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Figura 21. Posicionamento dos eletrodos de estimulacdo (retangulares e brancos) sobre o
antebraco direito. Os eletrodos circulares pretos referem-se aos de EMG, e estdo
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Figura 22. Ajuste trapezoidal (em vermelho) de uma evolugdo temporal média. O
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Figura 23. Os esquemas da primeira coluna representam os posicionamentos da bobina
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fase empacotadas representativas do campo magnético produzido por uma bobina
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Figura 25. Mapa volumétrico de magnitude do campo magnético produzido pela bobina
em forma de 8. O esquema a direita representa como foram feita as aquisi¢des das
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Figura 43. Tela da interface de analises multiplas mostrando a janela de selecdo manual
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Figura 44. Tela da interface de andlises multiplas mostrando a sobreposicao das faixas

de 60 a 80 ms apo6s a aplicacdo do pulso de TMS........ccoiiviiiiieniiieiecieeee e

Figura 45. Promediacdo dos sinais de cada janela da Figura 44, com marcacdes de
maximo ¢ minimo do MEP cruz vermelha), bem como o seu inicio e o fim

(tridngulos verde € Vermelho). ......ccuiiiiiiiiiiiieiiee e

Figura 46. Tela da interface de analises multiplas mostrando a janela de selecdo manual
dos valores de minimo e maximo do MEP, bem como o seu inicio e fim. b) Mapa

de cores relativos aos valores de pico a pico dos MEPs mostrados em a)......................

Figura 47. Tela da interface do TMSProjection. A interface conta um eixo de
visualiza¢do tridimensional, onde sdo exibidos os volumes de MRI ¢ nuvem de
pontos, e com 4 painéis (Abrir, Operacdes, Projecdo, Imagem). O painel Abrir
apresenta cinco caixas de edi¢do de texto para os caminhos dos arquivos que serao
abertos. No painel Operagdes ficam os botdes com as ferramentas principais do
TMSProjection. No painel Projecdo, podemos observar o Mapa de TMS ¢ a
projecdo das posi¢des que receberam a TMS nas fMRI. O painel Imagem apresenta
as ferramentas graficas, como reorientacdo, espelhamento, transparéncia, entre
outras. Nesse exemplo chamamos a atengdo para o desalinhamento dos volumes de

ressonancia funcional e estrutural, bem como a nuvem de pontos. ...........ccceeeveeeveennnnnne.

Figura 48. Tela da interface do TMSProjection com os volumes de MRI e nuvem de
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Figura 49. Tela da interface do TMSProjection mostrando a proje¢ao dos pontos obtidos
pelo neuronavegador de um mapeamento motor de TMS, sobre as imagens
funcionais. O resultado da projecdo € o mapa que se encontra no canto inferior
esquerdo da figura. Na representacdo tridimensional os pontos em preto
representam as posi¢des que receberam a TMS; as linhas em rosa representam a
direcdo da projecdo das posigdes que receberam a TMS ao centro de massa do
volume da fMRI; e os circulos em preto sdo as regides projetadas no volume da
TIMIRLL ettt sttt b e bttt eae 93

Figura 50. Mapas de fMRI em representagdo planar, nos cortes Sagital, Coronal e Axial.
Os mapas de cores representam os valores obtidos do GLM para a tarefa de abrir e
fechar a mao. (a) fMRI de um sujeito controle. (b) fMRI de um paciente com AVC. ...95

Figura 51. Resultados das analises dos mapas de fMRI em resposta a movimentacao da
mao parética e sadia de pacientes com AVC cronico e individuos saudaveis. (a)
Entropia da projecdo 5x5 pixels; (b) Entropia da projecdo 50x50 pixels; (c)
Maximo valor de B; (d) Numero de voxels acima do limiar. pPS representa o p
valor da comparagdo entre o grupo de pacientes mao parética e pacientes mao
sadia; pPC representa o p valor da comparacdo entre o grupo de pacientes mao
parética e sujeitos controle; pSC representa o p valor da comparagdo entre o grupo
de pacientes mao sadia € SUJEIt0S CONLIOIE. ....c.eevviereiieiieriieiieeie ettt 96

Figura 52. Resultados das anélises dos mapas de MEP da mao parética e sadia de
pacientes com AVC cronico e individuos saudaveis. (a) Entropia do mapa de 5x5
pixels; (b) Numero de células que obtiveram MEP acima de 50uV. pPS representa
o p valor da comparagdo entre o grupo de pacientes mao parética e pacientes mao
sadia; pPC representa o p valor da comparacdo entre o grupo de pacientes mao
parética e sujeitos controle; pSC representa o p valor da comparagdo entre o grupo
de pacientes mao sadia € SUJeItoS CONLIOLE. .......evvuieruiiriiiiiiieiieie et 98

Figura 53. Resultados das comparagdes entre os mapas de fMRI e TMS. (a) Correlagio
cruzada bidimensional; (b) Distancia euclidiana entre as posi¢des do maximo de 3 e
de maximo valor de MEP; (c) Interseccdo tipo “AND”, que considera as
coincidéncias de valores ndo nulos. pPS representa o p valor da comparagdo entre o
grupo de pacientes mao parética e pacientes mao sadia; pPC representa o p valor da
comparagdo entre o grupo de pacientes mao parética e sujeitos controle; pSC
representa o p valor da comparagdo entre o grupo de pacientes mao sadia e sujeitos
[670) 113 (0] (SO RO U UURSRUPSRTRO 100

Figura 54. Diferenga de amplitude dos MEPs antes e ap6s a SES. (a) Resultados para os
pacientes com AVC cronico; (b) Resultados para os individuos saudaveis. pF
representa o p valor do teste de verificacdo se os resultados para o musculo flexor
radial do carpo sdo estatisticamente diferentes de zero; pE para o musculo extensor
radial do carpo; pA para o abdutor curto do polegar e pA’ para o Abdutor curto do
polegar contralateral @ SES..........cooiiiiiiiiiiiiiee e 103

Figura 55. Resultados das analises das laténcias do MEP antes da aplicagdo da SES. (a)
Resultados para os pacientes com AVC cronico; (b) Resultados para os individuos
controle; (¢) Mediana dos valores de laténcia de todos os musculos, confrontando
os valores dos pacientes com os dos controles. pF representa o p valor do teste de
verificagdo se os resultados para o musculo flexor radial do carpo sao
estatisticamente diferentes de zero; pE para o musculo extensor radial do carpo; pA
para o abdutor curto do polegar e pA’ para o Abdutor curto do polegar contralateral
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Figura 56. Diferenga das laténcias do MEP antes e apds a SES. (a) Resultados para os
pacientes com AVC cronico; (b) Resultados para os individuos controle. pF
representa o p valor do teste de verificacdo se os resultados para o musculo flexor
radial do carpo sdo estatisticamente diferentes de zero; pE para o musculo extensor
radial do carpo; pA para o abdutor curto do polegar e pA’ para o Abdutor curto do
polegar contralateral @ SES. ........cocooiiiiiiiiii e

Figura 57. Mapas de fMRI em representagdo volumétrica da superficie cortical (cinza claro)
com exposicdo dos sulcos (cinza escuro). Os mapas de cores representam a diferenca
entre a os valores obtidos do GLM para a tarefa motora antes e ap6s a SES......................

Figura 58. Mapas de fMRI em representacdo volumétrica da superficie cortical (cinza
claro) com exposi¢do dos sulcos (cinza escuro). Os mapas de cores representam a
diferenga entre a os valores obtidos do GLM para a tarefa motora do brago
ipsilateral a SES e brago contralateral @ SES...........ccccoooiiiiiiiiiiniiiieeeeee e

Figura 59. Resultados do algoritmo BLM nas anélises da drea de Brodmann 4, antes e
apos a aplicagdo da SES em individuos controle. (a) Onset, tempo do inicio da
tarefa até iniciar a resposta hemodonamica; (b) Tempo ao pico, tempo entre o inicio
do sinal até o maximo por ele atingido; (c) Largura a meia altura da resposta
hemodindmica; (d) Amplitude do sinal da resposta hemodinamica. Sendo pCI,
pCC’, pII’ e pC’T’ o p valor dos teste estatisticos para a comparagdo entre duas
COMAICOECS. ...t ettt e e ettt e ettt e e ettt e e e ettt e e e e ettt e e eeeaaeeeeeeasaeeeeeesseeeeeessseeeeeessaeeeeenaseeeeas

Figura 60. Resultados do algoritmo BLM nas andlises da area de Brodmann 6, antes e
apos a aplicagdo da SES em individuos controle. (a) Onset, tempo do inicio da
tarefa até iniciar a resposta hemodonamica; (b) Tempo ao pico, tempo entre o inicio
do sinal at¢ o maximo por ele atingido; (c) Largura a meia altura da resposta
hemodinamica; (d) Amplitude do sinal da resposta hemodindmica. Sendo pCI,
pCC’, pII’ e pC’I’ o p valor dos teste estatisticos para a comparacdo entre duas
COMAIGOCS. ...vviieirie et e ettt e et e e et e e ettt e e et e e eetae e e tteeetaeeetaeeeaseeeeaseeeesseeessseensseessseesaseeennnes
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Resumo

Objetivos — A estimulagdo magnética transcraniana (TMS, do inglés: Transcranial
Magnetic Stimulation) e as imagens funcionais por ressonancia magnética (fMRI, do inglés:
functinal Magnetic Resonance Imaging) sdo duas técnicas ndo invasivas de investigacdo de
atividade do sistema nervoso central. Porém essas duas técnicas utilizam estratégias diferentes
para mensurar a atividade cerebral, sendo que a TMS avalia a resposta elétrica enquanto que a
fMRI a resposta hemodinamica. Nosso intuito nesse trabalho foi criar ferramentas para a
comparagdo dessas duas técnicas no mapeamento do cortex motor, bem como utilizando as
ferramentas desenvolvidas, fazer uma compara¢do dos mapas motores de pacientes com AVC
e realizar uma avaliag@o nos efeitos no cortex motor da eletroestimulacdo sensorial (SES, do
inglés: Sensory Electric Stimulation) pelas técnicas de TMS e fMRI.

Métodos — Paro o mapeamento vetorial do campo magnético produzido pela bobina de
TMS utilizamos fantomas que simulavam o tecido cerebral e realizamos medidas de imagens
de ressonancia magnética (MRI, do ing€s: Magnetic Resonance Imaging) de fase em trés
dire¢des para a constru¢do do mapa vetorial. Uma vez dominada a técnica de mapeamento por
imagens de fase, a utilizamos para auxiliar na constru¢do de bobinas para estimulagdo
periférica e pequenos animais. Para realizacdo do mapeamento do cortex motor com TMS
desenvolvemos um sistema de neuronavegacao (Neuronavegador InVesalius) e um programa
para andlise dos sinais de eletromiografia (MEPHunter), bem como um segundo programa
para fazer o corregistro dos mapas de produzidos pela TMS com os mapas de fMRI
(TMSProjection). Em posse dessas ferramentas, pudemos realizar o mapeamento do cortex
motor de pacientes com AVCi cronicos. Para tanto estimulamos uma area quadrada de 25cm’
do escalpo sobre o cortex motor e coletamos o potencial evocado nos musculos abdutor curto
do polegar ipsi e contralateral 8 TMS, e nos musculos flexor e extensor radial do carpo,
contralaterais a TMS. Para a realizacdo das fMRIs realizamos um paradigma evento-
relacionada com um protocolo de abrir e fechar a mao. Por fim avaliamos os efeitos da SES a
3Hz com um tUnica sessdo de 30 minutos, realizando medidas de potencial evocado e fMRI
imediatamente antes ¢ imediatamente apos a SES.

Resultados — O sistema de neuronavegagao juntamente com o conjunto de programas
computacionais possibilitou a realizagdo dos estudos clinicos. Nossos dados mostraram uma
correlacdo maior entre os mapas de MEP e os mapas de fMRI nos sujeitos normais do que nos
pacientes com AVC, principalmente no hemisfério afetado. Nossos resultados também
sugerem que a SES pode provocar modulagdo na excitabilidade cortical, causando redugdo da
excitabilidade cortical das regides motoras, quando aplicados na frequéncia e duragdo
utilizadas nesse estudo.

Conclusdo — O mapeamento de campo magnético por MRI é uma boa alternativa para
medir campos complexos e pode ser utilizado no desenvolvimento de novas bobinas de
estimulagdo magética. O neuronavegador Invesalius, o MEPHunter ¢ o TMSProjection sdo
ferramentas poderosas para estudos em neuroimagens podendo ser ampliado seu uso para
outras areas como neurologia e fidioterapia. Quanto aos estudos clinicos acreditamos que o
fator que mais colabora para a pior correlacdo dos mapas dos pacientes ¢ a reducao de fibras
corticoespinhais e a plasticidade, e que a SES aplicada a 3Hz em uma tnica sessdo tem um
efeito agudo de reducdo da excitabilidade do cortex motor.

Palavras Chave: TMS, fMRI, Neuronavegi¢ao, AVC e SES.
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Consideracoes Iniciais






A Estimulagdo Magnética Transcraniana (em inglés Transcranial Magnetic
Simulation — TMS) é uma técnica recente que esta fundamentada em observagdes antigas
(~2750 a.C.) pelos egipcios quando ¢ descrita a agdo da eletricidade sobre o corpo humano
pelo uso de uma espécie de peixe elétrico. Ja no século I d.C. ha relatos do uso do peixe
torpedo (um tipo de peixe elétrico) pela medicina romana. Claudius Galenus, médico
renomado do século II d.C., prescrevia o uso do peixe torpedo como terapia para tratamento
de enxaqueca, colocando a cabeca do paciente em contato direto com o peixe vivo. Embora
na época nao fosse claro o mecanismo de acao da terapia, ha relatos do seu efeito anestésico.

Em meados do século XVIII o médico e fisico Luigi Galvani observou pela primeira
vez a relagdo entre a eletricidade e a contragdo muscular. A versdo popular dessa histéria ¢
que Galvani conduzia experimentos de eletricidade estatica atritando pele de sapo, quando seu
assistente acidentalmente tocou o nervo ciatico de uma pata traseira dissecada do sapo, com
um bisturi que estava eletricamente carregado, e a pata se contraiu. Com a observagdo de
Galvani, concluiu-se que a eletricidade causava efeitos nos tecidos nervoso e muscular, ¢ uma
vez que era sabido que a variagdo do campo magnético leva ao aparecimento de campos
elétricos, ficou clara a possibilidade de estimulagdo de tecidos bioldgicos por campos
magnéticos oscilantes.

Nessa linha de raciocinio, Arsene D’ansorval, médico e fisico francés, conduziu varios
experimentos no final do século XIX com o propoésito de estimular o cérebro de maneira ndo
invasiva utilizando campos magnéticos oscilantes. Entretanto, ele e outros pesquisadores da
época, como Silvanus Thompson, ndo conseguiram realizar o feito por limitagdes
tecnoldgicas. O equipamento desenvolvido por D’ansorval produzia correntes da ordem de 30
Amperes (A) com frequéncia de aproximadamente 40 Hz, de modo que o campo elétrico

induzido era muito pequeno para causar efeito de estimulagdo no cérebro.



S6 em 1985 um grupo da Universidade de Sheffield, liderado por Anthony Barker,
conseguiu estimular o cérebro utilizando pulsos magnéticos de alta intensidade (ordem de 1
Tesla) com grande variagao temporal (microsegundos). Como essa técnica nao € invasiva € o
campo magnético atravessa o cranio para agir no cérebro, foi chamada de Estimulagdo
Magnética Transcraniana (Barker e Jalinous, 1985). Desde entdo ela vem ganhando espaco no
cenario de pesquisa e de aplicagdes clinicas, tanto com ferramenta de investigacdo quanto
como op¢do de tratamento. E possivel ilustrar esse aumento de interesse pela TMS na figura
abaixo, que contém o numero de artigos cientificos que fizeram uso da TMS a partir do ano

de 1985 (ISI Web of Knowledge).

Histograma de publicagdes envolvendo TMS
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Figura 1. Nimero de publica¢des que fizeram uso da TMS de 1985 a 2010. Essas informacdes foram obtidas fazendo
uma busca usando as palavras chave “Transcranial Magnetic Stimulation” no site ISI Web of Knowledge.

Outra técnica para o estudo ndo-invasivo do funcionamento cerebral ¢ a Ressonancia
Magnética Funcional (fMRI, do inglés: functional Magnetic Resonance Imaging). Essa
modalidade de imagem leva em conta a variagdo da resposta hemodindmica de regides

cerebrais que se engajaram em determinada tarefa (Huettel, Song et al., 2004).



Conhecidas as vantagens e as limitacdes de cada uma dessas técnicas, tem-se
procurado utiliza-las de forma complementar (Hallett, 2000). Por exemplo, apesar da fMRI
ter uma boa resolucdo espacial, da ordem de milimetros, a resolugdo temporal, no entanto, ¢
pobre, da ordem de segundos. De forma oposta, os Potenciais Evocados Motores (MEP, do
inglés: Motor Evoked Potential) gerados a partir da TMS, apresentam baixa resolugdo
espacial, da ordem de centimetros, ¢ boa resolugdo temporal, da ordem de milissegundos.
Pelo uso de técnicas multimodais é possivel, por exemplo, estudar diferentes aspectos do
sistema motor tendo como base a observacdo da sua resposta hemodindmica através da
técnica de fMRI, e de sua excitabilidade por medidas dos MEP.

Considerando o trabalho com técnicas multimodais, uma etapa importante ¢ o co-
registro espacial da informacdo proveniente de cada uma delas. Assim, quando determinada
regido ¢ observada por uma das técnicas ¢ importante determinar a medida correspondente
dessa mesma regido obtidas pela outra técnica. Nesse sentido, no contexto de estudos
multimodais envolvendo TMS, uma ferramenta de grande importancia ¢ o neuronavegador.
De maneira simplificada, o neuronavegador localiza a posi¢do da cabe¢a do individuo em
relacdo a sua respectiva neuroimagem. Desse modo, ao se posicionar um instrumento sobre o
escalpo, por exemplo, uma bobina de TMS, ¢é possivel determinar de forma mais precisa quais
estruturas cerebrais serdo estimuladas (Julkunen, Saisanen €t al., 2009).

Para este trabalho cabe destaque o estudo do cortex motor de pacientes que sofreram
Acidente Vascular Cerebral (AVC). Nesses pacientes espera-se que a resposta hemodinamica
cerebral esteja alterada em virtude da les@o. Por outro lado, ndo se espera alteracdo elétrica
significativa do tecido nervoso. Além disso, € possivel avaliar os efeitos fisiologicos causados
por técnicas de interven¢do como, por exemplo, a eletroestimulacdo a Eletroestimulacao
Sensorial (em inglés Sensorial Electrical Stimulation - SES) periférica para reabilitacao

desses pacientes.



Nesse sentido, o intuito desse trabalho foi criar ferramentas para a comparacao das
técnicas de TMS e fMRI no mapeamento do cortex motor, bem como utilizar as ferramentas
desenvolvidas para comparar os mapas motores de pacientes com AVC e realizar uma
avaliacdo dos efeitos no cortex motor da eletroestimulagdo sensorial (SES, do inglés: Sensory
Electric Stimulation) pelas técnicas de TMS e fMRI.

A tese esta dividida em cinco capitulos: Introdugdo; Material ¢ Métodos; Resultados e
Discussdo; Conclusdo; Etapas Futuras. Optamos por escrever mais duas sessoes,
Consideragdes Iniciais e Consideragdes Finais para complementar os capitulos principais.

Outro detalhe que pode ser notado nessa tese ¢ que ela é composta de duas frentes de
trabalho bem distintas, que entretanto, convergem no final do trabalho. A primeira frente ¢
composta pelos trabalhos de instrumentacdo e desenvolvimento de softwares, que foram
necessarios para a realizagdo da segunda frente, que foi a realizagdo de estudos de TMS e
fMRI em pacientes que sofreram AVC. Devido a diversidade dos trabalhos que compde essa
tese, nds optamos por apresentar cada resultado com sua respectiva discussdo dentro de um
mesmo subcapitulo.

A divisdo dos subcapitulos foi a seguinte: A primeira frente foi caracterizagdes fisicas
e desenvolvimento de softwares. Essa sessdo foi entdo subdividida em outras cinco:
Mapeamento vetorial do campo magnético produzido pela bobina plana em forma de 8;
Desenvolvimento de novas arquiteturas de bobinas para TMS; Implementagdo do
Neuronavegador; Implementacdo da ferramenta de andlise de MEP (MEPHunter);
Implementacao da ferramenta de corregistro dos mapas de MEP e fMRI (TMSProjection).

O mapeamento de campo magnético parece niao responder diretamente a pergunta
principal do trabalho, porém consequéncias deles implicam em uma melhor comparagdo das
técnicas de TMS e fMRI, pois conhecendo a distribuicdo campo magnético das bobinas de

TMS, e com o auxilio do neuronavegador, podemos conhecer com qual intensidade as regides



cerebrais estdo sendo estimuladas. Com isso sera possivel ponderar no calculo a contribuigao
de todas as estruturas estimuladas, diferente do mapeamento realizado hoje, que leva em
conta apenas a regido estimulada com o méximo campo, possuindo dimensdes arbitrarias.
Como um dos objetivos do nosso grupo que ¢ a criacdo de ferramentas e protocolos que
pudessem trazer melhorias para a técnica de TMS, noés aproveitamos os protocolos
desenvolvidos para caracterizar o campo magnético da bobina em forma de 8 para criar novas
geometrias de bobinas de TMS, dando énfase na criagdo de bobinas pequenas, que ainda hoje
¢ uma limita¢do dos equipamentos comerciais.

Por outro lado, o desenvolvimento do sistema de neuronavegacdo ¢ uma continuagao
do projeto de mestrado “Implementagdo de um sistema de localizagdo espacial de regides
cerebrais em tempo real para aplicagdo de TMS por co-registro com fMRI” desenvolvido em
nosso laboratorio nos anos de 2006 a 2008, e se justifica devido o alto custo de sistemas de
neuronavegacdo comerciais, ¢ a rigidez das plataformas oferecidas. Dessa forma, a
continuagdo desse projeto se tornou imprescindivel para a realizagdo das etapas seguintes, nos
estudos em pacientes com AVC.

J& a criacdo do MEPHunter (ferramenta de analise de MEP para mapeamento) se deve
a caréncia de softwares gratuitos para a criagdo de mapas de MEP por TMS, diferente da
analise das fMRIs que contam com diversos pacotes como o SPM e FSL. A criagdo de mapas
de MEP sem uma ferramenta especifica ¢ uma tarefa muito dispendiosa, pois o usuario deve
encontrar os MEPs um a um para cada posi¢ao a qual foi aplicada a TMS. Assim se usarmos
como exemplo uma aplicacdo com 25 pontos de estimulagdo, sendo aplicado 10 pulsos em
cada posi¢do, entdo para cada mapa o usudrio teria que avaliar 250 MEPs. Se o estudo tiver
aplicacdo bilateral com um espaco amostral de 10 voluntarios, entdo o experimentador teria
que analisar no total 5000 MEPs. J4 o MEPHunter por ser uma ferramenta semiassistida, essa

tarefa se torna menos dispendiosa, possibilitando o usuario analisar as diversas posigdes



simultaneamente. Para corregistrar as informacdes das fMRIs, do Neuronavegador e do
MEPHunter foi criada o TMSProjection, pois nenhum outro programa comercial faria essa
sobreposi¢do de dados de forma trivial.

