ruido
em relacdo aquelas de perfusédo e CBF.

Além disso, é conhecida e verificada na literatura a existéncia de contaminacéo
das séries de ASL com sinal BOLD (CHEN; JANN; WANG, 2015; POLLOCK et al.,
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2009; WONG; BUXTON; FRANK, 1997). Assim, utilizam-se métodos, como por
exemplo, a subtracdo com interpolagéo sinc para os calculos da perfusdo, com o objetivo
de eliminar essa contaminacdo e obter valores mais corretos de CBF. Todavia, ha a
possibilidade de recuperar o sinal BOLD dessas imagens de ASL, abrindo um novo
horizonte para a técnica, ao garantir sua especificidade espacial em relacdo a atividade
neuronal, e dar acesso a resposta hemodindmica baseada no contraste BOLD. Deste
modo, as imagens pBOLD fornecem resultados mais semelhantes aqueles obtidos com
imagens BOLD.

Sabe-se também que o método de ASL e o TE utilizados influenciam o grau de
contaminagdo das séries de ASL com sinal BOLD. Para valores mais altos de TE, ha
tempo necessario para a subida da curva de resposta hemodinamica, que atinge seu pico
entre 20 e 30 ms em voluntarios saudaveis (BUXTON, 2012). Assim, quanto maior o TE
utilizado na aquisi¢do do sinal, maior sera a contaminacao por flutuacées BOLD e menor
sera a relacdo sinal-ruido (BOROGOVAC; ASLLANI, 2012; HERNANDEZ-GARCIA
et al., 2004), levando a erros na quantificagdo do CBF. Ao comparar os valores de CBF
obtidos com pCASL, observamos uma reducao significativa dos valores para TE igual a
21 ms, em relacdo a TE igual a 14 ms.

Além disso, imagens obtidas por pCASL, por se tratarem de uma variagao do
modo continuo, apresentam menor contaminacao do que imagens obtidas por PASL, pois
as imagens de PASL apresentam mais efeitos de T2 e T2* devido a inversdo simples de
toda a regido de marcacdo (BOROGOVAC; ASLLANI, 2012; WONG; BUXTON;
FRANK, 1998). Portanto, a recuperacao do sinal BOLD néo ¢ tdo boa para pCASL, o que
ajuda a explicar o fato dos resultados das analises das redes terem sido melhores para
dados de PASL.

Em relacdo a identificacdo das redes, ndo observamos a influéncia do valor de TE
para pCASL na analise em grupo; porém os resultados foram significativamente melhores
para TE maior em dados de PASL, devido aos motivos citados acima. No caso das
analises individuais, a ocorréncia das diferentes redes para dados pBOLD foi maior para
as imagens adquiridas com TE maior, mostrando uma vantagem em utiliza-lo quando o
objetivo principal for a identificacdo dessas redes, e néo a quantificagédo do CBF.

Outro fator que pode ter levado a melhores resultados com PASL é a maior
resolucdo temporal em relacdo a pCASL. Para obtermos uma boa cobertura do cérebro e
utilizarmos valores recomendados dos parametros de aquisi¢do, como duracdo da

marcacao e atraso pos-marcacgdo, para melhor quantificar o CBF (ALSOP et al., 2015),
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utilizamos um TR igual a 4 s para pCASL, resultando em um ponto a cada 8 s na série
temporal. No caso da PASL, foi possivel utilizar um TR igual a 3 s, resultando em uma
resolucéo temporal igual a 6 s. Apesar de apresentar melhor resolucdo temporal, e bons
resultados neste estudo, o método pulsado apresenta dificuldades devido a maior
dependéncia do sinal com o PLD, o que prejudicaria aplicacdes clinicas em casos de
patologias que alterem este parametro, bem como estudos com grande heterogeneidade
de faixa etéaria pelo mesmo motivo. Deste modo a PASL oferece desvantagem quanto a
quantificacdo do CBF, possuindo um modelo teérico menos robusto, além de menores
RSR e maior contaminacdo de sinal BOLD.

Como ndo foi possivel adquirir imagens de ASL com TRs menores, re-
amostramos as séries de BOLD para diminuir sua resolucdo temporal e investigar sua
influéncia na identificacdo das redes. Observamos que os resultados obtidos com a série
equivalente a TR igual a 8 s ndo diferiram significativamente daqueles para TR igual a 2
s. Diferencas s6 foram observadas para TR igual a 12 s. Isso se deve ao fato de que a
diminuicdo dos volumes piora a resolucdo temporal, comprometendo a qualidade do sinal
analisado, segundo os teoremas de amostragem em que para que um sinal seja
devidamente amostrado, a taxa de aquisi¢cdo amostral deve ser no minimo duas vezes o
inverso da frequéncia do sinal. Portanto a resolucdo temporal dos dados é de grande
relevancia, e comprometeu o sinal BOLD por aumentarmos o TR, ao ponto de perder
poder de identificacdo de redes para frequéncias de 0,04Hz, as quais estdo dentro da faixa
de interesse das flutuagdes funcionais (0,01 a 0,1Hz). Devido a baixa resolucao temporal
em IRMf como um todo, com TRs tipicos entre 2 e 3s, as imagens acabam acarretando
ruidos de sinais cardiorrespiratérios que aparecem em intervalos de frequéncia mais baixa
devido ao fenbmeno de aliasing (VAN DEN HEUVEL; HULSHOFF POL, 2010).

Entretanto, é possivel concluir que a resolucdo temporal influencia na
identificacdo das redes, mas néo é o Unico fator determinante (JANN et al., 2015b; VAN
DIK et al., 2010). Outros fatores relevantes sdo a RSR e a intensidade de sinal das
imagens. Em relacdo ao primeiro, a menor RSR das imagens de perfusdo e CBF podem
ter interferido negativamente na identificagcdo das redes, pois com a baixa qualidade de
sinal, as flutuagcbes de interesse se misturam & linha de base, comprometendo a
diferenciacéo das componentes no caso da ICA espacial e os calculos de correlacéo para
0 método das sementes (CHEN et al., 2003).

Porém, as imagens pBOLD apresentaram RSR superior as imagens BOLD, e a

identificacdo das redes ndo foi tdo efetiva. Este fato pode estar relacionado & menor
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intensidade de sinal das imagens pBOLD, que sdo geradas a partir da reconstrucdo das
flutuacBes BOLD existentes nas séries temporais de ASL; j& as imagens BOLD sao
geradas a partir de uma aquisicdo apropriada para este contraste. Além disso, o sinal da
ASL é proveniente dos pequenos vasos (AGUIRRE; DETRE, 2002), com maior
ramificacao e diferenca de direcéo, diferentemente do sinal BOLD proveniente dos spins
em grandes veias (LAI et al., 1993), onde estdo mais ordenados, resultando em um sinal
maior dentro de cada voxel. Isso pode ser observado pelos histogramas apresentados na
Figura 4.18.

E importante ressaltar que as frequéncias das flutuacdes de interesse, pertencentes
as redes funcionais de repouso, encontram-se na regido de 0,05 a 0,1 Hz (ALLEN et al.,
2011b; VAN DEN HEUVEL; HULSHOFF POL, 2010; VAN DIJK et al., 2010). De
acordo com os espectros apresentados na Figura 4.19, as imagens BOLD sdo as que
apresentam melhor vantagem de amplitude na faixa de interesse sobre as bandas mais
altas. As bandas inferiores a 0,03 Hz referentes a frequéncia de respiracdo aparecem em
todos os espectros. Apesar das maiores amplitudes nos mapas de CBF em relacéo as
demais séries, a banda das oscilacGes funcionais ndo se sobressaiu em relacéo as altas
amplitudes dos sinais indesejados (WANG et al., 2003).

O cérebro apresenta oscilacdes espontaneas diferentes ao longo de suas regides,
por isso, cada rede cerebral possui sua frequéncia natural de oscilagédo, fator que nos
permite diferencia-las pelo método de ICA. (CHEN et al., 2003; FRISTON et al., 2014;
LI; ADALI; CALHOUN, 2007) Entretanto, as componentes podem sofrer influéncias
diferentes ao se variar TR e TE, sendo mais ou menos afetadas por eles. Neste sentido, as
redes mais recorrentes em nossos experimentos foram a DMN e a Visual, com ocorréncias
significativas inclusive nas analises individuais. Essas redes sdo as que mais aparecem na
literatura, devido ao estado do individuo no repouso, mas de olhos abertos, que apresenta
divagacdo e atividade no cértex visual (ZOU et al., 2015).

Entdo, para tentar obter informagdes da conectividade a partir dos mapas de CBF,
denominada por alguns pesquisadores de conectividade perfusional (LIANG; YEH,
2015), optamos por também usar 0 método de semente. Neste caso, a primeira etapa é
definir a semente e, partir da sua série temporal, estimar o parametro de conectividade,
que pode ser, por exemplo, o coeficiente de correlacdo de Pearson. Sabe-se que a
aplicacdo desse método € limitada, pois se baseia na série temporal da regido escolhida

como semente, e no método de escolha dessa regiao.
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No presente estudo, definimos as sementes a partir de regides anatdmicas do atlas
Harvard-Oxford, que inclui areas corticais e subcorticais do cérebro. Utilizamos a teoria
dos grafos para investigar parametros de conectividade a partir das séries temporais de
pBOLD e CBF, obtidas por pCASL, e comparamos com os resultados obtidos a partir de
séries temporais de sinal BOLD.