A segunda frente foi “Aplicagdo em pacientes com AVC”. Essa sessao foi subdividida
em outras 3: Estudos dos mapas motores por fMRI e TMS; Avaliacdo dos efeitos da SES por
TMS; Avaliagao dos efeitos da SES por fMRI.

Na sessdo “Estudos dos mapas motores por fMRI e TMS”, nés procuramos por
diferencas entre os pacientes e os controles tanto nos mapas de fMRI quanto nos mapas de
MEP. Depois fizemos uma comparagao entre os mapas de TMS e fMRI dos pacientes e dos
controle. Na sessdo “Avaliagdo dos efeitos da SES por TMS”, nés avaliamos altera¢des no
tempo de laténcia e na amplitude do MEP antes e ap6s a SES nos pacientes com AVC e nos
controles, e na sessdo “Avaliacdao dos efeitos da SES por fMRI” nos avaliamos o tempo de
onset, tempo ao pico, largura a meia altura e amplitude do sinal BOLD apenas para os
voluntarios assintomaticos.

Na tese nds optamos por ndo traduzir acronimos consagrados na literatura, como por
exemplo, fMRI, TMS e MEP. Entretanto, o significado de cada acronimo foi traduzido na

sua primeira ocorréncia no texto.
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2.1 Estimulacao Magnética Transcraniana

A TMS ¢ uma técnica de estimulacdo cerebral ndo invasiva que utiliza pulsos magnéticos
rapidos (aproximadamente 300 ps de duragdo) e de alta intensidade de campo magnético (em
torno de 2 Teslas) para despolarizar regides do cortex cerebral (Barker, Jalinous et al., 1985). Para
gerar esses pulsos magnéticos o equipamento de TMS ¢ constituido por um circuito relativamente
simples, composto por um capacitor, uma chave e a bobina de estimulacdo. A dificuldade
tecnologica esta relacionada aos valores nominais das grandezas fisicas envolvidas, no caso
variagoOes altissimas de intensidade de corrente em curto periodo de tempo.

A necessidade dessa variacdo pode ser compreendida pela lei de Faraday, de acordo
com a qual a intensidade do campo elétrico induzido ¢ diretamente proporcional a variagdo do
campo magnético aplicado.

Como a despolarizagdo dos neurdnios ¢ causada pelos campos elétricos induzidos, e as
dimensdes das bobinas sdo geralmente bem maiores que as regides a serem estimuladas,
procura-se por geometrias capazes de otimizar a focalizacdo do campo elétrico (Thielscher e
Kammer, 2004). Para esse proposito, a configuragdo mais comum tem a forma de oito (em
inglés Butterfly coils), composta por duas bobinas planas em espiral que carregam a mesma
corrente, porém orientadas em sentidos opostos. A Figura 2 mostra uma imagem de raios-X

de uma bobina em forma de 8.

Figura 2. Imagem de raios-X de uma bobina em forma de 8 mostrando a orientacio do enrolamento feito de fio de
cobre.
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Com o avanco da técnica, novas conformagdes de bobinas estdo sendo propostas, ndo
apenas com o intuito de estimular regides mais profundas do cérebro (Levkovitz, Roth et al.,
2007), mas também para promover a estimulacdo otimizada de outras regides, como, por
exemplo, a espinha dorsal e os nervos periféricos, ou para estudos em pequenos animais
(Wendicke, Weyh et al.; Bischoff, Riescher et al., 1995; Matsumoto, Octaviana et al., 2009;
Tischler, Wolfus et al., 2011).

Além das geometrias das bobinas, outra caracteristica fisica importante da TMS ¢ a
maneira com a qual os pulsos sao aplicados. Atualmente podemos dizer que existem trés tipos
de estimulagdo (Fig. 3) (Hallett, 2007; Rossi, Hallett et al., 2009): a estimula¢do de pulso
unico (pTMS), na qual apenas um pulso magnético ¢ aplicado sobre o escalpo do individuo; a
estimulagdo por pulso pareado (ppTMS), que consiste da aplicagdo de dois pulsos
consecutivos com intervalo de poucos milissegundos; € a estimulacao repetitiva (rTMS), na
qual sdo aplicados diversos pulsos em uma dada regido com frequéncia que em geral varia de

1Hz a 50Hz.

| pTMS
t

|| PPTMS
lﬂ_l

rTMS

LT
J

milissegundos
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\ J\
! !

segundos segundos

Figura 3. Esquema representativo das principais formas de aplicacdo dos pulsos magnéticos pelo TMS. As linhas em
vermelho representam o evento do disparo. pTMS - estimula¢do de pulso tinico; ppTMS - a estimulacio por pulso
pareado; rTMS — estimulacio repetitiva.
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Cada uma dessas modalidades tem caracteristicas bem definidas. A ppTMS ¢ capaz de
promover fendomeno conhecido por facilitagdo ou inibi¢do intracortical, pelo aumento ou
diminuigdo da resposta elétrica de determinada rede quando a laténcia entre os pulsos ¢ alterada
(Rossi, Hallett et al., 2009). Nessa técnica ¢ necessario o registro da atividade miografica pelo uso
da eletromiografia (EMGQG) para a observacdo do fenomeno. Ja a rTMS visa realizar intervengao
em redes corticais especificas com a finalidade de provocar efeito duradouro. Nessa técnica varios
pulsos sdo aplicados em uma mesma posi¢do com frequéncias bem especificas, podendo ou nao
serem intercaladas por um periodo de siléncio. Com isso, efeitos modulatorios podem tornar
aquela regido mais ou menos excitavel (Rossi, Hallett et al., 2009). Tendo em vista que a pTMS

serd utilizada neste trabalho, ela sera descrita em mais detalhes a seguir.

2.1.1 pTMS

A TMS de pulso unico (pTMS) ¢ a mais simples e a mais utilizada tanto na rotina clinica
como no cenario de pesquisa em neurociéncias. Ela estd fortemente associada a avaliagdo do
cortex motor. Quando uma regido cortical motora ¢ estimulada por um pulso de TMS, neurdnios
sdo excitados de modo que a atividade elétrica segue pelo trato corticoespinal estimulando
motoneuronios espinais e as fibras musculares por eles inervadas. O Potencial Evocado Motor
(MEP, do inglés: Motor Evoked Potential) associado pode ser medido com eletrodos
posicionados sobre o musculo que sofre a agdo da estimulagido (Guggisberg, Dubach et al., 2001).

Espera-se que quanto mais intenso for o estimulo aplicado, maior sera a resposta das
fibras musculares, bem como quanto mais correlata for a regido cerebral do musculo que esta
sendo medido, mais intenso sera 0 MEP (Thickbroom, Sammut et al., 1998).

Os exames de TMS tem grande variagdao interespecifica, pois existem diferengas
anatOmicas significativas entre os individuos. Por exemplo, mulheres geralmente tem a calota
craniana mais estreita, porém geralmente tem mais cabelo. Essas variagdes fazem com que a
intensidade do campo magnético que chega ao cortex varie. Além disso, existem variagdes na
anatomia cortical, de modo que ndo ¢ possivel conhecer exatamente quais estruturas se

encontrar sob uma determinada regido do escalpo utilizando apenas marcas anatomicas.
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Devido a essas variagdes, as medidas de TMS devem ser sempre ponderadas com
relacdo a parametros individuais. Nesse cenario, dois conceitos sdo muito importantes: o hot
spot (que significa ponto quente) e o limiar motor. O hot spot ¢ a regido sobre o escalpo que
produzira o maior valor de MEP quando estimulada pela TMS. Ja o limiar motor pode ser
entendido como a amplitude minima do pulso de TMS necessaria para causar um MEP
quando o hot spot é estimulado.

Na pratica existem alguns protocolos para se definir o limiar motor, sendo que o mais
difundido ¢ evidenciar MEPs com no minimo 50uV, em 50% das tentativas (Rossini, Barker
et al., 1994; Conforto, A., Z'graggen, W. et al., 2004; Vargas, Olivier €t al., 2004).

Geralmente os sinais de EMG obtidos em um estudo de TMS sido continuos, com
duracdo da ordem de minutos. Esse sinal ¢ composto pelo MEP, artefato de TMS e ruido. O
MEP ¢ o sinal biologico de interesse, o artefato de TMS aparece devido ao pulso aplicado. A

figura 3 mostra o recorte de um sinal de EMG, contendo o artefato de TMS seguido do MEP.
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Figura 4. Sinal de MEP caracteristico. No detalhe é possivel observar o artefato de TMS seguido pelo MEP.
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A pTMS oferece informagdes fisioldgicas importantes sobre o sistema motor, baseado,
em especial, na amplitude e laténcia do MEP (instante de inicio do MEP apos a estimulagao),
detectados a partir do sinal médio obtido pela aplicagdo de véarios estimulos a um mesmo
ponto no escalpo. Cabe aqui ressaltar que a amplitude dos MEP geralmente apresenta uma

grande variagdo entre estimulos de TMS, sobre o mesmo ponto do escalpo (Fig. 4).
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Figura 5. Exemplo de uma aquisi¢io continua do sinal d¢ EMG em um exame de TMS. E interessante observar a
variacdo de amplitude dos MEP durante a aquisicdo. (b) MEP caracteristico, da regido circulada em vermelho da

parte (a) da figura acima.

Baseado nessas duas variaveis (amplitude e laténcia), alguns protocolos podem ser
propostos para responder a perguntas bioldgicas. Dois protocolos comumente utilizados,

sendo o primeiro deles a aplicagdo de pTMS antes e apds determinada intervengdo, com a
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intencdo de avaliar se essa intervengdo causou alguma alteracdo na excitabilidade das redes
envolvidas na atividade motora. Como exemplo, podemos citar a realizagao de uma atividade
fisica ou exercicio de imagética (Altschuler, Wisdom et al., 1999; Vargas, Olivier et al., 2004;
Fukumura, Sugawara et al., 2007; Funase, Tabira et al., 2007); terapias como a
eletroestimulagdo periférica (Conforto, Cohen et al., 2007; Conforto, Ferreiro et al., 2010;
Chipchase, Schabrun et al., 2011); ou ainda a administragao de uma droga (Ziemann, 2004).
O outro protocolo ¢ o de mapeamento cortical de areas motoras, que relaciona a amplitude do
MEP em um determinado musculo com a sua representacdo no cortex estimulado (Brasil-
Neto, Mcshane €t al., 1992; Wilson, Thickbroom €t al., 1993; Mortifee, Stewart et al., 1994;
Thickbroom, Sammut et al., 1998; Mercier, Reilly et al., 2006; Julkunen, Saisanen et al.,

2009; Z'graggen, Conforto €t al., 2009).

2.2 Mapeamento do campo magnético por imagens de fase

Independentemente da conformacdo da bobina, muitas vezes ¢ importante que a
topografia do campo magnético por ela produzido seja determinada, de forma a
determinar com maior precisdo as regides que serao estimuladas. Usualmente, esse tipo
de mapeamento ¢ realizado com sensores magnéticos de varredura. No entanto,
dependendo do numero de amostras coletadas, esse procedimento pode ser muito
demorado, além de possuir resolugdo espacial limitada. Por outro lado, existem técnicas
de imagem por ressonancia magnética (MRI, do inglés, Magnetic Resonance I maging)
sensiveis a intensidade de campo magnético, como ¢ o caso das imagens de fase
(Glover, 1991; Tomasi e Panepucci, 1999).

Nas sequéncias do tipo Gradiente Eco (GRE) os spins permanecem apenas
parcialmente realinhados pela inversdo do gradiente de leitura no tempo ao eco (TE). A

diferenga de fase do vetor magnetizagdo em cada posi¢do ( I') é diretamente proporcional a
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componente axial da inomogeneidade do campo magnético (AB,) em cada ponto. Dessa

forma, a fase acumulada, ¢(7"), pode ser escrita em fungio de TE, segundo a equacio 1:

o(r)=7-AB,(r) TE (1)

Sendo y o fator giromagnético do proton.

A fim de mapear o campo magnético produzido por bobinas, Tomasi e Panepucci
sugeriram usar duas imagens GRE sem e com corrente nas bobinas utilizando o mesmo TE
(Tomasi e Panepucci, 1999). Nesse caso, a fase acumulada em cada caso ¢ descrita pela

equagdo 2:

B (F)= 7-[4B, () + Booil ()] TE ®)

A partir da diferenca entre as duas imagens de fase, a distribuicdo axial do campo
magnético gerado pela bobina (Bcoil,) pode ser obtida.

No entanto, o cardter discreto e descontinuo das imagens de fase dificulta a
reconstru¢ao do mapa magnético, uma vez que a fase esta no intervalo [-xt, ©t]. Dessa forma,
acumulos de fase superiores apresentam descontinuidades em cada transi¢do. Para se
encontrar o mapa de campo correto, ¢ necessario aplicar um algoritmo de desempacotamento
(do inglés, unwrapping), capaz de eliminar essas descontinuidades (Cusack e Papadakis,
2002).

Como podemos observar nas equagdes 1 e 2, apenas a componente paralela ao campo
magnético estatico (Bg) sera medido. Esse inconveniente pode ser resolvido por meio da
rotagdo do fantoma e da bobina com relacdo a By, coletando imagens em pelo menos trés

planos distintos, de modo que os vetores de superficie de cada uma das imagens sejam
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linearmente independentes. Assim, resolvendo o sistema linear mostrado na equacdao 3
podemos encontrar as componentes x, y € z do campo magnético a partir dos valores de

magnetizacdo M) ;. 3 medidos pelo tomografo em cada uma das orientagdes:

I ) ( Xcosey, YcosB, zcosg, M,
j |-| Xcosar, Yycosé, zcosg, |=| M, (3)
k) | Xcosa; ycosé, zcose, M,

1, j e k sdo os versores referentes as coordenadas do campo a ser medido e a, 6 ¢ ¢ s@o os
angulos formados pelas componentes x, y ¢ z do campo magnético relativos ao campo

constante Bz.

2.3 Imagem funcional por ressonancia magnética

Em 1992, Kenneth Kwong (Kwong, e al., 1992), e Seiji Ogawa (Ogawa, ¢/ al., 1992)
propuseram um método capaz de mapear indiretamente a atividade elétrica cerebral pela
utilizacao de um contraste enddgeno, atualmente conhecido por BOLD (Dependéncia do nivel
de oxigenagdo sanguineo, do inglés: Blood Oxygenation Level Dependent). Esse efeito parte
do principio que a deoxi-hemoglobina e a oxi-hemoglobina possuem caracteristicas
magnéticas distintas, sendo a primeira paramagnética, enquanto a segunda ¢ diamagnética.
Sabe-se que durante periodos de atividade neural o fluxo sanguineo cerebral local (CBF, do
inglés: Cerebral Blood Flow) é aumentado. Desse modo, durante periodos de aumento da
atividade neuronal, a combinacdo entre a elevacdo do CBF sem o aumento nas mesmas
propor¢des no consumo de oxigénio, provoca a diminui¢ao da concentracdo local de deoxi-
hemoglobina. Por outro lado, o acréscimo da razdo entre oxi e deoxi-hemoglobina leva a
queda da susceptibilidade magnética local, levando ao aumento do tempo de relaxacao
transversal T2*, e ao leve aumento do brilho local das imagens por ressonancia magnética.

Para se analisar o comportamento hemodindmico de regides cerebrais ¢ desejavel que sejam
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utilizadas imagens com tempo de repeticdo curtos sensiveis a variagdes locais de campo.
Desse modo, comumente sdo utilizadas sequéncias do tipo eco-planares (EPI, do inglés:
Echo-planar Imaging), capazes de gerar imagens rapidas ponderadas em T2*, porém com
baixa resolugao espacial e baixo contraste.

O aumento do contraste produzido pelo efeito BOLD ¢ da ordem de 5%, ficando na
mesma faixa da amplitude do ruido presente nessas imagens. Desta forma, para se visualizar
as regides que tiveram neurdnios modulados ¢ necessario a aplicagdo de algoritmos
estatisticos especificos (Nichols ¢ Holmes, 2002; Huettel, Song €t al., 2004; Goebel, Esposito
et al., 2006). Para a utilizagdo desses métodos, que na sua grande maioria realiza avaliagdes
estatistica dos dados, torna-se necessaria a aquisi¢cao de varias imagens de um mesmo corte do
cérebro em estados neurofisioldgicos distintos.

Na pratica, essas fatias sdo adquiridas com a intengdo de cobrir todo o volume
cerebral, como mostrado na figura 9. Esse volume ¢ entdo adquirido varias vezes em
intervalos de tempo regulares, da ordem de segundos, definido pelo tempo de repeticdao (TR),
por meio de sequéncias do tipo EPI, de modo a constituir uma série temporal por voxel da

imagem (Fig. 10).

Figura 6. Exemplo de como os cortes das EPI sdo posicionados em relacio a cabeca. As linhas em amarelo
representam cortes axiais das EPL.
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Figura 7. Exemplo de como as séries temporais sio criadas. O retingulo em amarelo representa um dos cortes do
volume espacial, e os pontos coloridos representa 0 mesmo voxel em aquisi¢oes distintas (diferentes TR), cuja variacio
de brilho gera a série temporal representada pelo grafico mais a direita, abaixo.

A maneira mais comum de controlar a modulagdo das regides que ficaram ativas, ¢ a
utilizacdo de protocolos que combinam tarefa e repouso. Os paradigmas mais utilizados sdo o
paradigma em bloco, que ¢ um protocolo no qual o voluntario fica um periodo em repouso € o
mesmo periodo realizando alguma atividade e o evento relacionado, no qual o voluntario realiza
alguma tarefa em um periodo relativamente curto espacados por um grande periodo de repouso (de
Aratijo, 2001). O paradigma em bloco ¢ mais robusto, entretanto perde em especificidade para o
paradigma do tipo evento relacionado. Além disso, algumas tarefas podem ser cansativas para os
voluntarios, que muitas vezes podem apresentar déficits devido alguma enfermidade, como ¢ o
caso, por exemplo, de pacientes que sofreram AVC e apresentam déficit motor. Para esse grupo
realizar um protocolo motor com paradigma em bloco seria muito dificil, além de ser uma fonte de
artefatos, como o artefato de movimento pelo esfor¢o em completar a tarefa. Outra vantagem do
paradigma de evento relacionado ¢ que ele permite a caracterizagdo da resposta hemodinamica
(Sturzbecher, Tedeschi et al., 2009), e assim utilizando algoritmos computacionais como o0 BLM
(Mapeamento de Laténcia de BOLD, do inglés: BOLD Latency Mapping) ¢ possivel realizar a
quantificacdo computacional de alguns parametros da resposta hemodinamica (Leoni, Mazzeto-
Betti et al., 2008).

Uma vez adquiridas, as imagens devem passar por rotinas para condicionamento dos
dados a fim de deixa-los prontos para a andlise estatistica. As principais estratégias de pré-
processamento contemplam a correcdo de artefato de movimento, correcao temporal entre

fatias, e a aplicacao de filtros espaciais e temporais.
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Em um primeiro momento, € preciso garantir que as imagens adquiridas estejam
alinhadas espacialmente. Porém, tendo em vista que o exame ¢ relativamente longo, ¢ comum
a existéncia de movimento involuntarios da cabe¢a dos individuos. Desse modo, é necessaria
a aplicacdo de algoritmos de corre¢do de artefato de movimento. Para tanto, uma imagem
(geralmente a primeira) ¢ tomada como padrdo de modo a realinhar as imagens subsequentes

a essa referéncia (Fig. 11), por métodos de interpolagao.

Ilr_—_

de movimento
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Figura 8. Esquema de correciio de artefato de movimento. A figura da esquerda mostra, de maneira didatica, imagens
do mesmo corte com orientacdes diferentes e apos a correcio as imagens siio alinhadas, como mostrado na figura a
direita.

Outro problema inerente aos protocolos de fMRI vem do fato de que os cortes que
compde o volume ndo sao adquiridos simultaneamente. Essa diferenca temporal faz com que
as imagens de um mesmo volume espacial capturem sinais em estados neurofisioldgicos
ligeiramente distintos. Dessa forma, se faz necessario ajustar os sinais de modo a coloca-los

em fase, o que ¢ feito por meio de métodos de interpolagdo. A figura 12 ilustra esse processo.
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Figura 9. Ilustraciio da correciio temporal entre fatias. O sinal em preto representa o modelo das séries temporais. Os
sinais vermelho, verde e azul representam sinais de cortes adquiridos em tempos diferemtes. Nota-se que o sinal em
verde esta adiantado com relacio ao vermelho, e 0 azul com relacio a todos. Apoés a aplicacio da correcio temporal,
todos os sinais ficam em fase.
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Por fim, com o objetivo de aumentar a relacdo sinal-ruido, boa parte dos estudos de fMRI
faz uso da aplicacdo de filtros temporais e espaciais. Os filtros temporais sdo bastante conhecidos no
processamento de sinal, podemos citar aqui o exemplo dos passa-alta, passa-baixa. O filtro passa-
alta vai eliminar todas as frequéncias abaixo de um valor estipulado, da mesma forma o passa-baixa
elimina todas as frequéncias do sinal acima de uma determinada frequéncia. Em um exame no qual
o voluntario, por exemplo, em um paradigma em bloco, realiza uma tarefa de abrir e fechar a mao
durante 20 segundos, e em seguida fica 20 segundos parado, espera-se que a frequéncia associada
neuromodulacdo devido a tarefa seja de 0,025Hz, portanto ¢ aconselhével se aplicar um filtro passa-
baixa com corte acima de 0,025Hz, eliminando assim contribuigdes indesejaveis, como por
exemplo, o batimento cardiaco e a frequéncia respiratoria.

Ja o filtro espacial mais comumente usado ¢ do tipo Gaussiano, com largura a meia
altura (FWHM, do inglés Full Width at half Maximum) da ordem de 4 mm a 8 mm. A
aplicacdo do filtro Gaussiano leva a diminui¢do das componentes de alta frequéncia espacial,
reduzindo, portanto, os componentes de ruido, e levando a consequente perda de resolugdo

espacial, ilustrado na figura 13.

Filtro Gaussiano

Figura 10. Ilustracio da aplicacio do filtro gaussiano. A esquerda, a imagem original, 4 direita a imagem apés a
aplicacdo do filtro Gaussiano.

Apos as etapas de pré-processamento, os dados estdo preparados para a andlise
estatistica. Para tanto, h4 diferentes métodos, que incluem desde avaliagdes mais simples

por métodos mais simples de correlagdo cruzada (Bandettini, Jesmanowicz et al., 1993) e
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variancia (Clare, Humberstone et al., 1999), indo até propostas mais modernas baseadas,
por exemplo, na Analise de Componentes Independentes (Mckeown, Makeig et al., 1998;
Estombelo-Montesco, Sturzbecher et al., 2010), na Teoria da Informagdo (De Araujo,
Tedeschi et al., 2003; Tedeschi, Muller et al., 2004; 2005; Cabella, Sturzbecher et al.,
2008; Cabella, Sturzbecher et al., 2009; Sturzbecher, Tedeschi et al., 2009) ¢ em técnicas
de Aprendizado de Maquina (Mourao-Miranda, Bokde et al., 2005). A despeito da
existéncia de inimeras propostas de processamento, o0 método de escolha e mais utilizado
pela comunidade de fMRI é o Modelo Linear Generalizado (GLM, do Inglés: Generalized
Linear Model).