Salvador e colaboradores foram os primeiros a utilizar IRM em repouso para
investigar a conectividade funcional do cérebro todo, de individuos saudaveis, a partir da
teoria dos grafos (SALVADOR et al., 2005). Ele e outros pesquisadores mostraram que
redes cerebrais estruturais e funcionais sdo organizadas intrinsecamente como redes de
mundo pequeno capazes de transferir informagdes de forma eficiente com baixo custo,
bem como apresentar regides altamente conectadas (CHEN, 2008; GONG et al., 2009;
WANG et al., 2009, 2010). Ou seja, 0 cérebro apresenta regiées que possuem alto grau
de conexdes curtas, ou seja, de baixo comprimento médio de caminho, denominadas
“hubs”, e alto coeficiente de clusteriza¢do. Essa topologia pode suportar processamento
de informacdo segregado ou especializado, e distribuido ou integrado (BASSETT;
BULLMORE, 2006).

No presente estudo, observamos essas caracteristicas ndo apenas a partir dos dados
de BOLD, mas também a partir dos mapas de CBF. Os valores medios dos coeficientes
de clusterizagéo foram semelhantes, e ambos apresentaram vinte regides coincidentes que
podem ser consideradas como hubs, por terem alto grau de conexdes e baixo comprimento
médio de caminho. Esses resultados estdo de acordo com estudos publicados previamente
na literatura(ACHARD et al., 2006; GONG et al., 2009; LIANG et al., 2013Db).

Além disso, a comparacdo da forca da conectividade funcional entre os dados de
ASL (CBF e pBOLD) e BOLD, mostrou correlacfes significativas para a maioria das
redes investigadas. Alguns parametros de rede, como custo e grau, também se
correlacionaram entre diferentes métodos, mas com valores médios para 0S grupos
significativamente diferentes.

E necessario cautela na interpretacio desses dados, pois as diferencas podem estar
relacionadas as desvantagens da técnica de ASL discutidas anteriormente neste capitulo,
e também as diferencas nos mecanismos subjacentes do sinal de ASL e BOLD (LIANG;
CONNELLY; CALAMANTE, 2014b).

Outra andlise interessante que se aproveita da complementaridade entre as
técnicas de ASL e BOLD, é a correlagdo entre a forga da conectividade funcional e o CBF

basal das regides conectadas. Estudos tém mostrado que regiGes que apresentam
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conectividade funcional mais elevada, como por exemplo, aquelas que compdem a DMN,
também apresentam CBF basal elevado (GREICIUS et al., 2003a; JANN et al., 2015b;
LI et al., 2012; ZOU et al., 2009). Esse resultado também foi observado no presente
estudo.

Liang e colaboradores observaram uma correlagdo ndo linear entre alguns
parametros investigados, como grau e centralidade, e o CBF basal (LIANG;
CONNELLY; CALAMANTE, 2014b). Nossos resultados ndo apresentaram essa
correlagdo; entretanto, os valores de CBF basal do nosso estudo estdo no intervalo em que
Liang e colaboradores encontraram um platd nos graficos entre os parametros de
conectividade e o CBF basal.

Essa metodologia que utilizamos com os grafos é influenciada pelo limiar
escolhido para os coeficientes de correlacdo de Pearson. Varia¢fes desse limiar podem
levar a alteracGes das propriedades das redes (LIANG; CONNELLY; CALAMANTE,
2014b). No presente estudo, pelo seu carater exploratério e falta de métodos de escolha
menos arbitrarios (WANG et al., 2009), optamos por utilizar um limiar baixo (r = 0,3)
para garantir um namero suficiente de conexdes para o caso dos mapas de CBF. Portanto,
s80 necessarios mais estudos para o desenvolvimento de métodos robustos de escolha do
limiar ou independentes de limiares.

Outro ponto metodolégico que devemos considerar é que estamos usando um atlas
com regides anatbmicas para selecionar as sementes (ACHARD et al., 2006). Entretanto,
pode haver conectividade funcional entre diferentes partes de uma mesma regido do atlas,
que ndo sera considerada nas analises. Assim, a andlise voxel a voxel pode ser uma
alternativa. No presente estudo, essa analise ndo foi possivel devido aos fatores ja
apontados anteriormente como desvantagem da técnica de ASL utilizada.

Independentemente do metodo de andlise escolhido, para obter resultados
confidveis, é necessario eliminar, ou pelo menos, minimizar fontes de ruido, como sinais
cardiacos e respiratérios, que podem alterar as correlacGes entre as series temporais.
Dessa maneira, utilizamos os sinais extraidos da substancia branca e dos ventriculos, além
dos parametros de realinhamento das imagens, como regressores na analise dos dados.
Estudos recentes mostraram que utilizar os sinais da substancia branca e dos ventriculos
como covariaveis ndo desejaveis em um modelo de regressao controla os efeitos de ruido
fisiolégico (BEHZADI et al., 2007; CHEN; JANN; WANG, 2015). Além disso,
aplicamos um filtro temporal passa altas de 0,15 Hz e a remogdo de “spikes” do GIFT

toolbox para eliminar sinais cujas frequéncias estavam fora do intervalo de interesse, uma
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vez demonstrado que flutuacdes de frequéncias altas sdo mais comuns na substancia
branca e ventriculos, ndo estando associadas a atividade neural (ZOU et al., 2009, 2008).