A ideia central do GLM ¢ modelar a observavel y a partir da combinagao linear de
varios outros fatores x, acrescido de um termo de erro &. Para tanto, ¢ necessaria a obtengao
dos valores dos pardmetros b, que representam quanto cada fator x,, contribui para reconstruir

a observavel y, de acordo com a equacao 4 abaixo:

y=b0+b1x1+b2x2+---+bnxn+8 (4)

Essa equagdo pode ser representada em forma matricial:

Yoy = anf ' foV + & )

Na equacgdo 5, ¥ ¢ a matriz de resultados experimentais, em as linhas representam a
varia¢do no tempo de dada varidvel e as colunas, as diferentes variaveis, X ¢ conhecida como
matriz de regressores, em que o nimero de linhas representa sua variacdo temporal e as

colunas os fatores para a reconstru¢do da observavel, f# ¢ a matriz dos pardmetros a serem
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estimados e que ponderam os valores de X. Por fim € que traz os erros entre os valores
medidos e os valores encontrados pela combinacao linear e tem a mesma dimensao de Y.

Uma vez que a equagdo 5 esta montada, deve-se fazer ajustes nos parametros para a
minimizagdo dos erros em outras palavras, a matriz € corresponde a matriz de residuos e ¢
chamada de fung¢do custo que deve ser minimizada, sendo ela a Unica varidvel dependente da
equacdo. Para a minimizagdo dessa fungdo custo geralmente ¢ calculado o erro minimo
quadréatico, que consiste em somar o quadrado dos residuos de dada amostra, para o modelo
em questao.

Para testar a significancia estatistica de um dado modelo X, a amplitude associada a
cada amostra 3 deve ser dividida por seu respectivo residuo, que sobre a hipdtese nula deve
seguir uma distribui¢do F, e sua significancia estatistica pode ser calculada em fungdo do
numero de graus de liberdade.

Trazendo para a realidade da fMRI, a variavel Y ¢ a matriz da série temporal de cada
voxel medido nas EPI, sendo o seu numero de linhas n, o nimero de pontos da série temporal
e o nimero de colunas V, o nimero de voxels da imagem. A varidvel X corresponde a matriz
que contem os regressores, que sao as funcdes que vao descrever o modelo, por exemplo, um
funcdo de onda quadrada para paradigmas em bloco e uma fun¢do de resposta hemodinamica
(HRF, do inglés: Hemodynamic Response Function), sendo o numero de linhas igual a
quantidade de pontos da série temporal, € o numero de colunas f, o nimero de fungdes que
compde o modelo.

Tomando por base o processamento com o GLM, quando o problema ¢ resolvido,
cada voxel terd um valor de £ associado a ele. Através da fungdo de distribui¢do acumulada
do teste t de student, é possivel encontrar o valor de t para um determinado f conhecendo o
grau de liberde, que nesse caso sdo os numeros de regressores utilizados. Assim conhecendo o

valor de t podemos determinar qual a probabilidade (p-valor) da série temporal de dado voxel
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ter um comportamento igual ao do modelo. Quando existe uma alta probabilidade da série
temporal se comportar como o modelo, inferimos que as estruturas cerebrais representadas
por aquele voxel se engajaram na tarefa durante a aquisi¢ao das EPIs.

Para facilitar a visualizacao, deve ser tomado entdo um valor minimo de significancia
estatistica para representar as regides que se engajaram na tarefa, além disso, esses mapas
estatisticos devem ser sobrepostos em imagens anatomicas, de forma que se possa conhecer
quais regido cerebrais foram ativadas.

Devido a baixa resolucao anatdmica das EPIs, que sdo as imagens que geram as séries
temporais, ¢ comum sobrepor os mapas estatisticos em imagens de alta resolu¢dao anatomica,
por exemplo, aquelas 3D T1 do tipo MPR (do inglés: Multi-planar Reconstruction), como

mostrado na figura 14.

Limiarde
significancia
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do Mapana
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Figura 11. Sobreposi¢do dos mapas estatisticos em imagens de boa resolucdo anatomica. Nesse exemplo € mostrado a
sobreposicdo de um mapa estatistico (figura de cima), nas imagens de alta resolucdo anatémica (figuras de baixo). A
figura do canto superior direito representa o0 mapa estatistico apo6s a aplicacfio do limiar de significincia estatistica.
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2.4 Neuronavegacao

Em alguns estudos ¢ necessario, ou ao menos desejavel, utilizar varias modalidades de
investigacdo para se obter informagdes sobre objeto de estudo, o cérebro. Dessa forma, muitas
vezes torna-se necessario o cruzamento da informagao proveniente dos diferentes exames,
como, por exemplo, da imagem por ressonancia magnética ¢ a TMS. Nesses casos, uma
questao fundamental diz respeito a necessidade de criar um sistema de coordenadas comum.

O ato de colocar diversas observagdes de um mesmo objeto, em um sistema de
coordenadas comum ¢ chamado de corregistro. Nesse cenario, a Neuronavegacdo ¢ o termo
que se usa para o conjunto de ferramentas computacionais que possibilita o corregistro da
cabeca de um individuo (objeto fisico) com sua respectiva neuroimagem (objeto virtual).
Nesse processo ¢ necessario utilizar marcas que possam ser encontradas tanto no objeto real
como no virtual. Para tanto, geralmente sdo utilizados pontos estereotaxicos como marcadores
(tragus auriculares, osso nasal, inio ¢ Cz) (Gusmao, 1999).

Todo objeto virtual existe dentro de um sistema fixo de coordenadas, que pode ser
representado pela posi¢do de um determinado voxel na imagem. Ja o objeto fisico nao possui
um sistema de coordenadas associado a ele. Assim ¢ necessario, primeiramente, criar um
sistema de coordenadas no qual ele seja representado, para depois efetuar o corregistro. As
coordenadas podem ser dadas por exemplo, pelo uso de sistemas de rastreio sem armacgao, a
partir da utilizacdo de sistemas de aquisicdo digital de posi¢cdo (rastreador espacial). Esses
aparelhos t€ém a fun¢do de devolver a posi¢do de uma sonda em relagdo ao seu sistema de
coordenadas. O funcionamento desses rastreadores ¢ bastante variado, podendo ser baseado
em fontes de radiofrequéncia, opticos ou ultrassonicos. Independente do principio utilizado,
todos retornam o valor da posicdo de uma ponteira, preferencialmente com seis graus de

liberdade. A saida fornecida pelos rastreadores espaciais pode alimentar diretamente os
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programas computacionais de neuronavegagdo, e a partir desses valores, determinar as
matrizes de transformada de coordenadas que levam do espago fisico para o virtual.

Uma vez que os objetos fisico e virtual estejam corregistrados, o neuronavegador pode
representar as posicoes fisicas da cabeca nas neuroimagens em tempo real, pela utilizagdo de
uma sonda de rastreamento espacial, sendo possivel visualizar sua posicdo em relagdo a
respectiva neuroimagens. Quando a sonda ¢ deslocada, a posicdo do cursor ¢ atualizada

instantaneamente (Fig. 16).

Figura 12. Exemplo de corregistro em um neuronavegador da cabeca de um voluntirio com a sua respectiva
reconstru¢io volumétrica da imagem de ressondncia. Os pontos em azul e verde representam as marcacdes na touca e
o ponto vermelho representa a posi¢do da ponteira da sonda.

’

E possivel também corregistrar mapas que agreguem informagdes funcionais
complementares, como mapas de intensidade de MEP do cortex motor por um exame de
TMS, ou ainda representa¢des que tragam informacgdes da aplicagdo de um campo externo,
como por exemplo, o posicionamento do mapa de distribui¢dao espacial de campo magnético

utilizado na TMS (Fig. 17).
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Figura 13. (a) Representacdo virtual da bobina em forma de 8 corregistrada com a distribuicio de seu mapa de
campo. (b) Exemplo de um neuronavegador, apos o corregistro da bobina em forma de 8 e seu mapa de campo
magnético com as imagens de tomografia computadorizada do mesmo individuo.

2.5 Aplicacoes em pacientes com Acidente Vascular cerebral

O acidente vascular cerebral (AVC) ¢ uma das principais causas de morte em todo o
mundo (World Health, 2008). No Brasil foram registradas cerca de 170.000 internagdes por
AVC/ano, com percentual de oObitos em torno de 17%, com base nas informagdes do
DATASUS, de 2005 a 2009 (Ministério-Da-Saude, 2012).

O AVC pode se manifestar de duas formas: isquémica (AVCi) ou hemorragica
(AVCh). O AVCi ¢ causado pela interrupcao da irrigagdo sanguinea de uma regido encefalica
por obstru¢do de vasos por um trombo ou émbolo (O'sullivan e Schmitz, 2004). Ja no AVCh
ocorre o extravasamento de sangue dos vasos para o intersticio, podendo se alojar no

parénquima cerebral ou espago subaracnoideo (Grieve, 2007).
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Os sintomas do AVC sao diversos e dependem fundamentalmente da area acometida,
passando por alteragdes nas funcgdes de linguagem, sensoriais, de propriocepgdo, e,
principalmente, alteragdes motoras, sendo a hemiparesia a mais comum, incluindo alteragdes
motoras e sensoriais em um lado do corpo, resultante de lesdo do hemisfério cerebral
contralateral (O'sullivan e Schmitz, 2004).

Logo ap6és o AVC, normalmente sdo realizados alguns procedimentos para
diagnéstico, como exames por tomografia computadorizada e/ou ressonancia magnética.
Podem também, em alguns casos, ser realizados procedimentos para evitar o agravamento das
sequelas como a utilizagdo de tromboliticos para desobstruir vasos em casos especificos de
AVCi (Marler, Brott et al., 1995).

A partir do inicio dos sinais do AVC até um periodo que pode perdurar até seis meses,
diz-se que o paciente se encontra em fase aguda e subaguda. Durante esse periodo, a
reorganizagdo espontanea das redes neurais ¢ muito intensa e por consequéncia o paciente
apresenta melhoras significativas em curto periodo. Depois de aproximadamente seis meses, 0
paciente entra na fase cronica, quando a reorganizacdo das redes neurais nao ¢ tdo intensa, e
portanto a melhora do paciente ¢ mais lenta.

Como forma de buscar a reabilitacdo do paciente, em especial na fase cronica,
algumas técnicas tem sido utilizadas para estimular a reorganizagdo neural, e que incluem
principalmente as areas de fisioterapia, fonoaudiologia e terapia ocupacional.

Do ponto de vista da fisioterapia, varias técnicas tem sido utilizadas, em especial
aquelas que visam a estimulagdo do sistema motor convencionalmente por meio da
movimentagdo ativa do membro afetado. Por outro lado, ha crescente interesse pela
implementagdo de novas técnicas de tratamento, que passam, por exemplo, por novos
protocolos de imagética motora (Altschuler, Wisdom et al., 1999; Vargas, Olivier et al., 2004;

Fukumura, Sugawara et al., 2007; Funase, Tabira et al., 2007), terapia de restrigdo do
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membro afetado, terapia de espelho (Ramachandran e Rogersramachandran, 1996; Altschuler,
Wisdom et al., 1999; Sathian, Greenspan €t al., 2000; Garry, Loftus et al., 2005; Yavuzer,
Selles et al., 2008; Michielsen, Smits et al., 2011; Michielsen, Selles et al., 2011) e terapia
por contensdo induzida (Talelli, Greenwood et al., 2006)e a eletroestimula¢do sensorial
(Conforto, Cohen et al., 2007; Conforto, Ferreiro et al., 2010; Chipchase, Schabrun et al.,
2011).(Koski, Mernar €t al., 2004)

A Eletroestimulagdo Sensorial (SES, do inglés Sensory Electric Stimulation) é uma
modalidade eletroterapéutica que, como o nome sugere, tem objetivo de proporcionar
estimulacdo sensorial por meio do estimulo direto de musculos e vias nervosas periféricas
abaixo do limiar motor.

Em 2005 Tinazzi et al (Tinazzi, Zarattini et al., 2005) encontraram reducdo da
excitabilidade corticoespinhal das vias relacionadas a musculatura submetida a SES em
sujeitos saudaveis. Com esses resultados, os autores ressaltam a aplicacdo deste tipo de
modalidade terapéutica em estados patologicos que envolvam um desequilibrio de tonus entre
grupos musculares que atuem antagonicamente, como € o caso da espasticidade.

Desde entdo, a SES tem sido amplamente utilizada na reabilitagdo neurolédgica e seus
beneficios na recuperagdo de pacientes acometidos por espasticidade sdo promissores. Além
disso, varios estudos indicam que a SES também parece induzir modificagdes na
representacdo cortical das areas acometidas por AVC (Ridding, Mckay et al., 2001; Charlton,
Ridding et al., 2003; Pitcher, Ridding et al., 2003; Uy e Ridding, 2003; Sullivan ¢ Hedman,
2004). Porém, ainda ndo sdo bem compreendidos os mecanismos responsaveis pelas
mudangas funcionais induzidas pela SES, que inclui aumento da for¢ca muscular, plasticidade
cortical e espinhal, e alteracdes de ordem histoquimica dos tecidos que sofrem o estimulo ¢

subjacentes a ele (Ridding, Brouwer et al., 2000; Ridding e Taylor, 2001).
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Nesse cenario, as técnicas de neuroimagem funcional, como por exemplo a fMRI ¢ a
TMS, tem desempenhado papel fundamental, em especial sob a perspectiva da
complementaridade dessas duas técnicas.

Em um estudo de Nair et al. (Nair, Hutchinson et al., 2007) foi feita uma analise nas
alteracdes das estruturas cerebrais envolvidas na tarefa motora observadas por fMRI e TMS,
No estudo por fMRI utilizaram protocolos de abducao e adugdo dos dedos da mao, e flexdo e
extensdo dos punhos, sendo que encontraram que os pacientes tendiam a apresentar mais
ativacao cerebral do que os controles. Realizaram entdo os estudos com TMS e encontraram
que embora os pacientes tivessem recobrado a funcionalidade motora, eles apresentavam
alteracdes nas interagdes intracorticais e transcalosa. J4 em uma Meta-analise de Richards et
al. (Richards, Stewart et al., 2008), encontraram treze estudos na literatura que examinaram
alteracdes nas representacdes neurais apds aplicagdo de terapia especifica para membros
superiores, sendo que desses 11 utilizaram TMS ou fMRI. Enquanto os estudos de fMRI a
maior procura foi por alteragdes do nimero de voxels ativos, nos estudos com TMS, a busca
foi dividida em alteracdes na amplitude de MEP e area responsiva. Os resultados mostraram
que as mudangas de plasticidade neural no cortex motor do hemisfério lesionado acompanha
os ganhos motores funcionais obtidos com a terapia.

Por um lado, os exames de fMRI auxiliam na identificagdo das arcas relacionadas a
atividade motora (Sarfeld, Diekhoff et al., 2012). Sabe-se, porém, que a fMRI esta baseada na
resposta hemodinamica, que no paciente com AVC pode estar alterada (Mazzetto-Betti, Leoni
et al., 2010), e eventualmente tornar as analises imprecisas. Por outro lado, a TMS realiza
medidas bioelétricas e assim infere de maneira mais direta sobre a funcionalidade do cortex
motor (Talelli, Greenwood €t al., 2006). Porém, os exames de TMS trazem informagao
apenas de regides que possuem projegdes corticoespinais especificas, e possui resolugdo

espacial bastante limitada (Macdonell, Jackson et al., 1999). Em outro estudo Hamzei et al.
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(Hamzei, Liepert €t al., 2006) investigaram a reorganizagdo cortical antes ¢ depois da terapia
de contengdo induzida por TMS e fMRI, e encontraram diferencas tanto no sinal BOLD
quanto nos valores de facilitacdo e inibi¢do intracortical, antes e apds a terapia.

Viarios estudos recentes tem mostrado que a SES podem modular a excitabilidade do
cortex motor em uma unica sessdo, por exemplo, os estudos de (Golaszewski, 2012) que
encontraram alteracdes na excitabilidade cortical motora para frequéncia de 2Hz utilizando
TMS. Outro estudo parecido ¢ o de (Pitcher, Ridding et al., 2003) que encontraram uma
diminui¢do da excitabilidade corticoespinhal depois da aplicacdo da SES a 3Hz. J& em um
estudo recente de Manganotti (Manganotti, Storti et al., 2012), observaram que pacientes com
AVC agudo que ndo tiveram modulacdo de BOLD quando o nervo mediano era estimulado
tiveram um recuperagdao pior do que aqueles que apresentaram atividade cerebral quando
estimulados no exame de fMRI.

Por outro lado, Conforto et al. (Conforto, Ferreiro et al., 2010), chamam a atengao
para se ter cautela na extrapolacdo dos resultados da SES aplicados em uma tnica sessdo para

a utilizagdo em terapia em pacientes agudos de AVC.



Objetivos
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3.1 Objetivo Principal

Este trabalho tem a inten¢ao de trazer contribui¢des em duas esferas: uma no ambito
da inovagao tecnoldgica e outra em neurociéncias. A primeira consiste na implementagao de
um conjunto de programas computacionais para o corregistro € processamento de sinais
provenientes da TMS, e o desenvolvimento de um sistema de neuronavegacao de arquitetura
livre e aberta. Foi também objetivo deste trabalho desenvolver métodos capazes de realizar o
mapeamento dos campos magnéticos das bobinas de estimulagdo, tanto para sua utilizagdao na
neuronavegacdo, quanto como ferramenta no desenvolvimento de novas geometrias de
bobinas e controle de qualidade. Além disso, foi realizado o mapeamento do cortex motor de
pacientes com AVC tanto por TMS como por fMRI. Foi ainda foco deste trabalho a
investigacdo do impacto da SES sobre o sistema motor dos membros superiores em pacientes
com AVC, tanto por fMRI como por TMS. Por fim, foram avaliadas alteracdes de

vasorreatividade em controles pelo uso da SES utilizando a técnica de fMRI.

3.2 Objetivos Especificos

I — Desenvolvimento Tecnoldgico
i.  Aprimorar o sistema de neuronavegacao ja desenvolvido em nossos
laboratdrios, acrescentando novas funcionalidades com objetivo de distribuir
esse aplicativo de forma gratuita para outros usuarios interessados;

ii.  Desenvolver um conjunto de ferramentas computacionais para o tratamento de
sinais continuos provenientes de sistemas de eletromiografias, para a geracao
de mapas de MEP do cortex motor;

iii.  Desenvolver um conjunto de ferramentas para o corregistro dos mapas de MEP

com mapas de fMRI;
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iv.  Desenvolver métodos e ferramentas computacionais para mapeamento vetorial

do campo magnético produzido pelas bobinas de TMS, pelo uso da MRI.

IT — Aplicacdes em pacientes com AVC

i.  Realizar o mapeamento do cértex motor de pacientes com AVC com as
técnicas de TMS e fMRI a fim de comparar os mapas obtidos;

ii.  Realizar a SES no antebraco espastico de pacientes com AVC e individuos
controle, com frequéncia de 3Hz durante 30 min para verificar se ha
modulagdo na excitabilidade corticoespinhal via MEP dos musculos flexor e
extensor radial do carpo e abdutor curto do polegar;

iii.  Realizar a SES no antebrago de individuos assintomaticos com 0s mesmos
parametros aplicados nos pacientes para verificar se existe algum efeito de

vasorreatividade no sistema nervoso central, usando fMRI.



Material e Métodos
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Trés experimentos instrumentais, ¢ outros trés de aplicagdes em pacientes foram
realizados neste estudo. Os trés primeiros foram a caracterizagdo de campo magnético das
bobinas de TMS, implementacdo do sistema de neuronavegacdo e desenvolvimento dos
programas computacionais de andlise e corregistro de mapas de TMS e fMRI. Os trés tltimos
foram estudos de mapeamento do cortex motor por fMRI e TMS, e avaliacdo dos efeitos da
SES em voluntarios assintomaticos e voluntarios acometidos por acidente vascular encefélico
(AVE) diagnosticados por imagem, sendo que os pacientes apresentavam espasticidade (grau
entre 1 e 2) diagnosticados por meio da escala de Ashworth (ANEXO I). As caracteristicas de
cada experimento ¢ amostras sdo informadas nas sessdes a seguir. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas de Ribeirio Preto (HCRP) da USP-RP
(Oficio n® 3777/2010 — ANEXO II). Todos os sujeitos assinaram o termo de Consentimento
Livre e Esclarecido e receberam orientacdes a respeito dos procedimentos adotados.

E importante ressaltar que o método da estimulagdo por pulso magnético unico,
adotado neste estudo, para mapeamento das representacdes de musculos de interesse em M1 ¢é
bem estabelecido na literatura, com grande nimero de pesquisadores utilizando este protocolo
sem qualquer relato de intercorréncias, mostrando-se um método seguro para uso
experimental em humanos (Rossi, Hallett et al., 2009). O servigo de Neurologia do HCRP-
UE/FMRP/USP, representado pelo professor médico Octavio Pontes Neto, esteve a

disposi¢ao para total suporte aos voluntarios que participaram do experimento.

4.1 Equipamentos de TMS e de MRI

Para a realizagdo desta etapa do trabalho foram utilizados os seguintes equipamentos:

e um estimulador da marca NeuroSoft, modelo Neuro-MS (Ivanovo, Russia),
capaz de produzir campo magnético de até 2T em regime de pulso Unico;

e um tomoégrafo de ressonancia magnética de 3 Tesla, modelo Achieva da marca
Philips (Best, Holanda).

e Um Fluxgate modelo 539 da marca Applied Physics Systems (Mountain View,
EUA)
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4.1.1 Mapeamento vetorial do campo magnético produzido pela bobina

plana em forma de 8

Nesse experimento realizamos medidas in vivo e in vitro a fim de quantificar a
distribui¢do espacial do campo magnético produzido pela bobina em forma de 8. Para
experimentos in Vvitra dois simuladores fisicos (fantomas) foram preparados contendo uma
solucdo que simula algumas propriedades da ressonancia magnética nuclear do tecido humano
(tempo de relaxacdo e condutancia). A solug¢do foi composta por 3.6g de NaCl e 1.9555g de
CuSOy4 x 5H,0 por litro de H,O. Essa solugdo foi colocada em uma caixa de acrilico (Figura 14a)

com dimensdes de 20 x 20 x 10 cm’, e em uma cabeca de plastico em tamanho real (Figura 14b).

(b)

Figura 14. Montagem experimental para medida do campo magnético por MRI. (a) fantoma de acrilico preenchido
com soluciio de sulfato de cobre; (b) fantoma de cabeca preenchida com a mesma solucio; (c) fantoma de cabeca
vestindo capacete com uma bobina em forma de 8, 10x20cm?, semelhante a da Neurosoft; (d) vista lateral do fantoma
com o capacete.
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Utilizamos uma bobina em forma de 8 da marca Neurosoft, modelo Neuro-MS com
dimensdes de 10x20cm’, como mostrado na Figura 15. Devido a impossibilidade de utilizar a
fonte do proprio estimulador, pois os pulsos sao de grande magnitude e curta duragdo, o que
impossibilita a realizagdo das medidas de suscetibilidade, utilizamos uma bateria automotiva
de 12V, ligada em série a um circuito composto por um resistor (102 e SOW) e a bobina a ser
caracterizada.

Como a resisténcia da bobina de TMS ¢ 0.3€Q), a corrente que circulou pelo circuito foi
de 1.12A. Para obter o valor do campo produzido pela bobina, utilizamos um magnetometro
do tipo fluxgate, a fim de constatar se a intensidade do campo produzido nessa configuragio

seria suficiente para ser medida pelo método de GRE.