Além disso, se o0 objetivo é obter CBF basal e/ou analisar a conectividade
perfusional, é obrigatério minimizar os efeitos de flutuagdes BOLD na série temporal de
ASL. Uma forma eficiente de evitar essa contaminacéo é a utilizacdo de um tempo ao eco
baixo para que os demais fatores da resposta hemodindmica, que ndo sejam pertinentes
ao CBF, ndo estejam em seu pico de intensidade, podendo até mesmo ser negligenciados.
(CHEN; JANN; WANG, 2015; CHUANG et al., 2008)

Em resumo, como desvantagens da técnica de ASL, incluem a menor resolucéo
temporal, menor intensidade de sinal, menor relacdo sinal ruido, e oscila¢des de altas
amplitudes em frequéncias ndo desejadas, que podem limitar a qualidade dos dados para
estudos funcionais no repouso.

Além disso, algumas redes de pBOLD que ndo foram identificadas nas analises
individuais e em grupo separadas, foram obtidas pelas analises em conjunto com as
imagens BOLD. Na andlise conjunta, informacGes de ambas as séries temporais de cada
individuo sdo levadas em consideracao, oferecendo uma validagdo mdtua dos resultados
obtidos com cada método, e aumentando a confianca das analises estatisticas.

Além da baixa relacdo sinal-ruido intrinseca das imagens de ASL, os mapas de
perfusdo e CBF sdo obtidos por algum tipo de subtracdo, o que diminui ainda mais a
qualidade das imagens, diminuindo a precisdo dos calculos de CBF e a sensibilidade a
atividade neuronal.

Essa limitacdo da ASL adquirida com leitura 2D EPI pode ser superada em parte
pelo uso da sequéncia 3D GRASE pCASL, com supressdao de sinal de fundo, que
apresenta estabilidade temporal do sinal superior, melhorando a relacdo sinal-ruido.
Entretanto, ndo é uma sequéncia disponivel na maioria dos centros de IRM.

Observamos também que a resolucdo temporal influencia nos resultados, visto que
mais redes puderam ser identificadas pelo método de ASL pulsada em comparacao a
pseudocontinua. Resultados ainda melhores foram obtidos com BOLD. A baixa
amostragem do sinal de ASL limita o poder estatistico da conectividade funcional.
Entretanto, a diminuicdo do TR da aquisi¢do € limitada pela natureza da técnica. Ha a
necessidade de se respeitar os valores minimos para a duracdo da marcagéo (no caso de
pCASL) e o tempo de espera pos-marcacgdo para se obter uma melhor quantificacdo do
CBF. Alguns estudos tém utilizados valores muito baixos para esses tempos, melhorando

a identificacdo das redes, mas comprometendo a quantificagédo do CBF.
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Uma alternativa é trabalhar no desempenho das series de ASL melhorando sua
resolucdo temporal durante o processamento das imagens, por exemplo, utilizando o
método de subtragdo pairwise, que considera cada imagem em duas subtracfes, com as
imagens imediatamente anterior e posterior a ela, dobrando a amostragem.

Entretanto, mesmo em desvantagem comparativa com a técnica BOLD, a presenca
de redes foi expressiva nos dados de pBOLD, com niveis de similaridade de moderado a
alto, e valores de CBF basal significativamente correlacionados em comparagdo com as
redes em BOLD. Esses resultados estdo de acordo com um estudo recente de Zhu e
colaboradores que avaliaram a conectividade em mapas de BOLD “concurrente”,
equivalente ao nosso pBOLD (ZHU et al., 2013b).

N&o apenas as limitacGes da técnica de ASL sdo responsaveis pelas diferencas
observadas, principalmente em comparagdo com dados de BOLD. A natureza dos sinais
obtidos com ASL e BOLD é diferente em alguns aspectos, sendo uma questao importante
que deve ser considerada. Primeiramente, o sinal BOLD ¢é proveniente de um efeito
produzido em grande parte nas veias, o que limita a especificidade espacial em relacdo a
localizacdo da atividade neuronal, enquanto alteracdes na perfusao sdo produzidas na rede
de capilares. Além disso, o sinal BOLD ndo fornece uma medida quantitativa e €
influenciado por uma combinacao de trés parametros fisioldgicos (CBF, CBV e CMRO>),
cuja relacdo com a atividade neuronal ainda ndo é completamente entendida,
principalmente em patologias neuroldgicas. Por outro lado, a ASL fornece a medida
quantitativa de CBF, que esta mais diretamente acoplado a atividade neuronal.