Figura 15. Bobina em forma de 8 da marca Neurosoft com dimensdes de 10x20 cmz, utilizada nos experimentos de
mapeamento de campo magnético. (a) Fotografia da bobina (b) Radiografia da bobina, mostrando seus enrolamentos.

Para a fixagdo da bobina no fantoma de cabec¢a e no individuo saudavel, construimos
um capacete com espuma expansivel de poliuretano com uma bobina em forma de 8 com
dimensdo 10x20cm’, seguindo as mesmas especificacdes da bobina comercial Neurosoft. O

capacete pode ser visualizado nas Figura 14c e Figura 14d.
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As imagens por ressonancia magnética foram baseadas em sequéncias do tipo
gradiente eco utilizando-se a bobina de corpo inteiro. Os pardmetros de imagem utilizados
foram tempo de repeti¢do (TR) de 360 ms, tempo ao eco (TE)' de 4,6 ms, angulo de flip de
45°, FOV de 25 x 25 cm, matriz de aquisi¢ao de 512 x 512, espessura da fatia de 2 mm com 1
mm de intervalo (gap). O volume total das imagens cobriram uma regido de 8§ cm para além
da superficie da bobina de TMS. As imagens foram adquiridas com a bobina ligada e
desligada, em 3 dire¢des diferentes utilizando os dois fantomas, de forma que fosse possivel
determinar a distribui¢do vetorial do campo magnético.

Como as imagens estavam discretizadas em fase de —m a m, utilizamos rotinas
implementadas em Matlab por nos para desempacotar as imagens, deixando-as com valores
continuos. S6 depois de desempacotadas, realizamos a subtracdo das imagens, com a bobina
ligada e desligada, de forma a manter apenas a contribui¢do do campo gerado pela corrente
de.

A fim de garantir que todas as imagens estivessem no mesmo sistema de coordenadas,
implementamos rotinas capazes de realizar o corregistro dos volumes nas 3 dire¢des, assim
que garantimos o alinhamento das imagens, aplicamos a equagdo 3 e encontramos as
componentes X, y € z do campo magnético.

Um segundo experimento foi realizado a fim de determinar a viabilidade da medida da
distribuicdo de campo magnético dentro da cabeg¢a de um individuo saudéavel. Para tanto, a
bobina em forma de 8 foi fixada no topo da cabeca (vértice) de um voluntario (homem, 20
anos de idade), utilizando o mesmo capacete para aquisicao das imagens no fantoma (Figura
l4c e Figura 14d). Adquirimos as imagens utilizando os mesmos parametros dos

experimentos in Vvitro, no entanto, em apenas uma diregao.

10 TE = 4,6 ms foi escolhido para obtermos a maior relagdo sinal/ruido e reducdo de artefatos por correntes de
Foucault. Por outro lado, a sequencia deveria garantir sensibilidade suficiente para a geracdo das imagem de
fase.
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Aproveitando da técnica de mapeamento testamos o mapeamento de novas geometrias
de bobinas de TMS. Para tanto confeccionamos 4 tipos basicos de bobinas: pequenas em
forma de 8, duplas pequenas em forma de oito, bobinas em forma de D e a conformagdao MA1
proposta em 2008 por Thomas Weyh (Wendicke, Weyh et al.).

As bobinas em forma de 8 foram confeccionadas em um molde de latdo com fio AWG
12, com didmetro de aproximadamente 2 mm. As demais bobinas forma confeccionadas em
placa de circuito impresso de fenolite, apenas para o mapeamento da distribuicao espacial de
seu campo magnético.

O mesmo método descrito anteriormente foi empregado para o mapeamento do campo
magnético produzido por essas bobinas, utilizando-se apenas o fantoma 20 x 20 x 10cm’. As
bobinas foram fixadas em umas das paredes 10x20cm® do fantoma e ligadas & bateria
automotiva por um circuito de 10Q. Além disso, com o auxilio de um fluxgate foi medida a
intensidade do campo magnético nas diregdes X, y € z no centro de um dos enrolamentos da
bobina em forma de 8, variando a distdncia de 0 a 2 cm. A Figura 16 traz um esquema de

onde foi posicionado a sonda do fluxgate.

Eixo Central
R

Figura 16. Esquema das medidas de campo magnético produzido pelas bobinas de TMS em funcio da, sendo R o raio
da bobina e x o eixo no qual foi posicionada a sonda do fluxgate.
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4.1.2 Implementacao do Neuronavegador

As rotinas do neuronavegador foram implementadas em linguagem Phyton com o
auxilio das bibliotecas VTK, ITK ¢ GDCM para a manipulagao das imagens e a biblioteca
WXPhyton para o desenvolvimento do ambiente grafico. Todas as rotinas foram escritas no
editor Eclipse.

Para a implementag¢ao, tomamos como base os algoritmos de outro neuronavegador
desenvolvido anteriormente pelo nosso grupo em linguagem Matlab 7.0.1 (Peres, Souza et al.,
2010).

Para a construgdo do sistema de coordenadas da cabega (objeto fisico), foi utilizado
um sistema de rastreamento espacial. Na versdo atual o neuronavegador ¢ capaz de operar
com cinco tipos rastreadores, trés deles da marca Polhemus (Colchester, EUA), baseado em
ondas eletromagnéticas nos modelos ISOTRAK II, PATRIOT e FASTRAK; um rastreador
optico da marca Claron Technology, modelo MicronTracker MTC 3.5 (Toronto, Canada) e
um rastreador que utiliza ondas ultrassonicas da marca Zebris Medical GmbH, modelo CMS-
20 (Achen, Alemanha). Todos eles retornam as posi¢cdes da ponteira com seis graus de
liberdade.

Tendo em vista que o cranio pode ser tratado como um corpo rigido, o corregistro se
resume a um problema de mudanga de coordenadas, no qual ¢ preciso encontrar os valores da
matriz mudanga de base entre dois sistemas. Para tanto, consideramos que um sistema de
coordenadas E representa os valores do rastreador espacial, com origem a posi¢do central do
emissor, ¢ um sistema de coordenas F representa as posi¢oes dos pixels das imagens MPR,

cuja origem se encontra no canto superior esquerdo da imagem (Figura 17).
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Figura 17. Esquema da posicio da origem dos sistemas de rastreio e da imagem. (a) O ponto em vermelho representa
a origem do sistema do rastreador espacial; (b) as setas em vermelho representam os versores do sistema de
coordenadas das imagens MPR.

A equagdo 6 traz a relagdo da mudanga de coordenadas entre o sistema E e F:

Xg- 0’ =M.Ur (6)

Xg representa as coordenadas do vetor posi¢do em relacdo ao rastreador, O’ é a origem do
sistema da imagem também em relagdo ao rastreador, M ¢ a matriz de mudanga de base e Ur
sdo as coordenadas dos pontos na imagem no sistema F.

Um terceiro sistema de coordenadas (H) foi criado em relagao ao cranio do voluntario,
a partir de trés pontos: os tragus auriculares direito e esquerdo e o osso nasal. Definimos
entdo uma reta que passa pelos auriculares, em seguida, encontramos uma segunda reta,
perpendicular a essa que passa pelo ponto do osso nasal. Por ltimo, tomamos o produto
vetorial do ponto de interseccdo dessas duas retas a fim de gerar o terceiro eixo do sistema,

perpendicular aos dois primeiros (Figura 18).
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Figura 18. Esquema do sistema de coordenadas em relacio ao cranio (setas), e dos 3 pontos fiduciais utilizados para o
corregistro (pontos em verde), tragus auriculares direito, esquerdo e depressiao do osso nasal.

A partir dessa base pudemos determinar as posigdes relativas ao rastreador nas
imagens fazendo uma transformada do rastreador para o sistema criado e do sistema criado
para a imagem (Figura 19). Para facilitar a utiliza¢do do sistema de neuronavegagao, criamos
uma grafica que ¢ composta por quatro janelas, trés paras as imagens sagital axial e coronal e

a quarta para a reconstru¢do volumétrica do cérebro.

M, M,

=" x/\
. E N F
M1'1 M2-1

Figura 19. Esquema de corregistro das posicdes obtidas com o rastreador e as imagens de ressonéncia, sendo E, H e F
as bases respectivas do rastreador, do cranio e das imagens; M1 e M2 sio respectivamente as matrizes de mudanca de
base entre E e H e entre H e F; M1 e M2 sdo as matrizes inversas de M1 e M2.
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4.1.3 Implementacio da ferramenta de analise de MEP (MEPHunter)

A fim de retirarmos informacgdes fisiologicas do MEP, como amplitude e laténcia,
contidas nos sinais continuos de EMG, desenvolvemos um conjunto de ferramentas
computacionais, a qual demos o nome de MEPHunter. O objetivo principal desse programa ¢
analisar simultaneamente os sinais provenientes de diversas regides estimuladas por TMS
para a criacao de um mapa de amplitude de MEP.

As rotinas do MEPHunter foram escritas em Matlab 2009a, utilizando a ferramenta
GUIDE (Graphical User Interface Development Environment) para a criagdo de interface
grafica, de modo que o programa se tornasse mais amigavel para usuarios que nao tem
familiaridade com linguagem de programagao. O programa foi escrito em modulos de forma a
facilitar a integracao de novas ferramentas. Na versao atual ele € composto por uma unidade
principal (MEPHunter Main) e outras quatro unidades auxiliares: MEPHunter Filter,
MEPHunter Processing, MEPHunter View ¢ MEPHunter Export. A seguir descreveremos

cada um desses modulos.

MEPHunter_Main

A interface principal do programa integra todas as outras fungdes. Nessa janela o
usuario pode carregar o sinal de EMG. Atualmente, o MEPHunter suporta formatos ASCII e
binarios dos equipamentos MyoSystem e BioPac. Assim que o sinal é carregado ele pode ser

observado em uma pré-visualizagdo.

MEPHunter_Filter
Essa interface possui ferramentas de pré-processamento dos dados, por exemplo,
ferramentas de exclusdo de uma faixa do sinal selecionada pelo usudrio, ou exclusdo de sinais

com amplitudes inferiores a um limiar determinado pelo usuario. O filtro de amplitude é uma
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ferramenta que atribui valor nulo para todo sinal menor que determinado limiar indicado, e
preserva todo sinal acima deste valor. Para ativar essa ferramenta o usudrio deve clicar no
botdo “Filtro de Amplitude”. Um cursor ira aparecer e, clicando no botdo esquerdo do mouse,
o programa atribui o valor da amplitude onde o cursor se encontra ao limiar de amplitude. Da
mesma forma, desenvolvemos uma ferramenta que rejeita uma faixa do sinal, atribuindo sinal
com amplitude zero para toda aquela faixa. Para tanto, o usuario deve clicar no botdo “Rejeita
Faixa”, em seguida um cursor ird aparecer ¢ o usudrio devera posicionar o cursor no inicio e
no fim da regido do sinal que ele deseja eliminar. E importante notar que quando utilizamos
essas ferramentas, tanto o sinal quanto o ruido serdo eliminados. Para resolver essa situagao,
criamos uma ferramenta para marcar a regido do sinal que ¢ de interesse e ndo deve ser
eliminada. Por exemplo, o usuario pode utilizar a ferramenta de zoom in para diminuir a
janela temporal, de forma que seja possivel enxergar a forma de onda que define um MEP.
Uma vez encontrado o MEP, marcadores devem ser posicionados no inicio e no final da faixa
de interesse. Esses marcadores impedirao que aquele trecho do sinal seja alterado. Assim, as
regides que estdo protegidas ndo irdo ser eliminadas quando um filtro de amplitude ou rejeita

faixa ¢ aplicado.

MEPHunter_Processing

Essa interface agrupa todos as ferramentas de processamento do MEPHunter.
Desenvolvemos 3 métodos para encontrar os MEPs, dois deles sem trigger e um deles com
trigger. Utilizamos como trigger o artefato de TMS. Para realcar o artefato foi calculada a
derivada do sinal, tendo em vista que o pulso de TMS dura em torno de 0,3 ms e apresenta
componentes bem mais rapidas que o MEP. Passamos entdo um filtro de amplitude descrito
na se¢do anterior e, em seguida o algoritmo procura por maximos locais, que representardo o

pico do artefato. E essa posi¢io temporal que é utilizada como referéncia do disparo do TMS.
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Uma vez que os artefatos foram marcados, abrimos uma janela temporal com
referéncia no artefato. Tipicamente, utilizamos uma janela de 10 ms a 50 ms. Sobrepomos,
entdo, todas as janelas definidas pelo numero de artefatos, e ¢ calculada a média desses sinais,
tanto para evitar a variagdo intraespecifica quanto para melhorar a SNR.

O programa também esta preparado para encontrar a amplitude e a laténcia do MEP.
Para determinar a amplitude, o algoritmo determinar automaticamente 0 maximo € o minimo
daquela janela temporal. Entretanto, pode ocorrer que o maximo de uma janela ndo coincida
com o valor de pico do MEP. Assim caso a ferramenta automatizada falhe, o programa
permite ao usudrio determinar manualmente o pico e o vale do sinal, Da mesma forma, o
usuario deve determinar manualmente o inicio e o final do MEP, para determinar o seu tempo
de laténcia e o periodo.

Entretanto, algumas configuracdes de eletrodos e sistemas de baixa taxa de aquisigdo
ndo permitem que o artefato do TMS seja captado no sinal de EMG. Para esses casos,
desenvolvemos duas estratégias para encontrar a amplitude do MEP. A primeira estratégia
esta baseada na utilizagdo de um filtro de amplitude no proprio sinal de MEP. Desse modo, o
algoritmo marca o méximo do MEP, ao invés do pico do artefato de TMS. Uma vez
encontrados os picos dos sinais de MEP, ¢ criada uma janela temporal centrada no pico

(£20ms). Em seguida, a mesma estratégia descrita anteriormente pode ser utilizada para

encontrar a amplitude do MEP. O outro método para encontrar as amplitudes de MEP esta
baseado em um algoritmo de correlacdo cruzada. Nesse método o usuario deve utilizar a
ferramenta de zoom in para encontrar um MEP representativo que sera utilizado como
referéncia, marcando o inicio e o final do sinal de interesse. Essa referéncia correra todo o
sinal a fim de encontrar outros segmentos correlacionados a ela. Em seguida, a determinacao

da amplitude do MEP sera baseada nos mesmos métodos descritos anteriormente.
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MEPHunter_View
Todas as etapas do processamento e pré-processamento sao salvas em uma estrutura.
Essa estrutura pode ser visualizada a qualquer momento na interface MEPHunter View. Nela

¢ possivel visualizar cada MEP independentemente, o valor médio, a laténcia e a amplitude.

MEPHunter_Export

Essa interface foi criada para exportar os dados para um formato diferente, de forma
que esses dados possam ser carregados em outros softwares de analise. Atualmente o
MEPHunter Export apenas permite exportar para o formato ASCII, mas ¢ possivel criar

outros formatos que facilitem a interface com outros programas de analise.

4.1.4 Implementacio da ferramenta de corregistro dos mapas de MEP e

fMRI (TMSProjection)

Para fazer o corregistro dos mapas de MEP com os mapas de fMRI desenvolvemos o
programa TMSProjection. O objetivo principal desse programa ¢ encontrar as projecdes nas
fMRI das posicoes nas quais foram aplicadas os pulsos de TMS, digitalizadas por um
neuronavegador.

Para iniciar o programa o usuario deve carregar as imagens de ressonancia, tanto
estrutural quanto funcional. Atualmente, o TMSProjection oferece suporte para imagens tipo
Analyze e formato proprietario do BrainVoyager QX. O TMSProjection esta equipado com
uma série de ferramentas de transformadas de coordenadas para realizar o corregistro entre as
imagens e os pontos do neuronavegador, bem como corrigir convengdes de orientacdo, como,
por exemplo, a Radiologica e a Neurologica. O programa conta com varios recursos graficos,
como transparéncia das superficies, ocultar qualquer uma das imagens para melhor

visualizagao de estruturas, ZOOm entre outras.
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Devem ser carregadas também as informagdes das posi¢des que foram realizados os
estimulos magnéticos e € opcional carregar um arquivo que contenha as posi¢des da
superficie da cabeca do individuo, proveniente de uma varredura do escalpo pela sonda do
neuronavegador. Esses pontos provenientes da varredura podem ser compreendidos como a
digitalizagdo da superficie do escapo e face do individuo e sdo utilizados para aprimorar o
corregistro das MRI com a posi¢ao real da cabeca dos individuos.

Tanto o arquivo que traz a informagao das posi¢des de estimulagdo, quanto os pontos
de varredura utilizados para alinhamento fino, devem estar em formato ASCII. Por fim, deve-
se carregar o mapa de TMS, previamente construido pelo MEPHunter.

Quando todos os arquivos forem carregados, ¢ possivel visualizar a reconstrucao
volumétrica da imagem de ressonancia estrutural, o mapa funcional e os pontos onde foram
realizados a TMS, bem como os pontos para alinhamento. Por exemplo, o botdo “Proje¢ao”
dispara a rotina que ira fazer a proje¢do dos postos do neuronavegador sobre o mapa
funcional. Para tanto, calculamos o centro de massa do volume do mapa funcional, e
encontramos o versor diretor de cada ponto que recebeu o estimulo de TMS ao centro de
massa. Fazemos entdo incrementos de 1 mm no sentido do versor diretor partindo dos pontos

a ser projetado até que ele encontre a borda do volume do mapa funcional.

4.2 Aplicacao em Pacientes com AVC

4.2.1 Populacio de Estudo

A amostra estudada foi composta por um grupo de 12 pacientes, de ambos os sexos,
com hemiparesia de predominio braquial por AVC isquémico, confirmadas por laudo médico
e exames de neuroimageam. Os pacientes foram recrutados a partir do Registro de Acidente

Vascular Encefalico de Ribeirdao Preto (REAVER), que ¢ um registro prospectivo continuo de
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pacientes com AVC admitidos na Unidade de Emergéncia do Hospital das Clinicas de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (Pesquisa clinica aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa do HCFMRP-USP e da FMRP-USP processo N° 15347/2005). Neste registro,
todos os pacientes sdo submetidos a avaliagdo clinica utilizando a versdo traduzida e validada
da National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) (CINCURA et al., 2009).

Além dos pacientes descritos no pardgrafo anterior, recrutamos 10 voluntarios
assintomaticos, pareados por idade com o grupo de pacientes, para fazer parte do grupo

controle.

Critérios de Inclusiao (Pacientes):
- Apresentar idade superior a 18 anos e inferior a 70;
- Tempo de diagnoéstico clinico de AVC isquémico (5 a 24 meses);
- Apresentar lesdo cerebral nica;
- Estar estavel clinicamente (PA controlada);
- Presenga de hipertonia eldstica em membro superior direito;
- Auséncia de comprometimento cognitivo (Afasias, negligéncia);
- Tonus dos musculos flexores de punho com Ashworth grau 1 a 3;

- Ter amplitude de movimento passiva de extensdo de punho minima de 10°.

Critérios de Exclusao (Pacientes):
- Apresentar qualquer cardiopatia pré-existente;
- Apresentar qualquer forma de desconforto durante os testes, que crie
impedimento no prosseguimento do experimento;
- Apresentar qualquer implante metalico (marcapasso, pinos e/ou farafusos,

implante coclear, etc.) no interior do corpo;



53

Ter sido submetido a aplicagdo de Toxina Botulinica nos musculos espasticos
nos ultimos oito meses;

Ter usado medicacdo oral antiespastica nas ultimas 72 horas;

Outros tipos de acometimento concorrentes (problemas ortopédicos,
reumatoldgicos, epilepsia, sinais neuroldgicos cerebelares, parkinsonismo

distonia, perda auditiva).

4.2.2 Equipamentos utilizados

Foram utilizados os seguintes equipamentos para a realizagao desta etapa do trabalho:

Um sistema de estimulagdo magnética transcraniana modelo MagPro (Farum,
Dinamarca) capaz de produzir pulsos de campo magnético de até¢ 2T em
regime de pulso unico, e produzem rTMS com frequéncias de at¢ 30Hz. Em
todos os experimentos foi utilizada a bobina “em forma de 8 com raio maior
de 20 cm e raio menor de 10 cm, como refrigeragdo interna.

Um eletroestimulador desenvolvido no Laboratério de Instrumentacio
Biomédica do Programa de Engenharia Biomédica da COPPE/UFRIJ, cujo
objetivo ¢ unica e exclusivamente dedicado a aplicagdes de ordem terapéutica
e que segue as normas de seguranca elétrica determinadas pela NBR IEC 601-
1 sendo estas testadas durante o processo de desenvolvimento.

Um sistema de eletromiografia (EMG) com amplificadores BIOPAC (BIOPAC
system, Inc., EUA), com banda de frequéncia limitada entre 10 e 5000 Hz e ganho
total de 2000. Para a aquisi¢do dos sinais de EMG foram utilizados eletrodos de
superficie de Prata-Cloreto de Prata (Ag-AgCl) da BIOPAC.

Um tomoégrafo de ressonancia magnética Philips 3.0 T Achieva (Philips, Best,

Holanda), utilizando uma bobina de cranio SENSE de 8 canais.
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4.2.3 Protocolo de aquisicio da fMRI

O protocolo de aquisi¢ao da fMRI seguiu desenho do tipo ER e foi composto por 5
periodos de movimento de abrir e fechar da mao, com duragdo de 6 segundos cada,
intercalados por 6 periodos de repouso, com duracao de 16 segundos cada. O inicio e o fim de
cada periodo de movimentagdo foram marcados por uma gravacao de voz humana de forma
sincronizada ao primeiro pulso de radiofrequéncia do volume desejado, utilizando uma
ligacdo direta, na qual o computador que controla o tomdgrafo emite um pulso do tipo TTL
(Transistor-Transistor Logic) para o programa (Presentation 12.1) que o reconhece como
disparador do estimulo.

O protocolo foi realizado primeiramente com o membro superior nao-parético,
seguido do membro superior parético. Todo o exame de fMRI foi filmado, em todos os
pacientes.

As imagens anatomicas foram adquiridas utilizando uma sequéncia do tipo gradiente
eco, ponderada em T1 de 180 fatias de 1 mm cada com TR de 6.7 ms, TE de 3.1 ms, angulo
de flip de 8°, matriz de aquisi¢do de 256 X 256, FOV = 256 mm, dimensdo do voxel de Imm
x Imm x Imm e SENSE igual a 1.

As imagens funcionais foram adquiridas utilizando uma sequéncia do tipo ecoplanar
(EPI — Echo Plannar Imaging), cobrindo ambos os hemisférios cerebrais, com os seguintes
parametros: TR de 2000 ms, TE de 30 ms, angulo de flip de 90°, matriz de aquisi¢do de 64 x
64, FOV = 230 mm, 21 fatias com espessura de 4 mm cada e SENSE igual a 2. A aquisi¢do
das imagens demorou 2 minutos e 06 segundos para cada membro superior, em um total de 12

minutos incluindo a aquisi¢ao das imagens estruturais.
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4.2.4 Comparaciao dos mapas de TMS e fMRI

= Analise das fMRI para mapeamento do cértex motor

O pré-processamento das imagens funcionais consistiu de corre¢do temporal entre
fatias, aplicagdo de filtro temporal (passa alta de 0.01 Hz) e suavizagdo espacial (utilizando
filtro gaussiano com FWHM de 4 mm), além da corre¢ao de movimento.

Para encontrar a resposta modulada pelo protocolo, as imagens funcionais foram
corregistradas com as imagens estruturais e, entdo, foi utilizado o Modelo Linear Geral
(General Linear Model — GLM) para cada paciente, utilizando com limiar estatistico um FDR
menor que 0.05.