Portanto, as flutuagGes cerebrais dinamicas medidas por BOLD e CBF refletem
diferentes aspectos da atividade cerebral no estado de repouso, e uma combinacdo de
ambos o0s métodos pode fornecer informacao complementar sobre processos fisioldgicos
cerebrais, como por exemplo, uma anélise da CMRO:. Juntas essas informagdes podem
fornecer uma melhor caracterizagao espacial, temporal e quantitativa da conectividade
funcional no estado de repouso.

Por outro lado, apesar do método baseado no contraste BOLD ser o mais utilizado
para imagens funcionais, e apresentar os dados mais robustos, como mostrado no presente
estudo, o desenvolvimento da técnica de ASL para esse fim é justificado por alguns
fatores:

(1) O sinal de ASL é produzido nos capilares, fornecendo maior especificidade
espacial em relacdo a localizacdo da atividade neuronal (AGUIRRE; DETRE, 2002;
SILVA et al., 1995).
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(2) ASL fornece uma medida quantitativa de CBF, um parametro fisiologico vital
para a viabilidade do tecido cerebral, possibilitando a comparacdo entre individuos, tanto
em estudos com execucao de tarefas, quanto para o cérebro no estado de repouso(CHEN;
JANN; WANG, 2015).

(3) O CBF esta normalmente acoplado ao metabolismo da glicose e a atividade
neuronal (AKGOREN; FABRICIUS; LAURITZEN, 1994; HOGE; PIKE, 2001); enté&o,
pode ser considerado como um marcador para funcao cerebral.

(4) A partir dos dados de ASL, é possivel extrair imagens BOLD, obtendo duas
informacBes em uma mesma aquisicdo, e possibilitando a investigacdo da CMRO:;
(HOGE et al., 1999; WONG; BUXTON; FRANK, 1997).

(5) Em ASL, a ponderacdo em T2 é minimizada, portanto ha menos sensibilidade
a efeitos de inomogeneidade de campo magnético, melhorando a analise da conectividade
em regibes de altos gradientes de susceptibilidade, como no cortex pré-frontal (CHEN;
JANN; WANG, 2015; JANN et al., 2015b; TAK et al., 2014).

Portanto, nossos resultados sugerem utilizar pCASL com TE baixo para obter
melhor quantificacdo de CBF, e analise em grupo conjunta de pBOLD com BOLD para
melhor identificacdo das redes cerebrais de repouso, aproveitando-se da
complementaridade das técnicas. Apesar de estar relacionados e refletirem as flutuacoes
hemodindmicas, BOLD e ASL medem diferentes contrastes do acoplamento do
acoplamento neurovascular (JANN et al., 2015b). Além disso, a conectividade funcional
e 0 CBF basal fornecem informacdes complementares da organizacdo cerebral, pois sua
associacdo representa o grau de otimizacdo de uma regido no desempenho eficiente de
uma funcdo e seu custo metabdlico (TOMASI; WANG; VOLKOW, 2013).

Algumas limitacdes do presente estudo, ja discutidas anteriormente, incluem
baixa relacdo sinal-ruido e baixa resolucdo temporal da técnica de ASL utilizada.
Diferentemente de BOLD e ASL com leitura 3D, h4 também a ndo cobertura de todo o
encéfalo; no nosso caso, excluimos o cerebelo. Além disso, por ser um experimento
longo, optamos por ndo adquirir mapas de MO (ponderados em densidade de prétons) e
mapas de T1, que seriam utilizados na quantificagdo do CBF. Optamos por uma
metodologia recomendada para esses casos (ALSOP et al., 2015), e obtivemos valores de
CBF bem proximos daqueles publicados na literatura. Por fim, € importante ressaltar que
as series temporais de BOLD e ASL foram adquiridas separadamente, o que influencia

na comparagao entre os resultados.
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Portanto, os desafios futuros, principalmente para estudos com diferentes
patologias, incluem minimizar os efeitos fisiologicos e de movimento da cabeca,
melhorar a resolugéo temporal, e minimizar os efeitos de tempo de transito. Para isso,
algumas solucdes estdo sendo propostas, como a pCASL de eco duplo, que permite obter
imagens ponderadas em perfusdo e BOLD na mesma aquisi¢do; aquisicdo com leitura
tridimensional, que melhora a estabilidade temporal dos mapas de perfusdo; e aquisi¢do

em altos campos (> 4T), para aumentar o sinal nas imagens de ASL.
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6. CONCLUSOES

No presente estudo, mostramos a viabilidade de usar sequéncias de ASL, pulsada
e pseudocontinua, comerciais, disponiveis para 0 uso na rotina clinica, para o estudo da
conectividade funcional e da perfusdo basal do cérebro em repouso. Redes cerebrais de
repouso puderam ser identificadas em analises individuais e em grupo, pelos métodos de
ICA e baseado em semente.