Todo o processo de pré-processamento e analise das imagens foram realizadas no

programa comercial Brain Voyager "™ QX versdo 2.3 (Maastrich, Holanda).

= Mapeamento do cértex motor por TMS

Para facilitar o posicionamento da bobina sobre o escalpo desenvolvemos um sistema
de coordenadas para o cranio dos voluntarios. Esse sistema consiste de uma touca com a

impressao de uma grade com espacamento de 1 cm (Figura 20).

Figura 20. Fotografia de um voluntario usando a toca com a grade para posicionamento da bobina e com a sonda do
rastreador espacial fixa na cabeca para realizar a neuronavegacio. O ponto em vermelho na lateral da cabeca
representa a posicao do hot spot.
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Os pacientes foram orientados a sentarem-se em uma poltrona confortavel, vestir a
touca e, entdo foram posicionados eletrodos de EMG circulares de superficie, nos musculos
Abdutor Curto do Polegar das maos sadia e parética; Extensor e Flexor Radial do Carpo do
brago parético. Em seguida, realizamos os protocolos de corregistro da cabecga dos pacientes
com suas respectivas das neuroimagem utilizando o neuronavegador. Fizemos varreduras
sobre o escalpo dos pacientes para facilitar a determinag¢do do hot spot em relagdo ao Abdutor
do Polegar (Conforto, A. B., Z'graggen, W. J. et al., 2004). Em cada voluntario marcamos
pontos na touca em forma de uma matriz 5 x 5, sendo que cada ponto distava 1 cm dos seus
primeiros vizinhos, tendo o hot spot como elemento central.

Utilizando o neuronavegador novamente, registramos as posi¢des de cada ponto
marcado na touca em relacdo a respectiva fMRI de modo a relacionar a intensidade do MEP a
determinada regido cortical.

Antes de iniciar o mapeamento, aplicamos sobre o hot spot pulsos magnéticos para
encontrarmos o limiar motor de cada voluntério, o qual consideramos a intensidade minima
necessaria de campo magnético para causar 5 MEPs para cada 10 estimulagdes (Conforto, A.
B., Z'graggen, W. J. et al., 2004).

Em seguida ajustamos o aparelho para 120% do limiar motor e aplicamos 10 pulsos
sobre cada ponto marcado, sobre os quais fizemos uma média dos MEP produzidos a fim de
construir um mapa para posterior comparagao com o respectivo mapa de fMRI.

Todo o processamento do sinal do EMG foi realizado no software MEPHunter ¢ o
corregistro dos mapas de fMRI com os mapas de MEP foi realizado pelo software
TMSProjection.

Para a criagdo do mapa bidimensional 5x5 pixels do coértex motor, utilizando o
programa TMSProjection para fazer uma média dos valores do volume da fMRI vizinhas ao

ponto de projecdo relativa a posi¢ao que recebeu a TMS. Como nessa aplicagdo utilizamos
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um espacamento de 1 cm entre as posi¢des estimuladas, o ponto projetado na fMRI deve se
tornar o elemento central de uma matriz 9x9x9, sendo as outras células preenchidas com os
valores dos seus vizinhos correspondentes, o que proporciona uma regido com se¢ao
. 2 . ~ , g0 ~
transversal de aproximadamente lcm”. Fizemos entdo uma média dos valores ndo nulos, e
esse valor foi alocado em uma das posi¢des da matriz projecdo 5x5, para ser posteriormente

comparada com o mapa de TMS.

= Analise das caracteristicas dos mapas motores por fMRI e TMS

Nesse estudo nds avaliamos trés caracteristicas dos mapas, a entropia, o valor maximo
(apenas para as fMRI) e o numero de ocorréncias de elementos acima do limiar.

A entropia ¢ uma grandeza fisica que mensura o quanto um sistema se encontra
desorganizado. Essa medida pode ser utilizada para se ter uma ideia da quantidade elementos
aleatorios compoes um arranjo, por exemplo uma imagem. Como a resolu¢ao espacial dos
mapas de fMRI e MEP sdo diferentes, optamos por fazer a analise de entropia tanto nos
valores de projecdao que tem a mesma resolugdo dos mapas de MEP (5x5 pixels), quanto nos
mapas nativos (50x50 pixels), apenas selecionando a regido de interesse.

Para a determinar a entropia utilizamos a equagao 7:

5= =) (nlog,m) (7)

sendo que n ¢ a frequéncia de ocorréncia normalizada do brilho no histograma do mapa. Para
esse estudo foram utilizados 256 intervalos no histograma.
As demais analises foram feitas com o mapa de proje¢do, para manter a mesma

resolucio dos mapas de MEP (5x5 pixels de 1 cm?).
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Medimos entdo, os valores maximos de 3, que sdo os parametros que ponderam os
regressores para se ajustarem ao modelo experimental (equagdo 5). Nao realizamos a medida
de valor maximo de MEP nos mapas de TMS porque a variabilidade entre os individuos ¢
muito grande, ndo permitindo assim comparagdes dos valores absolutos, mas apenas dos
valores normalizados.

Por fim, medimos o niimero de ocorréncia de elementos que apresentavam valores
acima de um limiar. Para os mapas de fMRI eliminamos os elementos que apresentavam um
p-valor abaixo de 0.001, e para os mapas de TMS, eliminamos todos os elementos que

possuiam MEP com intensidade inferior a S0uV.

= Analise das comparacdes entre os mapas motores por fMRI e TMS
Fizemos trés analises para a comparacdo dos mapas, sendo elas o valor de correlagdo
cruzada bidimensional, a distdncia entre os maximos e por fim o nimero de coincidéncias de
valores ndo nulos.
Para determinar o valor do coeficiente de correlacdo cruzada bidimensional utilizamos

a equagao 8:

_ Zm Zn(Amn - /D(an - E)
Vi Znlmn — DD Cn Xn(Bn — B)?)

r

(8)

Sendo r o coeficiente de correlagdo, e A e B os mapas a serem comparados.

A distancia entre os maximos (pico-pico) foi calculada a partir da distancia euclidiana
entre a posi¢do onde ocorreu o maximo da fMRI e a posi¢cdo onde ocorreu 0 maximo no mapa
de TMS.

Para determinarmos as posi¢cdes que apresentaram resposta tanto nos mapas de fMRI

quanto nos mapas de TMS, realizamos um célculo de intersec¢ao do tipo “AND”, no qual sdo
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contadas as coincidéncias dos valores ndo nulos. Para tanto, transformamos os elementos dos
mapas em valores bindrios, fazendo com que todos os valores acima do limiar valessem 1, e
os abaixo, zero.

Por fim, calculamos a razdo do numero de valores ndo nulos nos mapas de fMRI e
TMS dos sujeitos controle e do hemisfério sadio dos pacientes pelo valores ndo nulos dos
mapas de fMRI e TMS do hemisfério com a lesdo dos pacientes. A equacdo 9 resume a

senteng¢a acima:

_Nj, - NM;
~ Nf;-NM,

)
sendo Nf o nimero de ocorréncias nas fMRI (fig 1d) e NM o nimero de ocorréncias nos
mapas de MEP (fig 2b), e o indice i1 corresponde aos resultados do hemisfério ipsilesional dos

pacientes, enquanto o indice j ao hemisfério contralesional dos pacientes ou sujeitos controle.

4.2.5 Avaliacao dos efeitos da SES por TMS

Para a comparagdo dos efeitos da SES sobre a facilitagdo ou inibi¢do dos musculos
estudados, dados de TMS foram adquiridos antes e apds a SES. Esse protocolo consistiu na
aplicagdo de uma sequéncia de 10 estimulos no hot spot, separados por intervalos de tempo
aleatorios (entre 5 e 10s), sendo a média da amplitude destes considerada para analise. A
intensidade do estimulo foi definida em 120% do limiar motor de cada sujeito. Esta avaliagao
foi realizada imediatamente antes e imediatamente ap6s a SES.

Para determinar a intensidade da SES, aumentamos a corrente nominal do
equipamento até o limiar de produ¢do de movimento. Quando esse limiar foi encontrado,
pediamos aos voluntarios para permanecerem com o antebraco em repouso, apoiado sobre o

travesseiro. Com base nos resultados no estudo anterior (Garcia, 2011), a frequéncia aplicada
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foi de 3 Hz. O estimulo elétrico foi composto por onda bifasica assimétrica € com largura de
pulso de 500 ps. O tempo de estimulagdo foi de 30 minutos sem interrup¢ao. Os eletrodos
foram colocados sobre o ventre muscular do flexor radial do carpo, como mostrados na Figura

21.

Figura 21. Posicionamento dos eletrodos de estimulaciio (retangulares e brancos) sobre o antebraco direito. Os
eletrodos circulares pretos referem-se aos de EMG, e estio posicionados no ventre dos misculos abdutor curto do
polegar e flexor radial do carpo.

4.2.6 Avaliacio dos efeitos da SES por fMRI em individuos assintomaticos

A fim de realizarmos uma avaliagdo dos efeitos da SES sobre a modulagio da resposta
hemodindmica das regides corticais motoras, nds adquirimos fMRI antes e imediatamente
apos a aplicagdo da SES em oito individuos assintomaticos (dois foram excluidos).

Os protocolos utilizados nesse experimento foram os seguintes:

Determinamos a intensidade da SES, aumentando a corrente nominal do equipamento
até o limiar de producdo de movimento. Quando esse limiar foi encontrado, pediamos aos
voluntdrios para permanecerem com o antebrago em repouso, apoiado sobre o travesseiro.

Com base nos resultados no estudo anterior (Garcia, 2011), a frequéncia aplicada foi de 3 Hz.
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O estimulo elétrico foi composto por onda bifasica assimétrica e com largura de pulso de 500
us. O tempo de estimulacdo foi de 30 minutos sem interrupgao. Os eletrodos foram colocados
sobre o ventre muscular do flexor radial do carpo de um dos membros selecionados
aleatoriamente, independentemente da dominancia do membro do individuo. Um exemplo do
posicionamento dos eletrodos ¢ mostrado na Figura 21.

Realizamos entdo quatro aquisi¢des de fMRI para cada individuo, divididas em dois
grupos: (i) antes e (ii) apés a SES. Em cada bloco foram realizadas aquisi¢des com tarefa do
membro estimulado e do ndo estimulado. Desse modo, 4 baterias de exame de fMRI foram
adquiridos: (1) pré-SES com tarefa de movimento da mao estimulada; (2) pré-SES com tarefa
de movimento da mao nao estimulada; (3) p6s-SES com tarefa de movimento da mao
estimulada; (4) po6s-SES com tarefa de movimento da mao nao estimulada.

Para realizar a avaliacdo de altera¢des nds utilizamos uma analise de grupo do GLM
com limiar de FDR = 0,05 (Taxa de Falsa Descoberta, do inglés: False Discovery Rate), e
fizemos uma analise por VOI relativa as areas de Brodmann de 1 a 6. Realizamos também
um processamento estatistico diferente do convencional, que visa avaliar caracteristicas da
fung¢do da resposta hemodinamica (HRF, do inglés: hemodynamic response function), em
especial quando o protocolo experimental ¢ evento-relacionado. Dentre as possibilidades,
optamos por utilizar o algoritmo conhecido por Mapeamento de laténcia de BOLD (BLM, do
inglés: BOLD Latency Mapping) (Leoni, Mazzeto-Betti et al., 2008) para realizar medidas
quantitativas da resposta BOLD. Esse algoritmo utiliza um método autorregressivo que estima
quatro parametros do sinal: (a) tempo de inicio da resposta (onset), (b) tempo ao pico, (c)
largura a meia altura e (d) amplitude do sinal.

A estimativa dos parametros ¢ baseada em um ajuste pseudotrapezoidal com uma
linha de base inicial e outra final (Figura 22). Esse método fornece uma estimativa para cada

repeti¢do da condi¢do selecionada, isto €, fornece os valores estimados de cada pardmetro
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para cada resposta, de todas as séries temporais estudadas. Nessa andlise também utilizamos

como limiar FDR = 0,05.
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Figura 22. Ajuste trapezoidal (em vermelho) de uma evolu¢io temporal média. O modelo inclui a linha de base até o
inicio da resposta, um platd, e um retorno a linha de base. Quatro variaveis sido fornecidas: tempo até o inicio da
resposta, tempo ao pico, largura a meia altura e amplitude.

4.2.7 Teste estatisticos utilizados

Realizamos em todas as amostras o teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov, nas

amostras que passaram no teste, utilizamos o t de student para coparagdo. Nas amostras que

ndo passaram no teste de normalidade aplicamos o teste de hipdtese ndo paramétrico Mann-

Whitney (teste U). Nas amostras que conheciamos a dire¢do da alteracdo, aplicamos o teste

unicaldal. J& nas amostras que ndo conheciamos a direcdo das alteragdes utilizamos o teste

bicaldal.
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5.1 Desenvolvimento tecnolégico

5.1.1 Mapeamento espacial do campo magnético e confeccdes de novas

geometrias de bobinas de TMS

Nessa sessdo apresentamos os resultados do mapeamento de campo por imagens de
fase de GRE. O resultado relevante dessa parte do trabalho ¢ a determinagdo da distribui¢ao
espacial do campo magnético produzido pela bobina de EMT, pois com essa técnica ¢
impossivel realizar medicas de caracterizagdo temporal e magnitude do pulso de TMS,
medidas inclusive j& realizadas por nosso grupo em trabalhos anteriores utilizando outras
técnicas (Peres, 2008). Como a distribui¢do do campo deve se manter a mesma independente
da sua magnitude, os mapas de distribui¢do espacial, aqui demonstrados, podem ser
extrapolados para a os pulsos de campos magnéticos do TMS. Como a intensdo desse trabalho
era ndo apenas gerar protocolos que pudessem realizar o mapeamento do campo magnético
com MRI de fase, mas também conhecer as propriedades fisicas da TMS, entdo demos um
passo além e fizemos medidas da distribuicdo do campo magnético em um fantoma de cabeca
e um voluntario saudavel. Além disso, uma vez que dominamos essa técnica realizamos
medidas em novas geometrias de bobinas de TMS.

A Figura 23 traz as imagens de fase ainda empacotadas no intervalo de —m a m, e os

seus respectivos mapas de campo depois da aplicacdo dos algoritmos de desempacotamento.
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Figura 23. Os esquemas da primeira coluna representam os posicionamentos da bobina de TMS em relacio ao campo
estatico da ressonancia (B,), sendo B, as componentes do campo da bobina de TMS paralelos ao B,. Ao centro,
imagens de fase empacotadas representativas do campo magnético produzido por uma bobina de TMS em forma de
oito, e os respectivos mapas de campo (direita). O FOV das imagens ¢ de 110x200mm>.

Uma vez encontradas as componentes do campo magnético produzidas pela bobina,

foi realizada sua representacao vetorial. A Figura 24 mostra o mapa vetorial da bobina em

forma de oito de um plano a aproximadamente 2 cm da superficie da bobina.

\ \

Figura 24 Mapa do vetor campo magnético relativo a bobina em forma de oito de uma superficie paralela a face da
bobina distante aproximadamente 2 cm. A escala é dada em centimetros.
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Outra forma de visualizagdo do campo magnético produzido pela bobina em forma de
8 esta apresentada na Figura 25. Essa figura traz o mapa volumétrico de magnitude, no qual
os valores das amplitudes dos diversos cortes sao empilhados € mostrados em um volume. Os

tons mais claros representam maiores intensidades do campo magnético.

Figura 25. Mapa volumétrico de magnitude do campo magnético produzido pela bobina em forma de 8. O esquema a
direita representa como foram feita as aquisicdes das imagens de MRI.

A Figura 26 mostra as imagens empacotadas, do fantoma de cabeca (Figura 26a) e do
individuo saudavel (Figura 26b). Ambos estavam sujeitos a agdo do campo magnético da
bobina em forma de oito, ¢ as medidas foram realizadas de acordo com o descrito na se¢ao

3.2.1.

50 100 150 200 250

Figura 26. (a) Imagens da fase empacotadas dentro do fantoma de cabe¢a preenchido com solu¢io de CuSO, (b) e no
cérebro do voluntiario submetidos a um campo magnético produzido por uma bobina em forma de 8 posicionada no
vértice craniano (VC). O FOV das imagens é de 256x256mm’.
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Embora as imagens da Figura 26 sigam um mesmo padrao, podemos notar que existe
um maior nimero de fases no mapa do fantoma (Figura 26a) do que no mapa do cérebro
humano (Figura 26b), que nos faz concluir que existe uma maior intensidade de campo
magnético no fantoma do que no cérebro no corte mostrado. Levando em conta que os meios
sdo diferentes, com propriedades ligeiramente distintas, podemos dizer que o fantoma
utilizado ¢ um bom modelo, e que as distor¢des no campo magnético causadas pelas
estruturas da cabe¢a sdo minimas.

Fazendo uma compara¢ao com resultados encontrados na literatura, os protocolos que
nés desenvolvemos neste trabalho produziram resultados similares aos encontrados por
Hernadez-Garcia (Hernandez-Garcia, Lee et al., 2007), no que se diz respeito a distribuigao
de campo magnético em um meio homogéneo e dentro do tecido cerebral de um individuo
saudavel. Em ambos os trabalhos ¢ possivel notar que existe fluxo magnético em sentidos
opostos em cada enrolamento circular da bobina em forma de 8. Além disso, ¢ possivel
observar que a magnitude do campo magnético diminui do centro para as bordas do
enrolamento.

A comparacdo ¢ ainda mais interessante quando confrontamos os resultados da
distribuicdo de campo magnético por MRI de fase, com os mapas de distribui¢do de campo
realizados com um pequeno indutor de varredura, obtidos por nosso grupo em trabalhos
anteriores (Peres, 2008). A técnica do indutor de varredura permite mapear a distribui¢ao do
campo magnético do pulso de TMS, bem como a sua magnitude real e sua distribui¢do de
campo, entretanto com o custo de uma resolucdo espacial menor, grande tempo de aquisi¢ao e
inviabilidade de criacdo de mapas vetoriais. A Figura 27 traz a distribuicdo do campo
magnético tanto para as medidas de MRI de fase, no qual foi utilizada uma fonte dc de 1.12

A, bem como a distribui¢do para as medidas realizadas com o indutor de varredura.
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Figura 27. Comparacéo dos mapas de distribuico espacial da bobina de TMS em forma de 8, de 10x20cm?, da marca
Neurosoft, pelas técnicas de MRI de fase e indutor de varredura. (a) Curvas de nivel da distribuicio da componente z
do pulso de campo magnético produzido pelo aparelho de TMS medido com indutor, a escala de cores é referente a
intensidade do campo e é dada em Teslas (T). (b) Representacio tridimensional da distribui¢cdo da componente z do
pulso de campo magnético produzido pelo aparelho de TMS medido com indutor, a escala de cores é referente a
intensidade do campo e é dada em Teslas (T). (¢) Imagens de fase da distribuicio da componente z do campo

magnético produzido por uma corrente dc de 1.12A. (d) Representacio tridimensional da distribui¢io do campo
magnético produzido por uma corrente dc de 1.12A e medidos com MRI de fase.

Embora nao tenhamos realizado nenhum teste de correlacdo entre os mapas obtidos
pelas MRI e pelo indutor, ¢ nitida a semelhanca entre eles. Essa constatacdo confirma, entdo,
que a extrapolagdao dos resultados obtidos pelo mapeamento de campo magnético utilizando
as MRI de fase para os pulsos de TMS ¢ valida.

Vale ainda ressaltar que a maior dificuldade encontrada nesse estudo foi determinar a
intensidade do campo magnético dc necessario para a realizacdo das medidas de GRE. O
campo magnético dessas bobinas decai muito rapidamente com a distancia, assim a faixa na
qual ¢ possivel se fazer medidas de inomogeneidade de campo se resume a poucos
centimetros. Essa faixa ¢ ainda reduzida com a diminui¢ao das dimensdes da bobina, pois o
campo magnético diverge ainda mais rapidamente.

O problema poderia ser solucionado aumentando-se a corrente nas bobinas, tornando
assim o campo magnético mais intenso. Entretanto, quando o campo se torna muito intenso,
ele destroi por completo o sinal, dessa forma impossibilitando qualquer medida. Assim, a
escolha da magnitude do campo magnético, determinado pela corrente que passa pelas

bobinas, ¢ crucial para selecionar qual regido deve ser mapeada.
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Desenvolvimento de novas arquiteturas de bobinas para TMS

A figura 28 traz a fotografia e a respectiva distribui¢cdo espacial das componentes z das

bobinas de estimulagdo desenvolvidas em nossos laboratorios. Optamos por demonstrar

apenas a distribui¢do espacial desta componente para facilitar a visualizagcdo, uma vez que a

componente Z (normal a face da bobina) ¢ muito maior que as demais, na regido de interesse.

Tipo de Bobina Fotografia Mapa de Campo F'lulx iate hllg‘(;ﬁzr
8 simples 0,11G 2,13V
8 dupla - -
8 multipla 0,25G 1,58V
D grande 0,47G -
MA1 0,40G -

Figura 28. Novas conformacdes de bobinas e suas respectivas distribui¢ées da componente de campo magnético
perpendicular ao plano da superficie.
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Lembrando que a bobina em forma de 8 da marca neurosoft, com dimensdes
10x20cm2, produziu 0,3G quando percorrido por uma corrente de 1A medidos com o fluxgate
e induziu um forca eletromotriz de 0,414V em um indutor circular de uma espira com raio de
4mm, quando o pulso foi disparado pelo equipamento de TMS a 100%.

Como podemos notar, todas as geometrias sdo variagdes da bobina em forma de 8§,
com isso a diferenca fundamental na distribuicdo do campo se da na regido de alto gradiente,
na jungdo entre as duas asas. Se observarmos a bobina em forma de “D grande”, por exemplo,
ela apresenta simetria linear na jun¢do das bobinas, o que justifica sua aplicagdo em nervos
periféricos, enquanto que a bobina em forma de 8 simples apresenta simetria mais pontual na
jungdo das asas, com isso uma aplica¢do interessante seria em pequenos animais.

Em um primeiro momento, analisamos o perfil do campo magnético gerado por todas
essas conformagdes pelo método de MRI e pelo fluxgate, utilizando uma fonte de corrente
continua. Em seguida, tendo em vista que vislumbra-se a utilizacdo dessas bobinas acopladas
a um aparelho de TMS, realizamos alguns testes com as bobinas 8 simples, 8 dupla e 8
multipla ligadas a fonte do aparelho de TMS. Nesse experimento as bobinas foram sujeitas a
um pulso com tensdo de pico da ordem de quilovolt (kV) e dura¢do de aproximadamente
300us. Todas as bobinas suportaram bem a carga, sendo possivel realizar 5 estimulagdes, em
média, com cada um delas, antes de atingirem o regime de superaquecimento.

A bobina 8 simples apresentou as maiores intensidades de campo elétrico induzido.
Por outro lado, as bobinas com multiplos enrolamentos apresentaram inducdo fraca,
provavelmente porque o acoplamento das multiplas camadas de enrolamento fizeram com que
ocorresse diminui¢do da intensidade do campo magnético total, bem como a variagdo do fluxo
magnético. Descartamos entdo todas as conformagdes que usavam mais de uma camada de
enrolamento e demos mais aten¢do para a bobina 8 simples.