O sinal BOLD contaminante das imagens de ASL foi recuperado, resultando nas
séries temporais que chamamos de pseudo-BOLD. Essas séries de pBOLD apresentaram
os melhores resultados para a identificacdo das redes em relacdo as demais séries
proporcionadas pelas imagens de ASL. Foi mostrado também que as imagens de pBOLD
apresentam relacéo sinal-ruido mais alta do que os mapas de CBF e perfusao, fatores que
influenciam no resultado da identificacdo das redes.

O Tempo ao eco para aquisicdo das imagens foi um fator que influenciou os
resultados. Quanto maior o TE, maior a contaminacéo por flutuacdes BOLD, e melhor a
identificacdo das redes. Entretanto, mostramos que usar valores altos de TE compromete
significativamente a estimativa do CBF basal. Portanto, considerando a relagéo custo-
beneficio, a melhor alternativa é adquirir imagens pCASL com TE baixo para garantir
boa estimativa do CBF basal, e usar suas séries pBOLD para avaliacdo da conectividade
funcional.

Quando se pretende recuperar o sinal BOLD a partir de imagens de ASL o TE
mais alto (a partir de 21s) juntamente com uma melhor resolugédo temporal (TR baixo)
sdo recomendados. A resolucdo temporal influenciou também os resultados das imagens
BOLD havendo perda de redes e de poder estatistico dos mapas de atividade para maiores
TRs

Entre os modos PASL e pCASL, o modo pulsado alcancou melhor desempenho
para a identificacdo das redes. Porem o modo pseudocontinuo que permite um melhor
calculo e andlises de CBF apresentou desempenho satisfatorio para o encontro de redes
de repouso bem como para o estudo de parametros de conectividade pelo método de
grafos.

As diferencas entre os resultados obtidos com ASL e BOLD para a conectividade

funcional, bem como as diferengas espaciais e estatisticas entre 0s mapas sdo esperadas
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devido ndo apenas as limitacdes da técnica da ASL mas também a diferenca da natureza
do sinal entre as duas técnicas.

Devido a juncdo das informacGes entre as duas técnicas a caracterizacao espacial,
temporal e quantitativa da conectividade funcional foi obtida. A complementariedade das
técnicas € de interesse aplicavel e mostrou bons resultados nas analises conjuntas,

fornecendo boa identificacéo das redes e valores de CBF regional.
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CIENCIAS E LETRAS DE wﬂﬂ
RIBEIRAO PRETO- USP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CognicBo e Conectividade Funcional Cerebral em Repouso por meio de Imagens por
Ressondncia Magnética

Pesquizador: Renata Femanti Lecni

Area Tematica:

Versdao: 2

CAAE: 49718215.1.0000.2407

Instituigao Proponente: Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto- USP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Miamero do Parecer: 1.426.868

Apresentagdo do Projeto:
vide relato anterior

Objetivo da Pesquisa:
vide relato anterior

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
vide relato anterior

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:
vide relato anterior

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdriaz
Termos adequados

Recomendagdes:

As alteragbes no TCLE visaram atender &s solicitagbes do relato anterior. Entretanto, o nivel de
detalhaments apresentado culminou em um documento extenso. Como recomendagdo, pode-se ratirar as
informagdes do recrutamento do TCLE (mantendo-se apenas no projeto) e as informagdes sobre os testes a
que os participantes serdo submetidos durante o exame de resson@ncia magnetica podem ser abreviadas
(mas ndo retiradas por completo). Além disso, as
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Cognigio e Conectividade Funcional Cerebral em Repouso por meio de Imagens por
Ressondncia Magnética

Pesquisador: Renata Fermanti Leoni

Area Temética:

Versao: 1

CAAE: 49718215.1.3001.5440

Instituigdo Proponente: Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto- USP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Hiamero do Parecer; 1425742

Apresentagdo do Projeto:
De acordo com o parecer da Instituigio Proponente.

Objetive da Pesquisa:
De acordo com o parecer da Instituigdo Proponente.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
De acordo com o parecer da Instituicio Proponente.

Comentarios & Consideragies sobre a Pesquisa:
De acordo com o parecer da Instituigio Proponente.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
Apresentou carta de anuéncia do responsavel pelo local de coleta no HCFMRP-USE.

Recomendagies:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
O CEP tomou ciéncia e concorda com o parecer da Instituigio Proponente.