Fizemos entdo um teste em ratos com a intensao de avaliar se essa bobina era capaz de
estimular o cortex do animal. Foram evocados potenciais motores, avaliados por observagao

visual da contracdo involuntaria tanto das patas anteriores quanto das posteriores. Entretanto,
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infelizmente a presenca de artefatos nos registros de MEP foi significativa, em decorréncia da

fonte utilizada (Neurosoft), que produz muito ruido na recarga de seus capacitores.

Desse modo, para o registro do MEP foi testada uma bobina conica de humanos
modelo Magpro, da marca Magventure, bem menos ruidosa que o aparelho da NeuroSoft. A

montagem experimental e o sinal de EMG podem ser visualizados na Figura 29.

Artefato
TMS

=10ms— /(@

15 20

0
30 | — Tempo (ms)

Figura 29. (a) Experimento de aplicacio de TMS em ratos utilizando a bobina cdnica de humanos (b) e a bobina de
pequenos animais 8 simples. (¢) Imagem mostra o posicionamento dos eletrodos M1 e M2, na pata traseira, e a
referencia R, sobre uma vertebra da coluna dorsal. (d) Sinal de EMG adquirido utilizando a bobina conica do
aparelho MagPro, o quadrado verde no sinal destaca o artefato devido ao pulso de TMS e o quadrado em vermelho

destaca o MEP.



73

Nessa imagem podemos visualizar que o MEP ocorre cerca de 10 ms ap6s a aplicagao
do pulso de TMS, resultado coerente com estudos de Luft e colaboradores (Luft, Kaelin-Lang
et al., 2001), que encontram valores de transito entre 5 e 12 ms para ratos.

A utilizagdo de bobinas de humanos torna a técnica inespecifica, ja que, praticamente
todo cérebro do animal ¢ estimulado. Desse modo, para se realizar estudos mais especificos,
torna-se necessaria a utilizacdo da bobinas pequenas. Para esse fim estamos desenvolvendo
novos conectores para que possamos alimentar as bobinas com fontes mais estaveis, de
equipamentos de TMS disponiveis no mercado.

Outro teste foi realizado com a bobina 8 simples, que consistiu na estimulagdo do
nervo braquial e medida do MEP no musculo Flexor Radial do Carpo de um individuo
saudavel. A Figura 30 mostra o posicionamento da bobina e o respectivo sinal de EMG. O
artefato presente no sinal de EMG ¢ devido ao pulso magnético de grande intensidade
préximo ao eletrodo, e o ruido ¢ devido a constante carga do capacitor, que o aparelho da

Neurosoft necessita para que esteja pronto para o disparo.
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Figura 30. Estimulacio do nervo braquial utilizando uma bobina 8 simples. O sinal representa 0 MEP devido a
estimulaciio magnética. O artefato presente é devido ao pulso magnético de grande intensidade, e o ruido é devido a
constante carga do capacitor, que o aparelho da Neurosoft necessita para que esteja pronto para o disparo.

Tendo em vista que a principal intengdo na producdo de novas geometrias de bobina €
a estimulacdo de regides mais superficiais, como por exemplo, em pequenos animais € nervos
periféricos, as bobinas devem apresentar dimensdes menores que aquelas utilizadas em

experimentos em humanos. Para tanto, a espessura dos fios ¢ pequena e o adensamento,
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maior. Por outro lado, com essa configuracdo as bobinas apresentam aquecimento superior as
comerciais de humanos, tornando necessaria a implementacao de estratégias de arrefecimento.
A Figura 31 traz dois modelos de bobinas com arrefecimentos, em processo de

desenvolvimento.

Figura 31. a) Bobinas 8 simples enroladas com fio de cobre e caixa para circulagdo de 6leo. b) Bobinas enroladas com
tubo de cobre. A esquerda, apenas a bobina, e a direita, a bobina acoplada ao Estimulador e ao sistema de
arrefecimento.

Utilizada de forma convencional, a bobina 8 simples suportou at¢ 5 pulsos
consecutivos antes de superaquecer. Com a utilizagao do sistema de arrefecimento (Figura
31a), foi possivel utiliza-la por mais de 15 minutos, recebendo 100% da capacidade da fonte
do aparelho da NeuroSoft, totalizando 1000 pulos com frequéncia de 1 Hz, sem qualquer sinal
de instabilidade da bobina. O mesmo comportamento foi observado para as bobinas em

espiral dupla de tubos de cobre.

5.1.2 Implementacido do Neuronavegador

A Figura 32 mostra a interface do Neuronavegador InVesalius em operagdo. A
interface possibilita ao usudrio selecionar qual rastreador quer utilizar, dentre os cinco

modelos que atualmente sao suportados pelo programa.
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Figura 32. Tela do InVesalius com a aba de neuronavegacio, o centro das cruzes vermelhas, que corresponde ao
ponto vermelho na imagem de reconstrucio volumétrica, indicam a posicio relativa a sonda do rastreador espacial
que se encontra sobre a cabeca do voluntario.

Ainda na Figura 32, em um segundo menu flutuante, pode se ler “Double Ref Mode”.
Esse menu permite selecionar o tipo de navegacao que o usuario deseja realizar, com uma ou
mais referéncias. No caso de uma tnica referéncia, o voluntario deve ficar com a cabecga fixa,
como, por exemplo, pelo uso de uma queixeira oftalmologica. Com duas referéncias, ¢
possivel fixar uma delas na cabega do sujeito e outra fazer o rastreamento, ou ainda, fixar em
alguns instrumento de interacdo com o voluntario, como por exemplo, a bobina de TMS.

Logo abaixo pode-se notar botdes (TEI, TDI, FNLLTET, TDT, FNT), e campos de edicao
de texto. Cada botdo antecede 3 campos de edicao texto, que correspondem as coordenadas x, y €
z dos pontos estereotaxicos na imagem e no rastreador utilizados para o corregistro.

Uma vez que os pontos foram selecionados, o usuario deve clicar no botdo
“Corregistrate” para alinhar as posi¢cdes da imagem com as obtidas pelo rastreador espacial, e
em seguida clicar no botdo “Neuronavigate’, que fica ativo e faz com que o InVesalius leia a
porta do rastreador, atualize as posi¢des em tempo real, € mova o cursor (em vermelho) nas

imagens.
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Além de fazer o rastreamento, em muitas aplicagdes ¢ necessario criar marcacdes nas
imagens. Essas marcas geralmente estdo relacionadas com alguma intervengdo no escalpo do
individuo naquela posicao. Por exemplo, o posicionamento da bobina de TMS, ou a abertura de
um orificio para a passagem de uma canula. A Figura 33 mostra a aba do Neuronavegador com a

ferramenta para criar marcadores e coletar os valores de suas posi¢oes relativas as imagens.

Amuive  Ajuda

EE [ = O 4+ A B
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B a1

Figura 33. Tela do Neuronavegador InVesalius na aba de criacio de marcadores. Nesse exemplo os pontos em azul e
verde sdo as posicoes que receberam a TMS no mapeamento de cortex motor.

Nessa aba podemos ver o botdao “Create Markers”, e do lado dele um botdo pequeno
em verde. Quando ele ¢ clicado, abre uma palheta de cores, que define a cor do marcador. A
cor que foi selecionada ¢ entdo apresentada no botdo. Depois de selecionada a cor do
marcador, o usuario deve posicionar o cursor na posi¢ao que deseja fazer a marcagdo e em
seguida clicar no botdo “Create Marker”. Essa a¢do cria entdo um marcador na imagem, que
pode ser visualizado na Figura 33, sendo eles as esferas em azul e verde. Nesse exemplo, os
marcadores representam as posi¢oes que sofreram estimulagdo em um mapeamento por TMS.
Os Marcadores também podem servir para aprimorar o alinhamento entre a imagem de

ressonancia e os pontos coletados pelo NeuroNavegador.
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Na Figura 34 pode-se observar a nuvem de pontos coletados sobre a cabega de um
voluntario utilizando o InVesalius, € o posterior corregistro da nuvem de pontos com a
imagem de ressonancia magnética. Podemos notar que os pontos estdo perfeitamente

distribuidos sobre a reconstru¢ao volumétrica da MRI estrutural.
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Figura 34. Nuvem de pontos coletados com neuronavegador ao redor da cabeca de uma pessoal, e sua posterior
sobreposicio na reconstru¢io volumétrica da MRI estrutural.

A Figura 35 ilustra um caso no qual o alinhamento da MRI nao foi devidamente

ajustada a nuvem de pontos.
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Figura 35. Exemplo de erro de corregistro da nuvem de pontos com a respectiva MRI.
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Nos casos de erro de corregistro como na Figura 35, deve-se fazer o ajuste manual,
baseado apenas nas informacdes visuais. Esses erros sdo geralmente provenientes do pequeno
numero de pontos utilizado no ajuste, na versao atual, utilizamos trés pontos fiduciais, assim
se for cometido um pequeno erro na aquisi¢ao de um desses pontos, esse erro vai se propagar,
causando um grande desalinhamento no final, como mostrado na Figura 35. Porém, hoje ja ha
pacotes computacionais dedicados para esse tipo de aplicagdo, como € o caso do Iterative
Closest Point (ICP), implementado em VTK. Entretanto essas rotinas ainda estdo sendo
implementadas no Neuronavegador InVesalius, para fazer esse corregistro volumétrico fino
de forma automatizada.

Por fim, para a calibracdo do software construimos um conjunto de coordenadas
fisicas e suas representacdes virtuais. Construimos também um sistema de grade para o

controle de qualidade dos sistemas de rastreamento espacial, mostrado na Figura 36.

Arquwve  Apuda
R E R &
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2 Seec) ryges of mieremt.
JuCocigus 10 pafece
A, Uthan ranagaton ptem
[Errer——

M
m
s | [
w
m

2|22 ®] W]

Figura 36. Tela do InVesalius na aba de neuronavegacdo, carregado com o sistema de coordenadas virtual, e
fotografias do sistema de coordenadas correspondentes.
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Embora ainda ndo tenhamos desenvolvido os protocolos de calibracdo do
Neuronavegador, em observagdes preliminares notamos que os fatores limitantes da precisao
sdo as fontes de ruido e artefatos do rastreador espacial, que no caso do Polhemus pode ser
qualquer estrutura metalica que esteja proxima as sondas, para o Claron ¢ a fonte de
iluminagdo e para o Zebris o tamanho da sala onde sdo realizados os experimentos. Outro
fator importante que pode gerar imprecisao no método vem dos algoritmos de corregistro, que

atualmente sdo construidos com uma transformada de corpo rigido representada por 3 pontos.

5.1.3 Implementa¢ido do MEPHunter

Na Figura 37 ¢ possivel visualizar a tela principal do programa de analise de sinais

MEPHunter.

n MEPHunter_Main tﬂ_ﬂ
% S ":.ﬂ}' "l.!:] »

D:\Andre\Doutorado\Projetos\Procad U5|T Abrir

Selecione o EMG: |y l —r—
T Myosystem & mL J

BioPac
0.5 BioPac Map

SEN i HENEE

o

-05

0 0.5 1 15 2 25

— Principal x 10
Pré Processamento ‘ | Processamento ‘
Visualizador i Exportar ‘

Figura 37. Tela inicial do programa MEPHunter como o menu flutuante dos tipos de arquivos de EMG que podem
ser lidos.
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Essa interface permite ao usudrio carregar o sinal de EMG com facilidade. Atualmente
o programa oferece suporte para dois formatos de arquivo, ASCII e Binario, provenientes de
dois equipamentos de EMG, o Myosystem e o BioPac. Existe ainda a op¢ao BioPac Map, que
deve ser utilizada para estudos de mapeamento do cortex motor, no qual existe mais de um
arquivo contendo informac¢ao de MEP de um mesmo estudo.

Apo6s carregar o arquivo contendo o sinal de EMG, ele pode ser pré-visualizado na
janela principal, a qual conta com ferramentas de zoom in, zoom out, arrastar e mostrar os
valores de posi¢do (x e y) de determinado sinal.

Apo6s carregar o sinal na interface principal, ele deve passar por uma etapa de pré-
processamento, cuja principal fun¢do ¢ eliminar o ruido e tornar o sinal bioldgico mais

evidente. Entretanto, utilizando o filtro de amplitude, algumas vezes o sinal bioldgico pode

ser destruido junto com o ruido como mostra o exemplo da Figura 38.

B MEFHunter Filter = 8 B MEPHunter Filter =
BRaw al [RR o 5
Faros 2000 : : : . Fitros 5000
Ampitute BO00 4 Ampltude B000 <4

Rejota Faccn | | Retafaba | |0

Sabvar Sahar

2000 2000

Marcador ‘

Feset |
2000

2000

-4000 -4000 4

oK oK
8000 - L L - =y s i :
] 5 5

x 10" x 10"

Figura 38. Tela da interface de pré-processamento do MEPHunter. No detalhe, a elipse em vermelho mostra a
supressao indevida de um MEP durante o pré-processamento.

O sinal do MEP destacado com a elipse vermelha desapareceu na Figura 38 (b). Para
evitar a eliminac¢ao indevida de sinal, criamos uma ferramenta que protege uma faixa do sinal,

representada graficamente por um tridngulo verde no inicio e um tridngulo vermelho no final
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da regido a ser protegida. A Figura 39 mostra o mesmo exemplo acima, utilizando a

ferramenta de protecao aplicada sobre o segundo MEP do sinal.

B MEPHunter_Filter = = [ MEPHunter Filter - L )
BExaa « ER @R ~
Fitros so00 : T T T Fitros g0 b 3

Ampiude | go0o ( ) 1 Amplode ) hsoo ( ) 1
Rejeta Favcn | || | Rejeta Fana
. 1000
Sanver Sadvar
| | o0 ]
s00 4
Marcador Marcador
J o J |
_ ot i A
Reset Reset ry y {
2000 § |
=00 ]
4000
-1000
oK oK
8000 1 L ! . " " L L i . ]
o 0s 1 15 2 25 as ass k1.3 385 a7 aTs as
= 10" =10*
B MESHunter Filter - oo Sl W] MEPHunter Filter - e x|
1% =R OR » R OE o
Fitros — Fitros 2000 - : -
| () (d)
— 1500 r \ L Ampituce k000 1
=
| Repda Faoa | \ Rejedn Faxa s
1000 4
Satvar Sakvar
| 2000
s00 ]
Marcacor Marcador
|] e | ] .
= 2 /| \ Vd | 1
et ol \/ -{
e | \ iszco 2000
U'\ | N
00 | | .
-4000
|f
oK v oK
! L1000 s N L " L " L . L v d
361 3612 3614 3616 3618 362 382 3624 3628 3628 e
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Figura 39. Exemplo de pré-processamento de um sinal de EMG. (a) Sinal bruto do EMG. (b) zoom in no segundo
MEP. Nessa figura é possivel notar que a amplitude do ruido é da mesma ordem da amplitude do MEP. (¢) Colocacao
de marcadores pare evitar a eliminacio desse trecho do sinal. (d) Sinal pré-processado sem a elimina¢io do segundo
MEP como ocorreu no exemplo da Figura 38.

Uma vez que o ruido foi devidamente atenuado podemos passar para etapa de
processamento. A Figura 40a mostra a interface de processamento do MEPHunter. Essa
interface conta com trés estratégias de deteccdo de MEP: por correlagio cruzada, pela
amplitude, e pela utilizacdo de um trigger. Como a detec¢ao do sinal ¢ automatizada, criamos
uma interface para selecionar os MEP que devem ser excluidos da amostra, mostrada na
Figura 40b. Nessa interface também ¢ possivel visualizar a amplitude do MEP em evidéncia
(em preto), bem como a média de todos os MEP do sinal (verde claro e preto). Apos a selegao

dos MEP, todas as variaveis do processamento sdo salvas e estdo prontas para serem
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exportadas para formato ASCII, possibilitando a realizacdo de analises em outras plataformas,

como por exemplo, o programa Origin, ou o programa Prisma. O MEPHunter ainda conta

com uma interface de visualizagcdo, que permite o usuario visualizar informagdes do MEP de

projetos salvos anteriormente. As Figura 40a e Figura 40b, respectivamente, mostram as

interfaces visualizagdo e de exportacao.

[ MErHunter_Processing

[t | B MEPHunter Select

- SO
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MEP_§

<« Anterior || Proxime x>
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b
Panai Correlagho
Commeingio Predesms
Ampitude Ll
u
Trigges =
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Stkeconat MEF
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/ :
Y
000 A
| \
\ Ilf \
] e,
L E =
\ /
v,
000
L] " 20 3 40

B MErHunter Viewer

|
- 6000

6000
Visualkzar-
MER_S fon

2000

Proximg >

=

Amphtude: 13157 | 5000
Ampitude 63858

4000

B MEPHunter_Export

Aoy

2000

(b)

(== | &

— Exportar

| Média e Desvio Pa...
[7] Ampitu...

MEPs

Dados Brutos e Pré Proc...

Nome dos arquivos
media.txt

ampltudes. txt
meps. b

dados.txt

Exportar

! Sair d)

-6000

Figura 40. (a) Tela da Interface de processamento do MEPHunter, nesse exemplo podemos ver os botdes relativos as
ferramentas de correlacio cruzada, sendo que na tela maior temos todo o sinal do EMG, e na tela pequena, temos a
preditora para ser realizar a correlacdo. (b) Tela de selecio de MEP. (c) Tela de visualizacio dos sinais de MEP de
projetos salvos. (d) Tela de exportacdo para o formato ASCII.

As Figura 41 a Figura 46 se referem a interface de andlise do mapa motor pelo

MEPHunter. Essa interface emprega as fun¢cdes do MEPHunter convencional, entretanto

permite que o usudrio analise simultaneamente o sinal em diversas posi¢des. Além disso,
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nessa interface ¢ possivel analisar a respostas de varios canais do EMG no mesmo estudo,
possibilitando avaliar a resposta de diferentes musculos simultaneamente.

A Figura 41 traz a tela do programa quando os dados brutos sdo carregados. Nesse
caso, a escala temporal e a amplitude do artefato de TMS nao possibilitam a visualiza¢ao dos
MEP. Para que seja possivel visualizar os MEP, a interface conta com a ferramenta de zoom,
arrastar € um cursor que mostra as coordenadas x ¢ y de um determinado dado dentro do sinal.
Para encontrar os MEP o programa utiliza como trigger o artefato de TMS. A Figura 42
mostra a selegdo automatica dos artefatos identificados por uma linha verde, ¢ o pico do
artefato por um circulo vermelho.

No entanto, em alguns casos, podem ocorrer erros na identificagdo dos artefatos. Para
tanto o MEPHunter conta com uma estratégia de deteccdo semiassistida (interface que
nomeamos de TriggerDetect), que pode ser visualizada na Figura 43.

Ja na Figura 44 mostramos a tela da interface de analises multiplas mostrando a
sobreposi¢do das faixas de 60 a 80 ms apos a aplicagdo do pulso de TMS, enquanto que na
Figura 45 mostramos a promediag¢do dos sinais de cada janela da Figura 44, com marcagdes
de maximo ¢ minimo do MEP (cruz vermelha), bem como o seu inicio e o fim (tridngulos

verde e vermelho).
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A Figura 46 mostra a janela de edicdo (MEPDetect) que da mesma forma que no
TriggerDetec permite o usuario identificar manualmente os valores de pico a pico e inicio e final do
MEP, bastando pra isso clicar na posi¢ao de interesse. Nas imagens, o triangulo verde indica o inicio
do MEP, o triangulo vermelho o final e os circulos vermelhos o valor de méximo e minimo.

Depois de identificado os valores de maximo e minimo, o programa permite a
visualizacdo dos resultados em um mapa de cores como mostrado na Figura 46b. Esse mapa
pode ser utilizado a posteriori para comparacao com outras técnicas de mapeamento, ou ainda

para sobreposi¢do a imagens anatomicas, de modo a possibilitar que informag¢des anatdmicas

e funcionais sejam sobrepostas.
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Figura 46. Tela da interface de anilises miltiplas mostrando a janela de selecio manual dos valores de: minimo e maximo do
MEP, bem como o seu inicio e fim. b) Mapa de cores relativos aos valores de pico a pico dos MEPs mostrados em a).
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5.1.4 Implementacao do TMSProjection

A Figura 47 mostra a interface do programa TMSProjection carregado com os
volumes estrutural e funcional, a méascara de pontos obtidas pelo neuronavegador e os mapas

de fMRI e MEP.

TMSProjection_Main

Abrir
im&gurﬂ Estrutural
Mapa Fuﬂ‘tl‘.!fﬁ!'
Pontos do Neuronavegador

" Mascara de Ponios do Neuronavegador ]
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Operacdes

Projegéo MEPs

Load Salvar

Estatistica Exportar
Projecio
Mapa do MEP

e : Tl
Debuq Maostrar Imagens
Mapa de IMAI Posicao da matriz "data.ime" Estrutural Mapa Neuronav || Mascara Projecao ROIS
datatmr "l apha [ apha L) carn
Neuronav sem extrapolacao — Reorentacso
neuronav —Zy g
Mapa (| 3|, 2|,|1] )|ok Fip X
iR S oK Fip Y
4 Esuweal ( (2], (1,3 ) | J [ s
5 2 Pontos  ( ] .7z]1.[3] )| oK FiozZ | ! Mapa IMAI

Figura 47. Tela da interface do TMSProjection. A interface conta um eixo de visualiza¢do tridimensional, onde sio
exibidos os volumes de MRI e nuvem de pontos, e com 4 painéis (Abrir, Operacdes, Projecio, Imagem). O painel
Abrir apresenta cinco caixas de edicio de texto para os caminhos dos arquives que serdo abertos. No painel
Operacgoes ficam os botdes com as ferramentas principais do TMSProjection. No painel Projecio, podemos observar o
Mapa de TMS e a projeciio das posicdes que receberam a TMS nas fMRI. O painel Imagem apresenta as ferramentas
graficas, como reorientacio, espelhamento, transparéncia, entre outras. Nesse exemplo chamamos a atencio para o
desalinhamento dos volumes de ressonincia funcional e estrutural, bem como a nuvem de pontos.
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Podemos notar que os volumes funcional (mapa volumétrico colorido) e estrutural
(superficie rosa translicida, que representa a parte externa da cabeca), bem como a mascara
de pontos (pontos em azul, resultado da varredura do neuronavegador sobre toda a superficie
da cabecga), se encontram em orientagdes diferentes. Assim, utilizando a ferramenta de
reorientacao ¢ possivel alinhar os trés objetos virtuais.

A Figura 48 mostra as imagens estrutural e funcional, juntamente com a mascara de

pontos alinhadas depois da reorientagao.

TMSProjection_Main
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Operacoes
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Figura 48. Tela da interface do TMSProjection com os volumes de MRI e nuvem de pontos alinhadas.
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Uma vez que os objetos se encontram alinhados, o TMSProjection faz a projecao dos
pontos onde foram realizadas as TMS sobre o volume funcional para a criagdo do mapa de
fMRI com a mesma dimensao do mapa de TMS. A Figura 49 traz um exemplo da projecao

dos pontos que foram estimulados.
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Figura 49. Tela da interface do TMSProjection mostrando a projeciao dos pontos obtidos pelo neuronavegador de um
mapeamento motor de TMS, sobre as imagens funcionais. O resultado da projecio é o mapa que se encontra no canto
inferior esquerdo da figura. Na representacido tridimensional os pontos em preto representam as posicdes que
receberam a TMS; as linhas em rosa representam a direcdo da projeciio das posi¢des que receberam a TMS ao centro
de massa do volume da fMRI; e os circulos em preto sdo as regides projetadas no volume da fMRI.
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No painel Projecdo, o primeiro mapa ¢ relativo ao exame de TMS e o segundo ao
exame de fMRI. Podemos observar na representacdo tridimensional os pontos em preto, que
representam as posi¢des que receberam a TMS; as linhas em rosa, que representam a dire¢ao
da proje¢do das posicdes que receberam a TMS ao centro de massa do volume funcional; e os

circulos em preto sdo as regides projetadas no volume das fMRI.

5.2 Aplicacdo em Pacientes com AVC

5.2.1 Estudos dos mapas motores por fMRI e TMS

Nessa sessdo trazemos os resultados dos experimentos de mapeamento motor por
fMRI e TMS, dos pacientes e dos sujeitos controle. Mostramos aqui trés analises, a primeira ¢
a respeito das caracteristicas do mapa de fMRI, comparando os resultados dos sujeitos
controle, pacientes mao parética e pacientes mao sadia; a segunda sobre as caracteristicas do
mapa de TMS, comparando os resultados dos sujeitos controle, pacientes mao parética e
pacientes mao sadia; por fim, a terceira ¢ a comparagdo entre os mapas de fMRI e TMS
dentro de cada um dos grupos.

A Figura 50 traz um exemplo de mapas de fMRI em representacdo planar, nos cortes
Sagital, Coronal e Axial para um sujeito controle ¢ um paciente com AVC. As cores

representam os valores de 3 obtidos pelo GLM para a tarefa de abrir e fechar a mao.
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Controle

Paciente

(b)

Figura 50. Mapas de fMRI em representacio planar, nos cortes Sagital, Coronal e Axial. Os mapas de cores
representam os valores obtidos do GLM para a tarefa de abrir e fechar a mao. (a) fMRI de um sujeito controle. (b)
fMRI de um paciente com AVC.
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Podemos observar na Figura 50 que as regides estatisticamente engajadas na tarefa
motora determinadas pelo GLM, parecem estra mais difusas nos pacientes do que no sujeitos
controle. Entdo, para analisar de forma quantitativa essas possiveis diferencas, realizamos um
estudo para avaliar as caracteristicas das fMRI em um ROI de 5x5cm? sobre o cortex motor.

A Figura 51 traz os graficos de barra das caracteristicas dos mapas de fMRI em
resposta a movimentac¢ao da mao parética e sadia de pacientes com AVC cronico e individuos
controle. As caracteristicas avaliadas para os mapas de fMRI foram a entropia do mapa de
projecdo (5x5 pixels) mostrado na Figura S51a; a entropia do mapa motor (50x50 pixels)
mostrado na Figura 51b; o valor maximo de B provindo dos calculos do GLM, mostrado na
Figura 51c e o niimero de ocorréncias de pixels que possuiam um valor de p associado

(provindo do GLM) menor do que 0,001, mostrado na Figura 51d.
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Figura 51. Resultados das andlises dos mapas de fMRI em resposta a movimentagio da mio parética e sadia de
pacientes com AVC crénico e individuos saudaveis. (a) Entropia da projecido 5x5 pixels; (b) Entropia da projecao
50x50 pixels; (c) Maximo valor de f; (d) Numero de voxels acima do limiar. pPS representa o p valor da comparaciao
entre o grupo de pacientes mio parética e pacientes mao sadia; pPC representa o p valor da comparacio entre o
grupo de pacientes mio parética e sujeitos controle; pSC representa o p valor da comparacfio entre o grupo de
pacientes mao sadia e sujeitos controle.
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A Figura 51a e Figura 51b trazem informagdes de entropia dos mapas de fMRI, na
mesma regido em que foi feito o mapeamento por TMS.

O achado de que a entropia nos mapas relativos a mao parética ¢ maior do que nos
voluntarios (p < 0.04), sugere que as regides motoras no cortex dos pacientes estd mais difusa do
que nos sujeitos normais. Assim, de maneira diferente dos individuos controles, que geralmente
apresentam respostas BOLD em regides melhor delimitadas em resposta a tarefas motoras,
pacientes que sofreram AVC podem apresentar respostas BOLD em regides que ndo estdo
classicamente relacionadas ao sistema motor (Pineiro, Pendlebury et al., 2001a). Essas diferencas
tem duas possiveis explicagdes. A primeira delas € que devido a lesdo das estruturas motoras o
cortéx sofreu plasticidade, e as estruturas motoras ndo classicas estdo realmente engajadas na
tarefa motora. A segunda ¢ que o mapa reflete as alteragdes vasculares dos pacientes com AVC e
que podem ser, inclusive, um artefato metodoldgico assunto tratado em um trabalho recente do
nosso grupo, o qual demonstra que o sinal BOLD pode estar alterado em pacientes que sofreram
AVC (Mazzetto-Betti, Pontes-Neto €t al., 2010).

Baseado nos resultados desse mesmo trabalho, esperavamos encontrar uma redugdo
dos valores de B em pacientes com AVC cronicos, devido a queda da amplitude do sinal
BOLD durante a aquisi¢cdo. Entretanto na Figura 51c notamos que embora a mediana dos
valores maximo de beta nos mapas dos sujeitos controle sejam maiores que a mediana relativa
a mao parética, essa diferenca nao foi significativa (p <0.1).

Da mesma forma, também esperavamos encontrar um maior nimero de ocorréncias de
valores acima do limiar nos mapas dos sujeitos controle quando comparado com os pacientes,
porém mais uma vez a diferenga ndo foi significativa (p < 0.19), como ¢ possivel notar na
Figura 51d.

A fim de responder a pergunta colocada anteriormente, se a resposta motora nos

mapas de fMRI em regides anatomicas nao classicas, seria realmente devido ao engajamento
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dessas regides, mostrando entdo indicios de plasticidade, ou se seria apenas artefato, devido
ao comprometimento da resposta hemodinamica dos pacientes que sofreram AVC, realizamos
o mapeamento do cortex motor pelo técnica de TMS, pois ela realiza medida
eletrofisiologicas, sendo menos afetada pela alteracao da vasorreatividade.

Assim, primeiramente realizamos um estudo das caracteristicas dos mapas de TMS,
como anteriormente feito para os mapas de fMRI, e em seguida realizamos uma comparacao
entre os dois mapas. A Figura 52 traz os resultados das caracteristicas dos mapas de TMS em
resposta ao pulso de TMS aplicado sobre o cértex motor da mao parética e sadia de pacientes
com AVC cronico e individuos saudaveis. As caracteristicas avaliadas para os mapas de TMS
foram a entropia do mapa de TMS (5x5 pixels), mostrado na Figura 52a e¢ o numero de

ocorréncias de pixels que possuiam amplitude maior do que 50uV, mostrado na Figura 52b.
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Figura 52. Resultados das analises dos mapas de MEP da mio parética e sadia de pacientes com AVC crénico e
individuos saudaveis. (a) Entropia do mapa de 5x5 pixels; (b) Nimero de células que obtiveram MEP acima de S0pV.
pPS representa o p valor da comparagio entre o grupo de pacientes mio parética e pacientes mao sadia; pPC
representa o p valor da comparacgio entre o grupo de pacientes mio parética e sujeitos controle; pSC representa o p
valor da comparacio entre o grupo de pacientes mio sadia e sujeitos controle.
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A Figura 52a revela comportamento oposto ao da Figura 51a e Figura 51b, que trata
da entropia dos mapas funcionais, sendo que a entropia para o mapa de TMS dos controles foi
maior do que no hemisfério afetado dos pacientes. Embora esse resultado possa parecer
contraditdrio pode ser explicado pelo método que foi realizado para o célculo de entropia. Na
equacdo 7 podemos notar que a entropia € diretamente proporcional a n, que esta relacionada
ao numero de ocorréncias em um determinado intervalo do histograma. Como os dados de
MEP sio todos normalizados devido a grande variagdo intra e interespecifica, o nimero de
elementos ndo nulos, dentro da matriz que compdes o mapa de TMS, se torna predominante
para determinar a entropia do mapa. A Figura 52b confirma essa hipotese, na qual pode-se
notar que o numero de pixels em que ocorreram os MEPs sdo maiores no sujeitos controle do
que no cortex ipsilesional (p < 0.04) e mais que isso, podemos notar que os graficos de barra
das Figura 52a e Figura 52b apresentam comportamento muito parecido, embora na Figura
52a ndo tenhamos encontrado nenhuma diferenca significativa entre os grupos.

Provavelmente essa diferenga no niimero de ocorréncias se deve ao fato de que no cortex
ipsilesional o nimero de neurdnios com projecao corticoespinhal esteja reduzido em relagdo ao
hemisfério contralesional e dos sujeitos controle. Dessa maneira, a resposta de MEP ¢ reduzida e
por consequéncia, tem-se uma reduc@o no numero de ocorréncia de MEP no mapeamento.

Aqui vale a pena chamar a atencdo para um fato interessante, que embora o teste
estatistico tenha rejeitado a maioria das comparagdes entre os grupos, todos os graficos
apresentam o mesmo comportamento, no qual os resultados obtidos para a mao contralateral
ao hemisfério com a lesdo e os resultados obtidos para os sujeitos controles, sempre
apresentam valores extremos (um ¢ minimo ¢ o outro ¢ maximo, e vice-versa), enquanto os
resultados para a mao ipsilateral ao hemisfério com a lesdo, apresenta valores intermediarios.

Esse comportamento vai na mesma dire¢do de achados recentes, que encontraram que

em pacientes que sofreram AVC unilateral, embora apresentem déficits motores mais severos
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na mao contralateral a lesdo, a mado ipsilateral também pode apresentar déficits
sensoriomotores (Desrosiers, Bourbonnais et al., 1996; Brasil-Neto ¢ De Lima, 2008).

A Figura 53 traz os resultados para as comparacdes entre os mapas de fMRI e de MEP
obtidos da mdo parética e sadia de pacientes com AVC cronico e de individuos saudaveis. As
caracteristicas avaliadas para a comparagdo dos mapas de fMRI e TMS foram a correlagdo
cruzada bidimensional entre os mapas de fMRI e TMS; a distancia entre as posi¢cdes de
ocupacao do pixel que possui o valor méximo de B do mapa de fMRI e do pixels que possui a
maior amplitude de MEP do mapa de TMS (Distancia pico-pico) e o nimero de coincidéncias

de valores nao nulos (Intersec¢cao AND).
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Figura 53. Resultados das comparacdes entre os mapas de fMRI e TMS. (a) Correlacio cruzada bidimensional; (b)
Distiancia euclidiana entre as posicées do maximo de e de maximo valor de MEP; (c) Interseccio tipo “AND”, que
considera as coincidéncias de valores nio nulos. pPS representa o p valor da comparacio entre o grupo de pacientes
mio parética e pacientes mao sadia; pPC representa o p valor da comparacgio entre o grupo de pacientes mio
parética e sujeitos controle; pSC representa o p valor da comparacio entre o grupo de pacientes méo sadia e sujeitos
controle.



101

Analisando a Figura 53a, podemos notar que os mapas de fMRI e MEP tiveram
correlacdo muito baixa, sendo praticamente indistinguiveis os valores de correlacdo entre
sujeitos controle e pacientes. O coeficiente de correlagio ¢ uma boa ferramenta para se
comparar comportamentos de duas fungdes. Entretanto, os mapas de fMRI e MEP sdo
medidas de fenomenos distintos, inclusive de tarefas distintas, e portanto ndo envolvem
exatamente as mesmas regides corticais na tarefa, muito embora espera-se que regides
correlatas estejam engajadas em ambas tarefas. Sendo assim, o teste de correlagdo cruzada
bidimensional ndo ¢ o mais apropriado para a comparagao entre os mapas de fMRI ¢ MEP.
Desse modo, outras analises foram buscadas.

A Figura 53b apresenta a distdncia média entre o maximo encontrado na fMRI
(posi¢do do maximo valor de beta) e 0 maximo valor encontrado no mapa de TMS (posicao
da maior amplitude pico a pico). Mais uma vez praticamente ndo encontramos diferenca entre
as amostras. Uma possivel explicacdo para isso, ¢ devido a baixa resolugdo espacial dos
mapas, de 1 cm’ o que torna a medida muito imprecisa, uma vez que nossa ROI tem
dimensdes de 5 x 5 cm”.

Como alternativa, transformamos os elementos dos mapas em valores bindrios,
fazendo com que todos os valores acima do limiar valessem 1, e os abaixo, zero. Com isso, 0s
efeitos de flutuacdo foram reduzidos e um teste de intersec¢ao, realizado. A Figura 53¢ mostra
os resultados da intersec¢do do tipo “AND” dos mapas de fMRI e MEP, na qual s3o contadas
as coincidéncias dos valores nao nulos.

Fica claro que tanto o lado contralesional quanto os resultados dos sujeitos controles
obtiveram valores de intersec¢do maiores que do hemisfério ipsilesional (p < 0.03). Esse
achado corrobora os resultados de Manganotti et al. (2012), observando redugdo dos
agrupamentos no hemisfério ipsilesional. Além disso, notamos que existe correlacdo entre os

mapas de fMRI e de MEP, prejudicada no hemisfério ipisilesional.
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E certo que os mapas de MEP sdo mais restritivos que os de fMRI, sendo que o
primeiro apenas ¢ capaz de encontrar as regides motoras que t€m projecdo corticoespinhal,
enquanto os mapas de fMRI sdo sensiveis a atividade das diversas estruturas envolvidas na
tarefa motora. Sendo assim podemos esperar que os indices de comparacdo entre os mapas
ndo seja perfeito. Mesmo assim, nos sujeitos controle foi observada concordancia em mais de
20% de regides significativas nos mapas de fMRI e de MEP, provavelmente relativas ao
cortex motor primario e pré-motor, que apresentam projecdes corticoespinhais.

Para explicar essa diferenca entre os valores de correlacdo dos pacientes e dos sujeitos
controle podemos criar duas hipoteses, a primeira se deve ao fato das repostas hemodinadmicas
estarem alteradas no hemisfério com a lesdo, produzindo mapas funcionais mais difusos e
com valores de B reduzido (Cramer, Nelles et al., 1997). A outra hipotese vem de resultados
de alguns estudos que demonstraram que as regides motoras podem estar deslocadas em
pacientes que sofreram AVC, em relagdo aos sujeitos controle (Pineiro, Pendlebury et al.,
2001b). Essa hipotese pode ser levantada quando lembramos que o mapeamento por TMS s6
¢ capaz de encontrar as regides que tem projecdo corticoespinhal e quando consideramos a
possibilidade do mapeamento de MEP ter sido realizado sobre algumas poucas fibras que
tenham restado nas regides motoras anteriores ao AVC, embora a maioria das unidades
motoras tenham migrado para outra posi¢ao.

Poderiamos ainda arguir se a baixa interseccao das regides ativas nos dois mapas para
o hemisfério ipsilesional em relacdo ao hemisfério contralesional e sujeitos controle ndo seria
devido apenas a diferenca de ocorréncia de atividade em seus mapas (Figura 51d e Figura
52b). Assim, calculamos a razado do numero de valores ndo nulos nos mapas de fMRI e TMS
dos sujeitos controle pelo valores ndo nulos dos mapas de fMRI e TMS dos pacientes.

O valor da razdo do numero de valores ndo nulos entre sujeitos controle foi de 3.4,
entretanto a razdo entre os valores de interseccdo (Figura 53c) dos sujeitos controle e o
hemisfério com a lesdo dos pacientes foi de 11, ou seja, mais de trés vezes maior que a razao

entre o numero de valores ndo nulos.
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J& a razdo do nimero de valores ndo nulos entre o hemisfério contralesional e
ipsilesional, forneceu o quociente 1.66, enquanto que a razdo entre os valores de intersec¢ao
para esses mesmos hemisférios foi de 6, portanto a razdo do niimero de interseccdo ¢ 3,6
vezes maior do que a razdo entre os valores nao nulos.

Com isso, podemos concluir que o pequeno numero de interseccado dos mapas de
fMRI e MEP do hemisfério ipsilesional ndo ¢ devido apenas ao seu menor numero de
ocorréncia em relagdo aos mapas contralesional e controle, mas sim porque de fato existe uma

menor correlagdo entre os mapas de resposta hemodinamica e elétrica no cortex lesado.

5.2.2 Avaliacao dos efeitos da SES por TMS

A Figura 54 mostra a amplitude dos MEPs pré e pds SES, quando foi realizada a TMS

no hot spot, dos pacientes que sofreram AVC e dos sujeitos controle.
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Figura 54. Diferenca de amplitude dos MEPs antes e apos a SES. (a) Resultados para os pacientes com AVC cronico;
(b) Resultados para os individuos saudaveis. pF representa o p valor do teste de verificacdo se os resultados para o
musculo flexor radial do carpo sio estatisticamente diferentes de zero; pE para o misculo extensor radial do carpo;
PA para o abdutor curto do polegar e pA’ para o Abdutor curto do polegar contralateral a SES.
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Podemos notar que na Figura 54a que, com exce¢do do abdutor curto do polegar da
mao ndo parética, todas as outras medianas reduziram apos a aplicagdo da SES. O unico
resultado significativo foi para o musculo flexor radial do carpo que teve um valor associado
de p <0.039. Esses resultados sdo muito similares aos encontrados por Garcia (Garcia, 2011),
no qual utilizando os mesmos protocolos de SES e TMS dos apresentados nessa tese, também
encontrou redug¢do nos MEPs apos a aplicacdo da SES, inclusive também encontrando o
resultado mais expressivo para o flexor radial do carpo.

Os nossos resultados estdo em concordancia com outros trabalhos na literatura,
como ¢ o caso do estudo de Pitcher (Pitcher, Ridding et al., 2003) que também sugerem
redugdo da excitabilidade corticoespinhal apds a aplicacdo SES a 3Hz. Em contrapartida
nesse mesmo trabalho, Pitcher conclui que altas frequéncias (30Hz) podem induzir
facilitagdo prolongada, por mais de 30 minutos, quando os sujeitos eram submetidos a uma
unica sessdo de SES de 30 minutos. Esse resultado chama a atencdo para o fato que
diferentes frequéncias podem causar diferentes respostas fisioldégicas como também
observado por Garcia (Garcia, 2011).

O tnico musculo que nao teve sua mediana reduzida foi o abdutor curto do polegar da
mao nao afetada, cujo membro nao foi realizado SES, ja que a SES foi realizada apenas no
membro afetado.

Esse resultado também foi encontrado no trabalho de Conforto (Conforto, Dos Santos
et al., 2008), no qual ndo se encontraram nenhuma diferenga significativa em nenhum
marcador fisiolégico no hemisfério ndo afetado pelo AVC, depois de realizar SES no membro
afetado de pacientes com AVC cronico.

Da mesma forma que no hemisfério contralesional de pacientes, ndo observamos
nenhuma alteragdo significativa nos valores de MEP pré e pdés SES nos individuos

saudaveis (Figura 54b). Ainda, surpreendentemente as medianas dos MEPs relativas aos
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musculos flexor e abdutor aumentaram depois da aplicacao da SES, embora os valores do
teste estatistico tenham sido pouco significativos (pF < 0.4688 e pA < 0.2883), levando-
nos a acreditar que esses aumentos no valor de MEP provavelmente ocorreram devido ao
acaso.

Conforto et.al. (Conforto, Ferreiro et al., 2010), em um estudo realizado em 2010 néo
encontraram diferengas significativas nas fungdes corticais motoras de pacientes subagudos
de AVC, quando submetidos a apenas duas intervengdes de SES. Entretanto, quando esse
numero de intervencdes foi de 12 vezes distribuidos ao longo de 1 més, foi observada uma
facilitacdo da excitabilidade corticomotora. Em tal estudo, a autora chama a atencdo para o
cuidado ao extrapolar resultados de uma unica aplicacdo de SES para efeitos de terapia que
devem ser aplicados em varias sessdes.

Além da amplitude do MEP, a laténcia entre a aplicagdo do estimulo de TMS até o
instante em que se iniciou o0 MEP também foi analisada no presente trabalho. As Figura 55 e
Figura 56 trazem os graficos de barras dos resultados de laténcia dos pacientes e dos
controles.

A Figura 55c, ¢ um resumo das Figura 55a e Figura 55b, sendo que nela mostramos a
mediana dos valores de laténcia de todos os musculos, confrontando os valores dos pacientes

com os dos controles.
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Figura 55. Resultados das analises das laténcias do MEP antes da aplicaciio da SES. (a) Resultados para os pacientes
com AVC cronico; (b) Resultados para os individuos controle; (c) Mediana dos valores de laténcia de todos os
miusculos, confrontando os valores dos pacientes com os dos controles. pF representa o p valor do teste de verificacio
se os resultados para o musculo flexor radial do carpo sio estatisticamente diferentes de zero; pE para o misculo
extensor radial do carpo; pA para o abdutor curto do polegar e pA’ para o Abdutor curto do polegar contralateral a
SES.

Pela comparagdo dos resultados na Figura 55a e Figura 55b, notamos que as laténcias
dos grupamentos musculares extensor radial do carpo e abdutor curto do polegar se
encontraram aumentadas nos pacientes em relacdo aos controles (p < 0,003 ¢ p < 0,02
respectivamente). Para avaliar a condigao global dos pacientes, comparamos a sua mediana da
laténcia de todos os grupamentos musculares estudados com a media da laténcia de todos os

grupamentos musculares do grupo controle. A Figura 55¢ mostra essa comparagdo, na qual
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podemos notar que a laténcia entre o estimulo de TMS até o inicio do sinal do MEP se
encontra aumentado nos pacientes quando comparado com a laténcia dos controles (p <
0.006). Esse resultado corrobora os achados de Gilio e colaboradores (Gilio, Bettolo et al.,
2008), que demonstrou que o periodo silente cutaneo era significativamente maior em
pacientes que sofreram AVC do que em sujeitos assintomaticos. Resultados similares também
foram encontrados no estudo de Garcia (Garcia, 2011), no qual encontrou que em pacientes
hemiparéticos, com AVC, a laténcia do membro superior afetado ¢ maior do que no membro
superior nao aetado.

Uma vez que nossos dados sugerem que a laténcia esta aumentada nos pacientes com
AVC, procuramos observar se a SES teria algum efeito modulatorio da laténcia. Os resultados

sdao mostrados na Figura 56.

Pacientes Controle

(=71
w

= o

-4
5 B Flexor radial do carpo (F)
B Extensor radial do carpo (E)
-8 [[7] Abdutor curto do polegar (A)
-10 [ | Abdutor curto do polegar
contralateral & SES (A")
-12 U T S -5 L R
FE & A F E A&
pF <0.9009 pF<0.3750
pE <0.2063 pE<0.9453
pA <1.0000 pA<1.0000
pA'<0.2343 pA'<0.0625

Figura 56. Diferenca das laténcias do MEP antes e apés a SES. (a) Resultados para os pacientes com AVC cronico; (b)
Resultados para os individuos controle. pF representa o p valor do teste de verificacio se os resultados para o misculo
flexor radial do carpo sio estatisticamente diferentes de zero; pE para o misculo extensor radial do carpo; pA para o
abdutor curto do polegar e pA’ para o Abdutor curto do polegar contralateral a SES.
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Analisando as Figura 56a e Figura 56b, ndo encontramos diferenga significativa entre
as laténcias pré e pés SES. No estudo de Garcia (Garcia, 2011) também ndo encontraram
diferengas nas laténcias ates e ap6s a SES. Embora em outros estudos, como o de Tarlaci
(Tarlaci, Turman et al., 2010), mostraram uma redugdo da laténcia em pacientes com AVC e

sujeitos controle apos a aplicagdo de terapia vibracional acustica.

5.2.3 Avaliacao dos efeitos da SES por fMRI

Nessa sessdao trazemos os resultados dos experimentos relativos ao efeito da SES na
alteragdo da resposta hemodindmica. Para tanto mostramos aqui duas analises do mapeamento
motor por fMRI antes e apos a aplicacao da SES para os sujeitos controle. A primeira ¢ uma
analise de grupo dos resultados do GLM, no qual mostramos dois contrastes, sendo eles a
diferenca entre pré e pos-SES e a diferenca entre a tarefa realizada pela mao estimulada e
tarefa realizada com a mao contralateral a SES. A segunda ¢ uma andlise de segundo nivel, no
qual utilizamos um algoritmos auto-regressivo para (BLM) para estudar as caracteristicas da
resposta hemodinamicas.

A Figura 57 traz os resultados dos mapas de fMRI em representagdo volumétrica da
superficie cortical, representados em cinza claro, com exposi¢ao dos sulcos, representados em
cinza escuro. Os mapas de cores representam a diferencga entre a os mapas obtidos do GLM

para a tarefa motora apos e antes da SES.
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Figura 57. Mapas de fMRI em representacdo volumétrica da superficie cortical (cinza claro) com exposi¢cdo dos sulcos
(cinza escuro). Os mapas de cores representam a diferenca entre a os valores obtidos do GLM para a tarefa motora

Para realizarmos a andlise quantitativa criamos a tabela 1. Essa tabela contém o
nimero de voxels da Figura 57 que apresentaram significincia estatistica acima do limiar
escolhido (FDR = 0.05), dividido pelas areas de Brodmann relativas ao processamento motor

e somatossensorial.
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Tabela 1: Nimero de voxels nas VOIs obtidos pela diferenca entre tarefa antes da

SES e tarefa motara depois da SES

Areas de Hemisfério N dg voxels | N dge voxels | N dg voxels [ N dg voxels
Brodmann fmriD_sesD | fmriD_seskE | fmriE_sesE [ fmriE_sesD
1 Esquerdo 21 17 0 0
1 Direito 0 0 0 11
2 Esquerdo 422 204 0 0
2 Direito 104 0 59 113
3 Esquerdo 142 1011 77 0
3 Direito 701 9 420 524
4 Esquerdo 744 971 87 0
4 Direito 208 331 814 194
5 Esquerdo 11 0 0 0
5 Direito 5 0 48 0
6 Esquerdo 366 1260 869 1
6 Direito 106 2175 238 0

Olhando para a Figura 57, notamos que quando a SES ¢ feita na mesma mado que ¢
realizada a tarefa, nos pacientes que receberam a estimulagdo a direita aparentemente ocorre
um aumento de sinal no hemisfério ipsilateral ao movimento enquanto que no hemisfério
contralateral pouco efeito da SES pode ser notado, embora notamos um pequeno aumento da
sinal no giro pré-central e uma pequena reducdo no pos central. Esse resultado corrobora os
resultados de Kimberley (Kimberley, Lewis et al., 2004) a qual seguiram os pacientes com
AVC durante 10 dias fazendo estimulagdes diarias de 6 horas, ndao observaram diferengas
significativas no numero de voxels ativos pré e pds terapia, porém encontraram aumento do
sinal no giro pds-central ipsilateral a mao estimulada, que também era a mao parética, que
realizou a tarefa.

Entretanto, quando olhamos para as fMRI realizadas com tarefa ¢ SES na mao
esquerda, observamos redu¢do do sinal BOLD no sulco central e giro pré-central, enquanto
observamos aumento do sinal BOLD no pos-central do hemisfério contralateral, e nao

encontramos praticamente nenhuma alteragao no hemisfério ipsilateral.
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O aumento do sinal BOLD no giro pos-central também foi encontrado em outros
trabalhos como o de Khaslavskaia (Khaslavskaia, Klucharev et al., 2006) no qual observaram
aumento no numero de voxels acima do limiar depois da estimulagdo elétrica repetitiva no
cortex somatossensorial, ¢ no trabalno de Wu (Wu, Van Gelderen et al., 2005) que
observaram aumento no numero de voxels acima do limiar e na amplitude do sinal BOLD no
cortex motor primario e somatossensorial depois de duas horas de estimulagdo elétrica no
musculo deltéide e no nervo mediano.

Agora um resultado bastante interessante foi quando a SES foi aplicada em um brago ¢
a tarefa da fMRI realizada com a mao do brago ndo estimulado. Nesses experimentos
observamos redugdo do sinal BOLD no hemisfério contralateral a tarefa e aumento do sinal
BOLD no hemisfério ipsilateral a tarefa, quando a SES foi realizada no brago direito, e
observamos redu¢do do sinal BOLD em ambos hemisférios para a SES aplicada a esquerda,
sendo nesse caso, a maior redu¢do na regido do coértex motor primario contralateral ao
movimento. Uma hipdtese que podemos levantar é que a SES estaria excitando o cortex
contralateral a SES, portanto ipsilateral a tarefa, que por sua vez estaria inibindo o hemisfério
contralateral a tarefa. Entretanto, na fMRI da estimulacdo a esquerda, também observamos
reducdo do sinal no hemisfério ipsilateral ao movimento. Assim, para compreender melhor o
efeito da SES aplicada no membro que ndo realiza a tarefa fizemos a diferenga as fMRI
relativa a SES aplicada na mesma mao da tarefa e as fMRI relativas a tarefa realizada com a
mao contralateral a SES.

A Figura 58 ilustra os resultados dos mapas de fMRI em representacdo volumétrica da
superficie cortical, representados em cinza claro, com exposi¢ao dos sulcos, representados em
cinza escuro. Os mapas de cores representam a diferenca entre a tarefa realizada pela mao
estimulada (pds menos pré-SES) e tarefa realizada com a mao contralateral a SES (p6s menos

pré-SES).
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Figura 58. Mapas de fMRI em representacio volumétrica da superficie cortical (cinza claro) com exposi¢io dos sulcos
(cinza escuro). Os mapas de cores representam a diferenga entre a os valores obtidos do GLM para a tarefa motora
do brago ipsilateral a SES e braco contralateral a SES.

Como feito para a andlise pds menos pré-SES, também criamos a tabela 2 que contém
o numero de voxels que apresentaram significancia estatistica acima do limiar escolhido
(FDR = 0.05), para a diferenga entre a os valores obtidos do GLM para a tarefa motora do
braco ipsilateral a SES e brago contralateral a SES. Os resultados foram dividido pelas areas

de Brodmann relativas ao processamento motor e somatossensorial.
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ipsilateral a SES e tarefa motora contralateral a SES

Areas de Hemisfério N de voxels N de voxels
Brodmann fMRI Direita fMRI Esquerda

1 Esquerdo 0 56

1 Direito 0 11

2 Esquerdo 0 2

2 Direito 0 54

3 Esquerdo 0 18

3 Direito 0 133

4 Esquerdo 209 0

4 Direito 26 86

5 Esquerdo 0 1

5 Direito 0 128

6 Esquerdo 492 1172

6 Direito 1280 204

Na Figura 58 observamos que o contraste ¢ positivo para a tarefa realizada com a mao
direita. Isso indica que o sinal BOLD estd aumentado nas fMRI relativas a mao que recebeu a
SES e realizou tarefa quando comparadas as fMRI relativas a mao contralateral & SES. Porém,
quando o movimento ¢ realizado com a mao esquerda, a variagdo ¢ muito menor do que a
difereng¢a observada quando o movimento ¢ realizado com a mao direita, inclusive sendo
negativo em algumas regides.

Assim, um ponto importante que deve ser levantando aqui ¢ se a dominancia dos
sujeitos influenciaram nos resultados. A nossa amostra foi composta por 6 individuos destros
e 2 canhotos, assim no primeiro caso onde o movimento foi realizado com a mao direita,
temos que o contraste ¢ devido a subtragdo entre a fMRI que recebeu a SES no brago
dominante menos a SES realizada no brago ndo dominante para a maioria dos sujeitos, ja
quando a tarefa ¢ realizada com o braco esquerdo temos a situacdo contraria, a subtracao foi
feita as fMRI que receberam SES no brago ndo dominante pelas que receberam SES no brago

dominante. Esse resultado sugere entdo, que o efeito modulatério da SES ¢ maior quando
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aplicado no braco dominante, entretanto essa hipdtese deve ser testada em um desenho
experimental dedicado a esse fim.

Partimos entdo para a analise quantitativa da resposta hemodinamica utilizando o
algoritmo BLM. Para tanto os resultados obtidos foram divididos dois grupos, relativos a area
de Brodmann 4 (motor primario) ¢ Brodmann 6 (pré-motor e motor suplementar). Dentro de
cada um dos grupos, separamos os resultados mais uma vez em outros dois grupos: (i)
resultados para as fMRI realizadas com a mao estimulada (tanto direita quanto esquerda) e (ii)
resultados para as fMRI realizadas com a mao contralateral a SES (tanto direita quanto
esquerda).

A Figura 59 mostra os resultados do BLM em graficos de barra para a area de
Brodmann 4, e a Figura 60 mostra os resultados do BLM em graficos de barra para a area de

Brodmann 6.
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Figura 59. Resultados do algoritmo BLM nas analises da drea de Brodmann 4, antes e apés a aplicaciio da SES em
individuos controle. (a) Onset, tempo do inicio da tarefa até iniciar a resposta hemodoniamica; (b) Tempo ao pico,
tempo entre o inicio do sinal até o0 maximo por ele atingido; (¢) Largura a meia altura da resposta hemodinimica; (d)
Amplitude do sinal da resposta hemodinamica. Sendo pCIL, pCC’, pII’ e pC’I’ o p valor dos teste estatisticos para a

comparacio entre duas condi¢oes.
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Figura 60. Resultados do algoritmo BLM nas analises da area de Brodmann 6, antes e apds a aplicacio da SES em
individuos controle. (a) Onset, tempo do inicio da tarefa até iniciar a resposta hemodonamica; (b) Tempo ao pico,
tempo entre o inicio do sinal até o maximo por ele atingido; (c) Largura a meia altura da resposta hemodinamica; (d)
Amplitude do sinal da resposta hemodindmica. Sendo pCI, pCC’, pII’ e pC’I’ o p valor dos teste estatisticos para a
comparacio entre duas condicdes.
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Observando as Figura 59 e Figura 60, ndo encontramos nenhuma diferenca
significativa em nenhum dos grupos para o tempo de onset e tempo ao pico (Figura 59a, 59b,
Figura 60a e 60b). Para a largura a meia altura encontramos uma reducao significativa apos a
SES na area de Brodmann 4 do hemisfério ipsilateral a tarefa quando comparado com a
mesma regido antes da SES, quando a tarefa foi realizada com a mao contralateral & que
recebeu a SES (p < 0,02) (Figura 59¢ - Tarefa com a mao ndo estimulada). Como o onset e o
tempo ao pico ndo tiveram alteragdes depois da aplicacdo da SES, entdo a diminui¢do da
largura a meia altura da resposta hemodinamica deve estar relacionada com o encurtamento
do sinal. Uma provavel causa desse encurtamento, seria que a vasoconstri¢ao, depois da
vasodilatagdo devido a despolarizacdo de uma regido cerebral, estaria ocorrendo mais
rapidamente ap6s a SES.

Encontramos também que o hemisfério contralateral a tarefa da area de Brodmann 4,
Figura 59d (Tarefa com a mao estimulada) do estudo na qual a mao que realizou a tarefa foi a
mesma que recebeu a SES, apresenta a amplitude do sinal aumentada com relagdo ao
hemisfério ipsilateral a tarefa, antes de receber qualquer intervengao (p < 0,02). Esse resultado
¢ esperado, pois em sujeitos assintomaticos espera-se que o hemisfério contralateral a tarefa
esteja mais engajado do que o hemisfério ipsilateral que pode ser medido pelo indice de
lateralizagdo (Marshall, Perera et al., 2000; Pineiro, Pendlebury et al., 2001a). Entretanto,
apos a realizacdo da SES nao se observa nenhuma diferencga significativa entre os hemisférios
contra e ipsilateral.

Por fim analisando a Figura 60d (Tarefa com a mao ndo estimulada), observamos que
o hemisfério contralateral a tarefa, portanto ipsilateral a SES apresentou aumento do sinal
BOLD apés a SES quando comparado com a mesma regido antes da realizagdo da SES (p <
0,04). No trabalho de Wu (Wu, Van Gelderen €t al., 2005) foi observado aumento do sinal no

giro pré-central, entretanto nesse trabalho a estimulagdo elétrica era realizada na mesma mao
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que recebia a estimulagdo. Como em nossos dados a SES foi realizada na mao contralateral a
mao da tarefa, nossos resultados sugerem que mesmo a SES sendo aplicada no membro
contralateral a tarefa, a SES ainda preservaria os efeitos modulatorios do cértex motor.

Uma consideracdo que deve ser feita nessa sessdo ¢ o fato dos resultados terem
apresentado algumas divergéncias, por exemplo, a Figura 59d (Tarefa realizada com a mao
ndo estimulada) ndo apresentar diferenga significativa entre os hemisférios contra e ipsilateral
antes da aplicacdo da SES. Bem como a alteracdo significativa da amplitude do sinal BOLD
sO ocorrer nos resultados mostrados na Figura 60d (Tarefa com a mao ndo estimulada), sendo
que a resposta que era mais esperada seria no hemisfério contralateral quando a tarefa ¢é

realizada com a mao estimulada.
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6.1 Desenvolvimento tecnolégico

Nossos resultados mostraram que o mapeamento vetorial de campo magnético por
MRI de fase demonstrou ser uma boa alternativa para medir campos complexos, como o0s
produzidos pelas bobinas de TMS tanto em fantomas quanto em seres humanos. Esse
mapeamento também foi utilizado para ajudar no desenvolvimento de arranjo de bobinas mais
sofisticadas, que em nosso estudo, foram destinadas a estimulacdo de estruturas periféricas e
pequenos animais.

Essas bobinas produzem um campo elétrico induzido mais focalizado com decaimento
mais rapido com a distdncia em relacdo as bobinas convencionais utilizadas em TMS. Com
1sso as suas dimensdes tendem a ser menores, aumentando o problema de aquecimento, que
por sua vez foi solucionado com o desenvolvimento de dois sistema de arrefecimento.

Também foi objetivo desse trabalho o desenvolvimento de um sistema de
neuronavegacdo, Neuronavegador InVesalius, baseado em um modelo de software livre, i.e.,
gratuito e de codigo aberto. Esse sistema permite o corregistro da cabega de individuos com
suas respectivas neuroimagens, bem como instrumentos médicos, como bisturis e canulas, e
até mesmo com o as bobinas de TMS, possibilitando ver a distribuicido do campo nas
estruturas cerebrais em tempo real.

Outros dois programas computacionais completam a etapa de desenvolvimento
tecnologicos, o MEPHunter ¢ o TMSProjection. O MEPHunter foi desenvolvido para realizar
analises de MEPs em sinais continuos de EMG, com ferramentas especificas para
mapeamento do cortex motor por TMS. O TMSProjection ¢ uma ferramenta para integrar as
informagdes do MEPHunter com as do Neuronavegador InVesalius, permitindo comparar os

mapas de MEP com neuroimagens, mais especificamente fMRI.
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6.2 Aplicacoes em Pacientes com AVC

6.2.1 Correlacao entre os mapas de MEP e de fMRI

Nossos dados mostraram uma correlacdo maior entre os mapas de MEP e os mapas de
fMRI, nos sujeitos normais do que nos pacientes com AVC, principalmente no hemisfério
afetado. Muito provavelmente essa diminuicao de correlagdo nos pacientes se deve ao fato das
repostas hemodindmicas estarem alteradas no hemisfério ipsilesional, produzindo mapas
funcionais mais difusos, como mostra nosso resultado de medida de entropia, no qual os
valores nos pacientes aparecem aumentados em relagdo aos controles. Outra hipotese ¢ a de
que o mapeamento de MEP pode ter sido realizado sobre algumas poucas fibras que tenham
restado nas regides motoras anteriores ao AVC, embora boa parte das redes motoras tenham
migrado para outra posi¢do. Assim como os exames de fMRI identificam todas as areas
relacionadas a atividade motora, enquanto os exames de TMS trazem informacao apenas de
regides que possuem projecdes corticoespinais, pode ter ocorrido uma discrepancia entre os

dois mapas.

6.2.2 Avaliacao dos efeitos da SES por TMS e fMRI

Nossos resultados corroboram com diversos estudos da literatura, o quais sugerem
que a SES pode provocar modulagio na excitabilidade cortical motora. Sendo mais
especifico, acreditamos que a SES aplicada a 3Hz em uma tnica sessao de 30 minutos € capaz
de causar uma diminui¢do dos MEP do cortex motora primario. Ja nos resultados obtidos com
a técnica de fMRI apresentaram muita flutuacdo estatistica, desses ndo permitindo nenhuma

afirmacao conclusiva.
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Desde o inicio em 2006 nosso grupo tinha por objetivo a criagdo de ferramentas e
protocolos que pudessem trazer melhorias para a técnica de TMS, e que fossem de livre
acesso para toda a comunidade cientifica. Esse objetivo se estendeu em quatro projetos de
Iniciagdo Ciéntifica, dois projeto de Mestrado e esse projeto de Doutorado. No decorrer
desses seis anos nos criamos o Neuronavegador InVesalius, que possui ferramentas
especificas para TMS e fMRI, o MEPHunter, programa de andlise de EMG com ferramentas
especificas para mapeamento do cortex motor e o TMSProjection, um programa que realiza o
corregistro dos mapas de MEP e fMRI, integrando as duas primeiras plataformas.

O InVesalius (Martins, Barbara et al., 2008) ¢ um software brasileiro inicialmente
desenvolvido pelo Centro de Tecnologia da Informag¢do Renato Archer (CTI) para criar
modelos virtuais tridimensionais de estruturas anatomicas a partir de imagens médicas
tomograficas. O objetivo inicial da proposta foi a produ¢do de pecas por prototipagem rapida.
Em 2008 foi firmada uma parceria das Instituicdes CTI e USP para a implementagdo do
neuronavegador ja desenvolvido no Laboratorio de Biomagnetismo (Peres, Souza et al., 2010)
na base do InVesalius. Em 2010 foram feitos os primeiros testes com o prototipo € no inicio
de 2011 foi rodado o primeiro experimento em pacientes com a utilizagdo do Neuronavegador
InVesalius.

Atualmente o software se encontra na sua terceira versao e esta hospedado no portal
do Software Publico do Ministério da Ciéncia ¢ Tecnologia (Portal do Software Publico:
InVesalius, 2007). A sua utilizacdo se estende para diversas areas da medicina ¢ como o
InVesalius ¢ um software livre, hoje conta com diversos colaboradores no seu
desenvolvimento.

O MEPHunter ¢ o TMSProjection ainda estdo em desenvolvimento, porém assim

como o Neuronavegador InVesalius, nds pretendemos disponibiliza-los gratuitamente para
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download. Por hora, para a obtengdo dos softwares sera necessario entrar em contato com o
autor.

As ferramentas de mapeamento de campo, desenvolvidas ao longo desses seis anos,
possibilitam a aplicacdo de protocolos de controle de qualidade em TMS, ainda muito pouco
difundidos. Entretanto, a implementacao das ferramentas computacionais ainda se encontram
em uma fase intermediaria, ndo sendo possivel ainda a sua utilizagdo por usuarios finais,
porém, assim como os outros programas desenvolvidos, essas rotinas também devem ser
disponibilizadas para download.

A coleta dos dados foi realizada por uma equipe multidisciplinar composta por
pesquisadores do Labaratoério de Biomagnetismo — DF — FFCLRP/USP, do Laboratorio de
Doengas Cérebro Vascular FMRP/USP, do Nucleo de Estudos do Movimento Humano
(NEMoH) da EEFD/UFRIJ e do Laboratério de Neurobiologia II — IBCCF/UFRIJ, durante dois
meses no inicio do ano de 2011. A finaliza¢do dos programas MEPHunter e TMSProjection,
bem como os processamento dos sinais de MEP e as andlises dos resultados foram realizadas
no segundo semestre de 2011 e no primeiro semestre de 2012 no Laboratério Neurolmago

ICe/UFRN.
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O desenvolvimento de programas computacionais € um processo continuo. Nesse
sentido, sempre estamos adicionando novas ferramentas em nossos programas. A nossa
inten¢do ¢ que cada vez mais as plataformas desenvolvidas estejam integradas, e mais do que
isso, possam se integrar com outras plataformas ja existentes, e que de preferencia sejam
livres. A Seguir segue uma lista das ferramentas que deverdo ser implementadas em nossos

programas.

=>»Neuronavegador InVesalius

- Implementar ferramentas de sobreposicao de imagens para visualizagdo de fMRI, e
dar suporte para formato de imagem médica NIfTI, para integragdo com o programa SPM.

- Criagdo de ferramentas de medida de angulo de instrumentos em rela¢do ao cranio,
como por exemplo, para aumentar a precisdo do posicionamento da bobina de TMS.

- Criacdo de saida de trigger, para sincroniza¢do com outros equipamentos,
permitindo, por exemplo, o dispara automatico do TMS quando a bobina estiver devidamente

posicionada em uma posicao pré-selecionada.

= MEPHunter

- Dar suporte a outros modelos de EMG, como por exemplo, equipamentos de
HDsEMG.

- Possibilitar mapeamento com diferentes geometrias, por exemplo, mapeamento em
espiral.

- Possibilitar a analise de sinais provenientes de outros sistemas de medida, que nao
seja EMG, por exemplo, analise de séries temporais de fMRI para se obter informagao de

laténcia, amplitude, etc.
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= TMSProjection

- Criar ferramentas que possibilitem alteracdo de orientagdes das imagens
volumétricas manualmente.

- Inserir as rotinas de unwrapping e sobreposi¢do dos mapas de campo magnético,
para a geracdo dos mapas vetoriais no codigo do TMSProjection. Criando assim, uma

interface grafica para os algoritmos de mapeamento de campo magnético.

=>» Estudos em pacientes com AVC

Com relagdo aos estudos em pacientes com AVC, nos pretendemos selecionar mais
um grupo de pacientes e voluntarios para a realizagdo do experimento de fMRI, aumentando
assim nosso espago amostral, sendo que com esse novo experimento esperamos melhorar
nossos indices estatisticos € com isso permitir outras analises ainda nao realizadas, como por
exemplo, avaliar alteracdes na conectividade entre os agrupamentos ativos na tarefa motora
antes e apos a aplicacdo da SES. Pretendemos também selecionar um grupo mais restrito,

levando em conta a dominancia dos membros superiores, evitando assim um possivel viés.
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ANEXO I

Tabela 1: Escala de Ashworth

Grau Caracteristica
0 Tonus muscular normal.
Leve aumento do tonus muscular, manifestado por tensdo momentanea ou por
1 minima resisténcia no final da amplitude do movimento, quando a regido afetada ¢
movida em extensdo ou flexdo.
Leve aumento do tonus muscular, manifestado por tensdo abrupta, seguido de
1+ resisténcia minima em menos da metade da amplitude do movimento restante.
Aumento mais marcante do tonus muscular durante a maior parte da amplitude do
2 movimento, mas a regido afetada é movida facilmente.
3 Consideravel aumento do tonus muscular. O movimento passivo € facil.
4 Parte rigida em flexao ou extensao.
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