Enderego: CAMPUS UNIVERSITARIO
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“0 CEP do HC & da FMRP-USP concorda com o parecer ético emitido pelo CEP da Instituicdo Propenente,
gue cumpre as Resocluges Eticas Brasileiras, em especial a Resclugio CNS 466/12. Diante disso, o
HCFMRP-USP, como instituigio co-participante do referido projeto de pesguiza, esta ciente de suas co-

responsabilidades e de seu compromisso no resguardo da seguranca & bem-estar dos sujeitos desta
pesquisa, dispendo de infra-estrutura necessaria para a garantia de tal seguranga e bem-estar”.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21M2/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 556573 pdf 19:10:35
Outros TCLE_RevisadoComentado_pdf 211212015 |Renata Ferranti Lecn] Aceito
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TCLE ! Termos de | TCLE_Revisado_pdf 21122015 |Renata Ferranti Leon] Aceito

Assentimento f 19:07:59
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Projeto Detalhado /| ProjetoPesquiza_Revisado.pdf 211212015 |Renata Ferranti Lecn] Aceito

Brochura 19:07:14

Investigador

Oufros CartaResposta pdf 21122015 |Renata Ferranti Leon] Aceito
19:06:13

Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS _DO_P | 18/0%/2015 Aceito

do Projeto ROJETO S56573.pdf 10:42:07

TCLE ! Termas de | TCLErevisado.pdf 18/0W2015 |Renata Ferranti Lecn] Aceito

Assentimento 10:41:36
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Auséncia

Informagdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/0%2015 Aceito

do Projeto ROJETO S56573.pdf 13:55:47

Projeto Detalhado /| ProjetoDePesquisa. pdf DB/W2015 |Renata Ferranti Lecn] Aceito

Erochura 135421

Investigador

Outros SymbolDigit. pdf 0B/v2015 |Renata Ferranti Lecn] Aceito
13:53:27
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Outros ManifestacaolnstituicacCoparticipante.p | 08/0%2015 | Renata Ferranti Lec:n‘ Aceito

df 13:48:34
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13:45:19

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagiao da CONEP:

MNao

RIBEIRAC PRETO, 29 de Fevereiro de 2016
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(Coordenador)
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ANEXO C-T1CLE
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLA RECITH)

Titulo da Pesquisa: COGNICAO E CONECTIVIDADE FUNCIONA L CEREBRAL EM REPOUSO POR MEID DE
IMAGENS POR RESSONANCIA MAGNETICA

O senhoria) estd sendo convidadoia) a participar de uma pesgquisa que tem como objetivo avaliar a circulagio
¢ o funcionamento do cérebro de pessoas saudiveis durante a execugdo de tarefas simplkes e durante o rEpouso
(auséncia de tarefas). O motive da realizagio deste estudo € a importincia de entender como o cérebro de pessoas
sauddveis funciona para depois entender os problemas cerebrais existentes em pacientes com diferentes doengas. Os
participanies, homens e mulheres, com idade minima de 18 anos, sdo recrutados entre alunes e funciondrios do
Departamento de Fisica da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirio Preto (FFCLREP - USP) e do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP — USP), por meio de cartazes colocados
nas duas instituigdes.

Serd realizado um exame na maguina de Ressonincia Magnética no HCFMREP— USF, no Campus de Ribeiro
Preto. Esse aparelho tem a forma de um grande tubo de metal, largo, com uma abertura por onde o senhor{a) entrard
deitado(a) de barriga para cima. Essa maquina produz um campo magnético, como se fosse um imd, que passa através
do seu corpo sem prejudicar qualquer parte dele. A fungdio dela serd de produzir imagens do seu oérebro, além de
demonstrar o funcionamento dele. Nada disso serd sentido € néo fard mal a sua sadde. Durante o exame, € necessdrio
executar algumas tarefas ¢ permanecer o mais parado possivel. As tarefas que sero realizadas deniro da maguina sdo
simples. Uma delas serd de geragio de palavras, ou seja, categorias (por exemplo, utensilios de cozinha) serdo
mostradas para o senhoria), que deverd pensar em palavras pertencentes a esssa categoria (por exemplo, garfo, faca
colher, etc). A outra tarefa serd de associagio de simbolos com mimeros, ou seja, serdo apresentados simbolos para o
senhor(a), que deverd falar o nimero comespondente a cada simbolo de acordo com uma chave de resposta. Antes do
inicio do exame, essas tarefas serdo explicadas ao senhor(a) detalhadamente. Para comparagio do desempenho, essas
tarefas também serfo realizadas fora da méquina de Ressonincia Magnética, juntamente com a realizagio de uma
avaliagio neuropsicoldgica em que o senhor(a) deverd responder a alguns questiondrios para coleta de dados pessoais
¢ demogrificos, antecedentes clinicos, uso de medicagdo, histérico familiar de doengas, aspectos comportamentais e
cognitivos, € avaliagio de sintomas depressivos ¢ de ansiedade. Essa avaliagdo levard de 30 a 45 minutos. Além disso,
0 senhon(a) passard por uma entrevista de aproximadamente 5 minutos com um enfermeiro do HC; essa entrevista é
obrigatdria para todas as pessoas que irSio fazer exames de imagem por ressonincia magnética. Com os dados dessas
avaliaghes, 0s pesquisadores decidiriio se irSo incluir o senhor(a) no estudo.

A permanéncia dentro da méguina serd por um periocdo médio de 45 minutos. Dependendo da roupa gue
estiver usando, poderd ser pedido a utilizar um roupdo do Hospital, a fim de garantir seu conforto ¢ nio gerar
problema nas imagens. Assim, se concordar em participar do estudo, o senhor(a) deverd comparecer ao HC do
Campus, por um dia, a ser agendado pelos pesquisadores e autorizar esses pesquisadores a analisar seu exame.
Durante o exame, o senhor(a) poderd sentir-se desconfortavel pois a maquina fard um barulho alto, bem como pela
permanéncia, por um periodo de 45 minutos, sem realizar muitos movimentos. Para minimizar esse desconforto, serdo
utilizados protetores de ouvido e almofadas. A¥m disso, o senhor{a) poderd ser retirade da méguina a qualguer
momento. A realizagio do exame ndo prejudicard sua satde € o senhor(a) ndo sentird dor. Apos ser realizado, o exame
serd avaliado por um médico radiologista experiente do HC: e, no caso de observagio de alguma alleragio no exame,
o senhor(a) serd prontamente encaminhado para o servigo de safide mais apropriado.

As informagbes coletadas neste estudo serfo anexadas ao seu prontudrio no HC, os médicos e outros
profissionais autorizados a terem acesso ao prontudrio erdo acesso & informagtes. Além disto, estas informagies
sero vistas ¢ analisadas apenas pelos pesquisadores msponsdveis por ese estudo. As informagbes poderio ser
comunicadas para outros pesquisadores ¢ médicos, mas sua identidade serd mantida em sigilo. Nenhuma informagio
que possa revelar sua identidade estard disponivel para quaisquer pessoas ou em quaisquer Extos ou publicages.
Essas informagdes serdo mantidas em um banco de dados do Centro de Ciéncias das Imagens da Fisica Médica no
HC.

E importante que saiba que sua participagio é completamente voluntdria e que poderd decidir nfio participar
do estudo guando guiser, sem perder o direito de receber cuidados médicos de rotina, ou quaisquer outros beneficios
aos quais enha direito, oferecidos pelas instituigdes envolvidas neste estudo, qualquer que seja sua decisdo. Além
disso, 0 senhor{a) nio receberd compensagdo financeira relacionada a sua participagdo neste estudo. Da mesma forma,
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o senhor(a) ndo terd despesa pessoal em qualquer fase do estudo, incluindo o exame. Durante o periodo de sua
participacio, a despesa relacionada ao transporte até o HC serd reembolsada Este documento € um ermo de
consentimento que o senhoria) deverd assinar se concordar em participar do estudo, apds entender todas as
informagfes presente nele e esclarecer todas as dividas que tiver. Apds assinar este termo, o senhor(a) receberd uma
copia dele. Em caso de eventuais dividas sobre questées éticas deste estudo, o senhor(a) poderd entrar em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Filosofia. Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto - USP

Comité de Etica em Pesquisa

Avenida Bandeirantes, 3900 - Bloco 23 - Casa 37 - 140£0-901 - Ribeirdo Preto - SP - Brasil
Fone: {16) 33154811 7 Fax: (16} 3633-2660

E-mail coetp @ ffolrp. usp. br

Caso o senhor(a) enha perguntas, dividas ou gualquer outra informagdo gque deseje saber a respeito deste
estudo, poderd entrar em contato com os pesquisadores do Departamento de Fisica (FFCLRP - USP), citados abaixo.

Profa. Dra. Renata Ferranti Leoni. Telefone: (16) 3315-0023 / (16) 99401-6368
Luciana da Mata Monaco. Telefone: (16) 3315-3721 /7 (16) 99141-9299
Pedro Henrique Rodrigues da Silva. Telefone: (16) 3315-3721 / (19) 991960857

Os detalhes deste estudo foram explicados a vocg, que teve a oportunidade de fazer todas as perguntas aos
pesquisadores. Se tiver lido o termo de consentimento livie e esclarecido (ou se ele tiver sido explicado para vocg),
tiver entendido a informago e concordar voluntariamente em participar deste estudo, por favor, assine abaixo:

Nome do Voluntirio (impresso ou em letra de forma) Assinatura do Voluntirio

Data: ! ! Hora:

Mome da Testemunha (impresso ou em letra de formaj Assinatura da Testemunha

Data: ! ! Hora:

Declaracio do Pesquisador

Dieclaro que revisei este estudo e o termo de consentimento com o participante. Segundo meu entendimento,
ele compreendeu os objetivos, os procedimentos, riscos e beneficios do estudo.

Mome do Pesquisador (impresso ou em letra de formal Assinatura do Pesquisador

Data: ! ! Hora:



