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Resumo

Estudos de neurocimagem com ressonancia magnética (RM) tém sido muito
valiosos na caracterizagcdo de lesdes cerebrais na doenga de Machado Joseph
(MJD). A zona mais atingida por esta patologia é o cerebelo, contudo estudos
recentes mostraram que outras estruturas cerebrais podem ser afetadas.

O objetivo deste estudo é investigar possiveis alteragbes estruturais ou
bioquimicas no estriado, hipocampo e cortex pré-frontal (PFC) em ratinhos
transgénicos com idade precoce, com MJD através de RM 9,4T (sequéncia T2 e
espectroscopia).

Foram estudados 14 ratinhos saudaveis e 15 ratinhos com MJD. Foi efetuada
medicdo volumétrica e espectroscopia proténica das trés regides de interesse.
Pretende-se avaliar a possibilidade de haver alteragdes dos volumes cerebrais e
variagdes dos valores de metabolitos neurotransmissores (GABA, glutamato e
aspartato) e metabolitos relacionados com o metabolismo energético (tCr) nas 3
regides de interesse entre os 2 grupos em estudo.

Obteve-se uma correlagao positiva entre o volume do hipocampo, estriado e
a idade dos animais transgénicos com MJD. O GABA e o Glu estao correlacionados
positivamente com a idade nas 3 regides no grupo de ratinhos com MJD. O
aspartato tende a ter valores mais elevados com o aumento da idade dos ratinhos
com MJD no PFC. A creatina total correlaciona-se positivamente com a idade nas 3
regides no grupo MJD.

Concluiu-se que nesta fase precoce da doenga ainda nao sao visiveis
disturbios neuronais nos animais portadores de MJD nas trés regides analisadas
contudo sao Vvisiveis alteragbes do metabolismo energético através de

espectroscopia proténica com a progressao da idade dos animais.

Palavras-chave

Ressonancia Magnética, Doenga de Machado Joseph, Espectroscopia, Ratinho

Transgénico.
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Abstract

Neuroimaging studies with magnetic resonance imaging (MRI) have been
extremely valuable in the characterization of cerebral lesions in Machado Joseph
disease (MJD). The most afflicted area by this pathology is the cerebellum, although
recent studies showed other brain structures might be affected.

The goal of this study is the investigation of possible structural or biochemical
alterations in the striate, hippocampus and pre-frontal cortex (PFC) in transgenic
young mice with MJD, using a 9,4T MRI (T2 sequencing and spectroscopy).

14 healthy mice and 15 mice with MJD were studied. The 3 areas of interest
were analyzed using volumetric measuring and 1H spectroscopy single-voxel. The
purpose was the evaluation of cerebral volume fluctuations, and variations of the
neurotransmitter metabolites (GABA, glutamate and aspartate) and energetic
metabolism-related metabolites (total creatine), within the 3 regions of interest in both
groups.

A positive correlation between the hippocampus, the striate and transgenic
MJD animals was obtained. GABA and Glu had a positive correlation with age in the
3 cerebral areas of mice with MJD. Within the PFC, Aspartate was increased with
advancing age of the MJD mice. Total creatine correlates positively with age in the 3
studied areas on the MJD mice brains.

It was determined that in an early stage of the disease, there are no visible
neuronal alterations in animals with MJD on the 3 analyzed cerebral areas. However,
as age increases, energy metabolism variations are found using 1H spectroscopy

single-voxel on the 3 areas.

Keywords

Magnetic Resonance, Machado Joseph Disease, Spectroscopy, Transgenic Mouse.
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Capitulo 1 - Introducao

A doenca de Machado Joseph (MJD), também conhecida como Ataxia
Espinhocerebelar do tipo 3 (SCA3), € uma patologia autossdmica dominante
causada por uma expansao da repeticdo CAG do gene ATXN3 no cromossoma
14932.1.%97%%% As ataxias espinhocerebelares (SCA) autossémicas dominantes sdo
consideradas doengas raras. Neste grupo, a MJD é a mais prevalente a nivel
mundial e em Portugal apresenta uma frequéncia relativamente alta (58 a 74%):"®""
Porém, n&o se verifica neste pais uma distribuicdo geografica homogénea
constatando-se na Regido Auténoma dos Agores a maior prevaléncia nacional
(1:2492) e na ilha das Flores a maior prevaléncia mundial (1:239). *3* A sua
distribuicdo geografica é alargada a todo o mundo com frequéncia relativa elevada
dentro das ataxias espinhocerebelares em paises como Brasil (69-72%);"*"
Portugal (58-74%);'®" Singapura (53%);'® China (49%);'"® Holanda (44%);*°
Alemanha (42%)*' e, Japao (28-63%).%

Clinicamente, a MJD é uma patologia heterogénea que, em 92% dos casos,
se manifesta com ataxia da marcha. '® Esta doencga, altamente limitante, tem como
apresentacdo a ataxia cerebelar, alteragdes oculares, sindrome piramidal, sinais
extrapiramidais, disfagia e perturbacdes do sono. 97,23

Estdo descritas varias escalas para avaliar o estado da doenga, sendo a
Assessment and Rating of Ataxia (SARA) a mais validada até ao momento. ' No
entanto, a SARA nao apresenta qualquer utilidade em individuos pré-sintomaticos e
também ndo permite identificar diferengas subtis que podem servir como pontos-
chave em futuros ensaios terapéuticos.

A leséo cerebelar é responsavel pela principal manifestacéo clinica: a ataxia.
O cerebelo desempenha um papel importante na fungdo motora, contudo as
disfungdes cognitivas e emocionais tém também sido relatadas em doentes com
lesdes do cerebelo. '°' Isso enfatiza a importancia de estudos que consideram
aspectos ndo-motores na MJD.

Além disso, a doenga ¢é caracterizada por uma extensa degeneragao
morfolégica dos neurdnios do sistema nervoso central e periférico causando
alteracdes funcionais difusas.'® Foram efetuados por Rub U et al.""' Tokumaru AM
et al. ' e D’Abreu A et al. " estudos neuropatoldgicos e de neuro-imagem que
indicaram um amplo envolvimento do sistema nervoso central, incluindo o cerebelo,
o tronco cerebral, os ganglios da base, a medula espinal’®'® bem como a nivel

cerebral: os I6bulos frontal, temporal, parietal e occipital. 192
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A espectroscopia protonica por Ressonéncia Magnética (MRS) oferece uma
abordagem nao-ionizante e ndo-invasiva para obter informagao quantitativa sobre a
relacdo entre os metabolitos € a sua funcdo clinica em doentes com doencas
neurodegenerativas.’®™ A MRS permite ainda identificar alteragcdes in vivo das
concentragdes dos metabolitos no cérebro que podem ocorrer antes da atrofia
cerebral, permitindo uma intervencgao terapéutica precoce.

As alteragbes nos metabolitos cerebrais em pacientes com MJD tem sido
previamente estudadas com espectroscopia, mas principalmente em equipamentos
de RM com 1,5T.'%"% Estes estudos, na sua maioria relatam apenas racios entre
metabolitos que dificultam a interpretacédo dos dados. '%"'%

Existem também estudos anatomicos e bioquimicos com ratinhos
transgénicos sem qualquer patologia realizados com equipamentos de RM de
elevada intensidade de campo magnético (7 e 9,4T). ©*%°, bem como trabalhos
desenvolvidos em espectroscopia proténica em animais transgénicos com
espectrometros de 14,1T. Contudo os ratinhos transgénicos utilizados eram
crescidos (6 meses) e s6 foi analisada a regido do cerebelo. '"°

Nenhum estudo foi realizado com ratinhos com uma média de idade de 68
dias portadores de SCA3 com um equipamento de RM de alta performance para a
regiao do cértex pré-frontal, hipocampo e estriado.

Estudos de neuro-imagem através de RM tém sido relevantes na
caracterizagdo de lesbes cerebrais em ataxias espinhocerebelares e na doenga de
Machado Joseph em particular. Contudo, na MJD, alguns dos estudos de RM
efetuados basearam-se somente na analise visual ou quantificagdo manual. ?*

Rub U et al. """ indicaram que os estudos anatémicos efetuados por RM
demonstraram alteragdes significativas no cerebelo, no vérmis, no tronco cerebral e
nos ganglios da base nos pacientes com MJD, enquanto que Hirano et al. '*
mencionaram que estudos funcionais tém sugerido o envolvimento de outras areas
cerebrais, como o cortex cerebral e o talamo. Herlidou-Memé S et al. " e
Etchebehere EC et al. '™ assinalaram que além de simples inspecdo visual,
algoritmos de processamento de imagem também podem ser aplicados as imagens
de RM. 115,116

Tradicionalmente, o cerebelo é considerado como tendo um papel importante
na fungdo motora, no entanto disfungdes cognitivas e emocionais tém também sido
observadas em doentes com lesées do cerebelo. "' o que enfatiza a importancia de
estudos e investigagdes especificas que considerem aspetos ndo motores em MJD.

D’ Abreu et al. ® assinalaram também que existe evidéncia de disfungéo

axonal da matéria branca profunda. A fungdo cognitiva encontra-se alterada na
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doenga de Machado Joseph, em dominios tais como a atengao, a fungao executiva,
raciocinio abstrato nao-verbal, capacidade visual e memoria.”'"'"®

D'Abreu et al.'? aplicaram uma analise morfométrica voxel-a-voxel (VBM) em
um grande numero de pacientes e encontraram atrofia no neocértex, incluindo
frontal, parietal, temporal e occipital. Etchebehere EC et al'™ revelaram
envolvimento do coértex nesta doenca através de estudos com tomografia por
emissao de positroes (PET) e tomografia por emissao de fotdo unico (SPECT).

Estes dados de imagem sugerem fortemente que a neurodegeneragdo em
MJD se estende muito além do cerebelo e das vias motoras. Nos ultimos anos, os
défices cognitivos tém sido cada vez mais reconhecidos na MJD. Lopes et al. '
encontraram défices de memdria ocasionais, ao passo que Kawai et al. ' também
identificaram dificuldades em tarefas visuo-espaciais e de linguagem. Tais
alteragbes neuropsicoldgicas ndo podem ser explicadas exclusivamente por lesao
cerebelar.

Apesar de achados patoldgicos obtidos por autdpsia poderem demonstrar as
lesdbes e as regides cerebrais realmente envolvidas, eles refletem apenas os
estadios terminais da doencga, e ndo fornecem uma visdo a respeito de quando e
onde comegou a haver comprometimento cerebral e como progrediu a
neurodegeneragao. Um estudo de imagem realizado ao longo da vida pode revelar o
curso da progressdo da doenga. Foram reportados, em relatérios efetuados a
imagens de ressonadncia magnética, alteragbes de intensidade em doentes

portadores da mutacdo quando comparados com doentes saudaveis.'?" 22123124

Klockgether et al. "%

relataram as seguintes alteragdes cerebrais através da
RM na ataxia espinocerebelar tipo 3: alargamento do quarto ventriculo, retragéo
moderada do vérmis e hemisférios cerebelares, ponte, putamen e atrofia do
caudado. Soong et al. " demonstraram com a utilizagdo da tomografia por emiss&o
de positroes (PET) com fluor-18-fluoro-2-desoxiglucose (FDG) alteragbes
significativas no metabolismo da glicose no cerebelo, tronco cerebral e cértex
cerebral em individuos assintomaticos com mutagao genética, sugerindo atividade
da doenga pré-clinica. Estes resultados incluem diminuigdo do radiois6topo no
cerebelo, tronco cerebral e cortex occipital e aumento do metabolismo do FDG no
cortex parietal e temporal dos portadores do gene SCA3 assintomaticos. Os autores
concluiram também que os resultados obtidos para os pacientes com a Doencga de
Machado Joseph sao semelhantes as observadas na doenga de Parkinson.

Regides como o cértex pré-frontal, estriado e hipocampo foram pouco
analisadas, dai o interesse em verificar se ocorre atrofia tal como foi identificado em

outras regides como por exemplo o cerebelo. '
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Para efetuar a analise dessas trés regides recorreu-se a um estudo por
volumetria para comparar o volume cerebral destas regides de interesse em animais
transgénicos sem qualquer tipo de patologia e com MJD. Para além do estudo
volumétrico foi efetuada espectroscopia single-voxel nas 3 regides cerebrais de
enfoque para analisar os metabolitos presentes nessas éareas e seus
comportamentos.

Ja foram descritos estudos da MJD com equipamentos de 1,5T e 4T em
humanos. No entanto, um campo de alta intensidade podera ultrapassar as
limitagbes inerentes a intensidade mais baixas, visto que sera possivel identificar
através de espectroscopia protdnica, metabolitos que por vezes nido sao incluidos
por terem ressonancias muito proximas com outros metabolitos predominantes e
devido a aplicagao deficiente da supressdo da agua. Para ultrapassar estes limites
neste estudo foi utlizado um equipamento de ressonancia animal de 9,4T.

Os metabolitos mais abordados nesta dissertagcdo sdao o glutamato, acido
gama-aminobutirico, aspartato, creatina e fosfocreatina. Os trés primeiros sao
neurotransmissores do sistema nervoso central dos mamiferos. O GABA é um
neurotransmissor inibitério, o glutamato € um neurotransmissor excitatério tal como
o aspartato. A creatina e a fosfocreatina sdo moléculas essenciais para o
metabolismo energético funcionando como reserva energética. Alteragdes das
concentragdes desses metabolitos podem ser visiveis por espectroscopia protonica.

Pretende-se verificar quais sdo os metabolitos que diferem de regido para
regido e como variam, para eventualmente utilizar os dados em futuros ensaios
terapéuticos.

Definiu-se como objetivos principais desta dissertagao:

* Verificar se a Ressonancia Magnética € uma técnica de imagem que permite
fornecer informacgao relevante sobre a patologia ainda no seu estadio inicial.

* Investigar a possibilidade de envolvimento cerebral (regido do cortex pré-
frontal, estriado e hipocampo) em ratinhos transgénicos portadores MJD com

2 meses de idade através de imagens de RM ponderada em T2 e

espectroscopia protonica.

Os objetivos especificos da dissertagao sao:

* Verificar se ocorre alteragdo do volume cerebral dos ratinhos portadores de
ataxia espinhocerebelar do tipo 3 em comparagédo com o grupo de controlo

nas regiao do hipocampo, estriado e cértex pré-frontal;
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* Averiguar se ocorrem alteragbes dos metabolitos que atuam como
neurotransmissores como o Glutamato, Acido gama — aminobutirico e
Aspartato entre os 2 grupos de estudo;

* Investigar se ocorre alteracdo dos metabolitos relacionados com o
metabolismo energético (Creatina e Fosfocreatina) em animais transgénicos
com MJD em comparagéo com o grupo de controlo;

* Examinar os restantes metabolitos detetados por espectroscopia proténica e
verificar se ocorrem alteragdes dos seus valores entre os 2 grupos da
amostra.

No capitulo 2 sao definidos os conceitos fundamentais e os fundamentos
tedricos para a compreensdo deste trabalho. E descrita a anatomia cerebral no
ratinho, doengas do movimento e em especial a MJD. Sao descritos os principios de
RM, a sequéncia RARE, ponderacdo T2 e espectroscopia. E também descrito neste
capitulo o modelo animal transgénico utilizado.

O terceiro capitulo apresenta os métodos utilizados para a execugao do
trabalho nomeadamente o equipamento, procedimento do exame, protocolos
aplicados, andlise da imagem e poés-processamento e por fim descricdo dos
softwares necessario para a recolha e analise dos dados.

O quarto capitulo apresenta os resultados obtidos através da medigao
volumeétrica e espectroscopia protonica.

No capitulo 5 é efetuado a discussao dos resultados obtidos. Sdo expostas
as limitagdes encontradas durante a realizagcdo deste estudo e as perspectivas
futuras.

Por ultimo apresentam-se as referéncias bibliograficas seguindo-se a estas

seguem-se 0S anexos.
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Capitulo 2 - Fundamentos teéricos

2.1 Anatomia Cerebral Animal

O cérebro dos mamiferos €& estruturalmente organizado em diferentes
regides anatomicas distintas. Estas sao principalmente dedicadas ao controlo das
funcbes comportamentais e fisiolégicas. Varias regides cerebrais sao de interesse
para os neurocientistas tais como:

* Bulbo olfativo, que esta envolvido na detegao de odores;

* Cortex pré-frontal, que é importante para o controlo executivo;

e Estriado, também importante para o controlo executivo bem como na
integragao do movimento e recompensagao do processamento;

* Hipocampo, controla a formagao e recuperagao de memorias associativas e
episddicas;

* Cerebelo, esta envolvido na aprendizagem motora e coordenagéo. Controla
também voluntariamente movimentos fisicos aprendidos;

* Ponte, contém o trato de substancia branca dos nervos cranianos que
transmitem sinais entre o cérebro e o cerebelo.

* Medula, controla as fungcbes autondmicas e transmite informacao entre o

cérebro e a medula espinhal "%

medial Prefrontal Cortex ~ Hippocampus

Dorsal striatum

® Figura 2.1 a) Representagao esquematica de uma seg¢ao sagital do cérebro de rato.
b) Representacdo esquematica do hipocampo e férnix cerebral. Adaptado de
http://link.springer.com/protocol/10.1007%2F978-1-61779-111-6_2

2.2 Doencas do movimento

As doencas de movimento ou doengas de poliglutamina (poliQ) incluem:
ataxias espinhocerebelares (SCA, do inglés spinocerebellar ataxia) tipos 1, 2, 6, 7 e
17; doenga de Machado Joseph também conhecida como ataxia espinhocerebelar
tipo 3; doenga de Huntington (HD); atrofia dentato-rubro-palido-luisiana (DRPLA);
atrofia muscular bulbo-espinhal — Doenca de Kennedy (SBMA/SMAX1)??
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Estas doencas sdo autossOmicas dominantes e estdo ligadas a uma
mutagcdo no gene do recetor de androgénio localizado no cromossoma X. Esta
mutagcao ocorre devido a repeticado da expanséo do trinucledtideo citosina-adenina-
guanina (CAG) que codifica um segmento poliQ na regido de codificacdo dos genes
causadores da doenca. Durante a sintese de proteinas, as repeticbes de CAG
expandidas s&o convertidas para uma série de residuos de glutamina ininterruptas
que formam um segmento poliQ, e o acumular de proteinas de poliglutamina pode
danificar a mitocondria e o sistema ubiquitina proteassoma.**® Como consequéncia,
estas proteinas poliQ agregadas sao encontradas nos neurdnios degenerados, tal
como no tronco cerebral, cerebelo e trato espinal.7 Assim, proteinas contendo o
segmento poliQ diferente, em ultima analise podem levar a disfuncdo e degeneracao
de subpopulagdes neuronais especificas. ®

O trinucledtideo CAG expandido é instavel e tende a expandir ainda mais,
resultando num inicio da doengca em uma idade mais precoce e aumento de
repeticdes em geragdes sucessivas provocando um agravamento da doenga. Isso é
um fendmeno chamado antecipagao genética e € uma caracteristica proeminente de
todas as doencas de poliQ. *'°

As doengas de movimento afetam igualmente homens e mulheres e atingem
principalmente o sistema nervoso central (SNC). "

Alguns tipos especificos de ataxias espinhocerebelares podem ser mais
agressivas, e a maioria dos pacientes com SCA podem necessitar de utilizar cadeira
de rodas 10 a 15 anos apo6s o inicio dos sintomas. A maioria dos pacientes com

SCA tem uma vida util reduzida.

2.3 Doenca de Machado Joseph

A Doenca de Machado Joseph € uma doenga neurodegenerativa
caracterizada pela notavel heterogeneidade fenotipica.

Apesar de rara, é o tipo mais comum de ataxia espinhocerebelar
autossémica dominante em todo o mundo (0,3 -2,0:100000).12A sua distribuicao
geografica é alargada a todo o mundo com frequéncia relativa elevada dentro das
ataxias espinhocerebelares (SCA) em paises como Brasil (69-72%);'*" Portugal
(58-74%);'®"" Singapura (53%);'® China (49%);"° Holanda (44%);* Alemanha
(42%)*' e, Japdo (28-63%).% Curiosamente, a prevaléncia difere consoante a regido
dentro de um mesmo pais. Por exemplo, em Portugal continental a MJD é
relativamente rara 1:100000, > com excegdo da regido do Vale do Tejo em que a

prevaléncia é 1:1000. # No arquipélago dos Acores particularmente na ilha das
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Flores foi encontrada a maior prevaléncia a nivel mundial 1:239. "%

E causada por uma mutacdo de expansdo da repeticdo CAG na regido de
codificagdo do gene da MJD localizado no cromossoma 14q32.1 que é responsavel
pela doenca. %

As manifestagbes clinicas incluem ataxia, oftalmoparesia, neuropatia

periférica, disfungao piramidal, distonia, disturbios do sono e parkinsonismo.26

2.4 Ressonancia Magnética

A RM é um fendmeno fisico causado pela interagdo de dipolos magnéticos
com campos magnéticos. Quando colocado num campo magnético externo, um
dipolo magnético pode apenas absorver ou libertar energia sob a forma de radiagao
electromagnética a frequéncias especificas.

Um dipolo magnético ndo somente produz um campo magnético, mas
também responde & presenca de qualquer campo magnético de outras fontes. ?’

Muitas particulas subatomicas, como os eletrdes, protdes e neutrdes,
possuem um momento dipolar magnético intrinseco devido ao seu spin. O numero
quantico de spin pode ter somente valores +1/2 e -1/2.

Quando as particulas sdo combinadas para formar atomos e moléculas, o
valor do spin de cada particula é somado, portanto o valor do spin de um atomo ou
molécula pode variar entre multiplos positivos ou negativos de 1/2, também podendo
assumir o valor zero. Atomos e moléculas com spin diferente de zero podem ser
afetados quando expostos a um campo magnético.

O nucleo de Hidrogénio € o mais apropriado para a ressonancia magnética
devido a sua elevada abundancia no corpo humano e ao seu elevado momento
magnético. Estima-se, nesse sentido, que o sinal que pode ser obtido do hidrogénio
€ 1000 vezes superior a qualquer outro elemento presente nos tecidos do corpo
humano. Por essa razao o hidrogénio é utilizado como fonte de sinal na maioria dos
exames de ressonancia magnética. %

Na RM, observa-se um sinal produzido pelos momentos magnéticos dos
protdes. Esse sinal € uma corrente elétrica induzida em uma bobina recetora pelos
momentos magnéticos. O momento magnético de um unico protdo €, entretanto,
muito pequeno para induzir uma corrente detetavel em uma bobina: portanto, os
protdes devem ser alinhados para produzirem um momento magnético significativo e
detetavel. %%

Normalmente, os protdées no corpo tém uma orientacdo completamente

aleatdria. Os seus pequenissimos vetores de momento magnético apontam em
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todas as diregbes e cancelam-se de forma a que o momento magnético global &
nulo.

Porém, se colocados em um campo magnético externo (Bo) forte, os spins
alinham-se na mesma dire¢ao do campo magnético, no mesmo sentido do seu vetor
ou em sentido contrario. Como demonstrado na figura 2.2.

Um numero ligeiramente superior de spins alinha-se no mesmo sentido (num
estado de menor energia) do que em sentido oposto (estado de maior energia).

A diferenga entre o nimero de nucleos no estado de menor energia € no
estado de maior energia depende da intensidade do campo magnético externo e da
temperatura.

Esse predominio cria uma pequena magnetizagao resultante de equilibrio no
tecido que torna possivel a RM. #°

Um dipolo experimenta um binario/torque T perpendicular ao seu momento
magnético y e ao campo externo Bo: T = p x By. Ao contrario da agulha da bussola
macroscépica, o nucleo tem um momento angular constante, e, portanto, ndo se
pode se alinhar com B,. Pelo contrario, o binario faz com que ocorra uma precessao
giroscépica no dipolo nuclear em torno do eixo do campo externo, a uma velocidade
de rotagao constante, a chamada frequéncia de Larmor:

Wo =Y Bo

Eguacao 2.1 — Frequéncia de Larmor

B, A ,/ Parallel B«)A \

\ Anti-parallel

Figura 2.2 — Imagem representativa da forma como o protdo alinha paralela

e antiparalelamente e precessa em torno do eixo do campo magnético.

Imagem retirada de http://www.easymeasure.co.uk/

Na frequéncia de Larmor, y corresponde a constante giromagnética. Esta
corresponde a razao entre o momento angular e o momento magnético de cada
nucleo em RM. A razao giromagnética do hidrogénio é de 42,57 MHz/T. No entanto,
em equipamentos com diferentes intensidades de campo magnético o hidrogénio
apresenta frequéncias de precessao variaveis.

A aplicacdo de um impulso de radiofrequéncia (RF) fara com que o momento
magnético dos protdes altere o seu estado.

A rapidez ou a frequéncia de precessido do nucleo de hidrogénio depende
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somente da intensidade do campo magnético. Quanto maior o campo magnético,
maior sera a frequéncia de precessao do spin. Consegue-se rodar a magnetizagao
para o plano transverso por meio de um impulso de radiagdo eletromagnética
oscilando na frequéncia de Larmor do hidrogénio.

Esse impulso de radiofrequéncia que esta em ressonancia com o sistema é
aplicado por tempo suficiente para rodar a magnetizagdo longitudinal (Mo) para o
plano transverso (rotagao de 90°) onde esta pode ser medida e reconstruida para se
obter uma imagem. O pulso aplicado pode rodar a magnetizagéo longitudinal entre O
e 180°.

A rotacéo do vetor de magnetizagéo para o plano transversal pelo impulso de
radiofrequéncia € o resultado de alguns dos spins passarem para o nivel de maior
energia com esta excitagao, e também, o fato de estes precessarem em coeréncia.

A magnetizagao no plano transversal gerara uma corrente na bobina recetora
(de acordo com a lei de Faraday). Ao longo do tempo o sinal decai enquanto que a
magnetizagao retorna para o seu estado de equilibrio, como mostrado na figura 2.3.

O processo pelo qual o nucleo excitado retorna ao equilibrio devido a
libertagdo de energia para o meio € conhecido como relaxagdo. Esta ocorre por
meio da relaxagao spin-rede e da relaxagao spin-spin, as quais sao definidas por

duas constantes T1 e T2 respectivamente.

Receiver [°

1
L
Coil ,( g RS

-1.0 ~

Figura 2.3 — a) Esquema representativo do sinal detetado pela antena receptora.
b) Decaimento do sinal. Imagem retirada de http://www.easymeasure.co.uk/

2.4.1 Relaxacdo T1

Imediatamente apés a aplicagao do impulso de RF, o vetor (Mo) é rodado em
direcdo ao plano xy, criando Mxy. Isso causa uma diminuicdo correspondente no
valor do componente vertical de Mo. Apés um impulso de RF de 90 graus, o tempo
requerido para o nucleo recuperar 63,2% do valor original de (Mo) é definido como
T1. A medida que a excitacdo é perdida, a magnetizacdo longitudinal é

gradualmente recuperada, por isso ela é conhecida como relaxagao longitudinal.
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Como a relaxagao longitudinal envolve troca de energia entre os spins nucleares
excitados e o ambiente (rede) molecular, ela € também referida como tempo de
relaxacao spin-rede. *’

O valor de T1 é dependente da natureza fisica e quimica do ambiente que
envolve o nucleo excitado. Em geral, moléculas menores, incluindo a agua, relaxam
muito mais lentamente do que moléculas de tamanho médio como os lipidos.

Quando um tecido com T1 curto € examinado usando uma sequéncia com
um tempo de repeticdo (TR) do impulso de RF de 90 graus relativamente mais
longo, o sinal oriundo desse tecido € intenso. Se o TR for mais curto do que o T1 do
tecido, o nucleo nao retornara ao equilibrio antes do préximo pulso de RF, e o tecido
é dito como estando saturado. Dessa forma, a intensidade do sinal aumenta a

medida que o tempo de relaxagdo do tecido diminui. >’

2.4.2 Relaxacdo T2

A relaxagao spin-spin (T2) ocorre por meio da interagdo dos protdes com os
campos magnéticos de outros nucleos. Apos a aplicagao de um impulso de RF, o
nucleo excitado inicialmente precessa em fase em relagdo aos outros nucleos,
resultando num valor elevado de Mxy. Entretanto, a coeréncia de fase é
rapidamente perdida, uma vez que cada um dos nucleos tem o seu préprio campo
magnético diminuto que interfere com os outros (relaxagédo spin-spin). A interagao
spin-spin transfere energia entre os nucleos envolvidos, de forma que a frequéncia
de precessao de alguns esteja atrasada e a frequéncia de outros esteja acelerada.
Dessa forma, a coeréncia de fase é perdida.

O processo de relaxagao pode ser descrito pela equagao exponencial:

My (t)= Mo exp (/T2)
Eauacao 2.2- Eauacao exponencial sobre o processo de relaxacao
A constante de tempo para esta forma de relaxagdo, chamada de T2, é o
periodo de tempo que decorre até 63,2% do sinal ser perdido.
O tempo de relaxagéo spin-spin depende do ambiente molecular dos spins e
desta forma o T2 varia entre tecidos. Spins em fluidos influenciam de menor forma a
fase dos spins vizinhos do que em sdlidos. Neste caso os spins levam mais tempo a

perder a fase e os tempos de relaxagdo T2 sdo mais longos do que em sdlidos. *’
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2.4.3 Tempo de Repeticdo e Tempo de Eco

Tempo de Repeticao

Tempo de Repeticdo (TR) representa o tempo entre sucessivas sequéncias
de impulsos de excitagdo. Variagdes no valor de TR tém um efeito importante no
controle das caracteristicas de contraste da imagem. Para sequéncias spin eco
valores curtos de TR (<1000 ms) sdo comuns em imagens exibindo contraste T1, e
valores longos de TR (> 1500 ms) sdo comuns em imagens exibindo contraste T2.

TR é também um fator que influéncia o tempo de scan.

Tempo de Eco
Tempo de Eco (TE) representa o tempo em milissegundos entre a aplicagao

do pulso de excitagdo e a amostragem do sinal de RM.

2.4.4 Sequéncias

Existem duas principais familias de sequéncias consoante o tipo de eco
registado:

- Eco de gradiente;

- Spin eco.

InUmeras variacbes foram desenvolvidas dentro de cada uma dessas

familias, principalmente para aumentar a velocidade das aquisi¢ées. '*®

Eco Gradiente

Na sequéncia eco de gradiente é aplicado um impulso de RF que roda o
vector de magnetizagao parcialmente para o plano transversal. Os gradientes, em
oposicao aos impulsos de RF, sdo usados para realinhar ou desalinhar a
magnetizacao transversal.

E constituida por uma série de impulsos de excitagédo, cada um separado por
um TR. Os dados sao adquiridos apdés a aplicagdo dos impulsos de excitagao
chamado tempo de eco (TE). O contraste da imagem pode variar com alteragbes
tanto do TR e TE. '?® Outras sequéncias alternativas foram desenvolvidas como:

* Sequéncia eco-gradiente com deterioragdo da magnetizacdo transversal
residual (spoiled gradient echo e ultrafast gradient echo);

» Steady state gradient echo;

* Contrast enhanced steady state gradient echo;

* Gradientes equilibrados (Balanced steady state gradient echo);
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* Ecoplanar.

Spin-Eco

A sequéncia spin eco é baseada na repeticao de pulsos de RF de 90 graus e
de 180 graus. Este impulso de 180 graus tem como fungao realinhar os spins e &
dado exatamente a meio caminho entre o impulso de excitagdo (90 graus) e o eco.
Ap6s um impulso de RF de 90 graus, o vector de magnetizagdo encontra-se no
plano transversal. Devido ao desfasamento T2 os spins com o passar do tempo
encontram-se com velocidades de precessao diferentes. Um impulso de 180 graus é
entdo aplicado para realinhar os vectores dos spins para que estes voltem a
precessar a mesma velocidade. O pulso de RF de 180 graus é aplicado no tempo
TE/2.

Foram desenvolvidas sequéncias alternativas a spin-eco tradicional tendo
esta como base que permitem efetuar a aquisigdo de uma forma mais rapida, como

por exemplo Fast spin-eco, e single shot fast spin-eco. '*®

Recuperagao inversao

A sequéncia recuperagao inversido é geralmente uma variante de uma
sequéncia spin-eco convencional em que comega com um impulso de inversdo de
180 graus. Quando o impulso de inversdo é removido, o vector comeca a perder a
sua magnetizagao transversal e volta para a posigao inicial BO. Um impulso de 90
graus de excitacdo é entdo aplicado depois de um determinado tempo apds o
impulso de 180 graus chamado tempo de inversdo. O contraste da imagem depende
da magnitude da magnetizacéo longitudinal condicionada pelo tempo de inversao
assim como do TE e TR. O contraste é baseado em curvas de recuperagado T1 apds
0 pulso de inversao de 180 graus. O impulso de 180 graus produz uma grande

diferenca do contraste entre a gordura e a agua. '*®

RARE

Na década de 1980, quando a RM foi introduzida como técnica de
diagnostico, os tempos de aquisigao longos constituiam restrigdes graves para a
aquisicdo de imagens, sendo maior a probabilidade de ocorréncia de artefactos na
imagem causados pelo movimento do paciente.

Estas restricbes levaram a investigagdes de técnicas de imagem mais
rapidas. Em 1985 a imagem com a técnica FLASH (Fast Low-Angle Shot) foi

introduzida. ** O decaimento livre (FID) gerado por um impulso de RF que roda a
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magnetizacdo longitudinal de um pequeno angulo é detetado como um eco de
gradiente. A repeticdo desta sequéncia permite a aquisicdo de uma imagem em
apenas alguns segundos. Aproximadamente ao mesmo tempo, foi proposto um novo
método de imagem rapido. Ao contrario do FLASH esta abordagem baseia-se
principalmente em imagens spin eco e foi designado como aquisigdo rapida
multicorte com melhoramento do relaxamento (RARE). #*3

RARE ¢é baseado no principio de imagem de spin-eco e emprega codificagédo
de fase independente para cada eco de um conjunto de ecos equidistantes. ** A
abordagem do conjunto de ecos resulta em uma redugdo drastica no tempo de
aquisicdo comparativamente a imagem spin-eco convencional, que era até entao

utilizada para a obtengédo de imagem anatdmica por RM.
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Figura 2.4 — Esquema representativo da aquisi¢ao rapida
multicorte com melhoramento do relaxamento. Imagem
retirada de http://www.easymeasure.co.uk/

A Figura 2.4 mostra o diagrama da sequéncia RARE base.

Depois de um impulso RF de excitagdo de selegdo de corte um conjunto de
impulsos de RF de alinhamento s&o aplicados através dos quais uma série de ecos
sdo gerados. Os impulsos RF de alinhamento aplicados s&o de 180°.

Em sequéncias RARE basicas, a fase dos impulsos RF de alinhamento séo
normalmente desfasados de 90° a partir da fase do impulso de excitagdo de RF
(Figura 2.4a) para satisfazer a condigao Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) para
sequéncias de impulso multi-eco.*® Pela mesma razdo, os impulsos de alinhamento
sao todos separados por um intervalo de tempo constante, chamado intervalo entre
ecos (ESP) e o tempo entre o impulso de excitagdo e o primeiro impulso de

alinhamento é exatamente metade do ESP. *® Além disso, a condi¢cao de CPMG que
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assume a fase acumulada entre dois impulsos de alinhamento € igual para cada
ESP. Isto é realizado através de gradientes simétricos chamados ‘Crusher’ na
direcdo de codificacdo de corte em torno do impulso RF de alinhamento com a
excegao do primeiro, em que o gradiente esquerdo € combinado com o gradiente de
reversdo de corte do impulso de excitagdo (Figura 2.4c). Pela mesma razéo, cada
gradiente de codificagdo de fase € seguido por um gradiente exibindo a mesma
amplitude mas polaridade invertida (um impilso com 90° positivo e outro com 90°
negativo) (Figura 2.4d).

Para preparar a magnetizacéo antes do primeiro impulso de reorientagao, um
gradiente de desfasamento com exatamente metade da duragdo do gradiente de
codificagao de frequéncia esta incluido depois do impulso RF de excitagdo (Figura
2.4b). Ao cumprir todos estes requisitos ficou assegurado que um eco é gerado apds
cada impulso RF de alinhamento exatamente na frequéncia central.

O contraste das imagens RARE é dominado principalmente pelo tempo de
relaxagdo T2 e dado pelo TE efetivo (TEeff), que é o tempo entre o impulso RF de
excitagdo e a aquisicdo de uma linha no espago k com a codificagdo de fase zero.
Ao mudar a posigao da linha de codificagdo de fase zero no conjunto de ecos a

ponderagdo T2 pode ser modificada. >’

+ k_’

Figura 2.5 — Esquema representativo da codificagdo de fase
center-out. Imagem retirada de http://www.easymeasure.co.uk/

Aqui, é visivel um processo em que foi empregue uma pequena ponderagédo T2 uma
vez que o sinal pertencente ao primeiro eco € armazenado no centro do espago k.
Assumindo um ESP de 8 ms, o TE efetivo é igual a 8 ms para este exemplo.
Para aumentar o grau de ponderagdo T2, ndo o primeiro, mas um dos ecos
subsequentes teriam de ser posicionados no centro do espago k. Para o exemplo
anterior TEeff seria de 32 ms no caso do quarto eco ser colocado no centro da

espaco k.
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O comprimento do conjunto de ecos (ETL) indica-nos o numero de impulsos

RF de alinhamento apés um impulso RF de excitagdo e, portanto, determina o
numero de excitagdes necessarias para um dado tamanho de matriz.
No exemplo representado na Figura 2.5, o ETL é quatro, o que significa que séo
necessarias 32 excitacbes para uma matriz de 128 etapas de codificagdo de fase
ficar preenchida. Como resultado, 32 ecos resultantes do espagamento do primeira
eco estdo disponiveis e sdo todos armazenados no segmento central (cinzento
escuro) visualizado no esquema do espago k na Figura 2.5.

Todos os ecos restantes sao distribuidos para preencher o restante espacgo
k, resultando em segmentos contendo 16 linhas cada, para o exemplo dado. No
entanto pode-se preencher somente uma parte do espago k e a parte restante é
interpolada/ estimada através da propriedade do plexo conjugado e calculado por
processamento paralelo.

RARE pode ser combinada com outras técnicas de amostragem do espago k
como aquisicdes espirais ou radiais e pode, também, ser realizada como uma
sequéncia de impulsos 3D. *®

Varios nomes alternativos surgiram para a sequéncia RARE original,
incluindo FAISE (Fast acquisition interleaved spin echo), FSE (Fast spin echo) e
TSE (Turbo spin echo) foram assumidas por diferentes fabricantes de equipamentos
de RM.

2.4.5 Espectroscopia protdnica

Espectroscopia proténica por RM é um método in vivo nao invasivo que
mede a informacgao bioquimica dentro de uma regiao de interesse (ROI) denominado
voxel, proporcionando assim informagdo sobre o metabolismo celular. A
espectroscopia proténica utiliza o sinal de protdes (1H) dentro de produtos quimicos
observados na ROI para produzir um espectro. *’

A localizagao do sinal pode ser realizada utilizando duas abordagens com
um unico voxel (SVS) ou pela técnica multi-voxel, MRSI. Como nesta dissertagao foi
utlizada unicamente a técnica voxel Unico, s esta sera abordada.

Apos a ressonancia magnética convencional e aquisicdes de imagem nos
planos axial, coronal e sagital, € escolhido um voxel dentro da ROI que abrange o
volume de interesse, este define a regido onde os espectros vao ser adquiridos.

Convencionou-se uma escala para medigao da frequéncia de ressonancia

independente do campo magnético do equipamento de RM a que se deu o nome de
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desvio quimico, expressa em partes por milhdo (ppm). Para expressar o desvio

quimico em ppm, é utilizada a equagéo:

v—vrefyx 106
v ref

Eauacao 2.3 — Caculo do desvio quimico em ppm

Onde & é o desvio quimico em partes por milhdo (ppm), v € Vs Sd0 as
frequéncias de ressonancia do composto sob investigacdo e do composto de
referéncia, respectivamente, medidos em Hz. 3

Para uma espectroscopia protonica in vitro, o composto de referéncia é
geralmente tetrametilsilano, TMS [(CH3) 4Si)], escolhido porque contém um nucleo
quase totalmente protegido. O seu pico unico (singleto) € assumido como tendo um
desvio quimico de 0,0 ppm. TMS é téxico [31] e assim, em uma espectroscopia
protonica in vivo do cérebro, o pico CH; de N-acetil aspartato (NAA) é geralmente o
padrao de referéncia (cujo valor de desvio quimico € 2,01 ppm).

O ndcleo de um atomo consiste em protdes e neutrbes, rodeado por
electrées em orbita. Quando o dtomo é colocado num campo magnético aplicado
externamente, os protdbes precessam e induzem um campo magnético local
conhecido como o campo magnético efetivo (Bes).

A densidade de electrbes que cercam cada nucleo pode variar €, como
resultado, o B, somado ao Bgs pode diferir em cada nucleo o que resulta no
fenomeno conhecido como desvio quimico. *°

Os produtos quimicos geralmente tém mais do que um protdo e cada protao
da um sinal de RM detetavel. Protdes dentro do mesmo ambiente quimico sentem o
mesmo campo magnético, resultando em desvios quimicos idénticos. Isto resulta
num espectro contendo uma colegdo de picos em diferentes radiofrequéncias
representando nucleos de protdes em diferentes ambientes quimicos.

Nucleos em estreita proximidade um do outro influenciam o campo
magnético efetivo do vizinho (Bes#).

Nucleos sentindo 0 mesmo desvio quimico sdo denominados equivalentes e
aqueles que nao sentem o mesmo desvio quimico sdo chamados de nao
equivalentes.

Nucleos equivalentes ndao produzem divisdo do pico observavel. No entanto,
se ha mais do que um protdo na molécula e estes protdes sao nao equivalentes

ocorre um acoplamento entre estes, chamado de acoplamento spin-spin ou
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acoplamento J, fazendo com que os picos de ressonéncia se dividam. Em vez de
um sinal como seria esperado observar para os nucleos nao equivalentes, duas ou
trés frequéncias de ressonancia sdo observadas. ***'
Existem varios tipos de interagcbes que podem ocorrer no espectro e que o véao
influenciar:

* Interagbes entre dipolos magnéticos spin;

* Interacio quadripolo eléctrico dependendo do spin;

* Anisotropia do desvio quimico;

* Acoplamento J.

No entanto o tipo de interagdo mais significativo € o acoplamento J.

Acoplamento spin-spin ou acoplamento J

Na presenca de um campo magnético, By, onde temos uma ligacdo entre
dois nucleos "Z" e "X" se, por exemplo, "X" tem uma probabilidade igual de ser
alinhado no mesmo sentido ou no sentido contrario de By, o nucleo "Z" sera dividido
em dois picos espectrais iguais. O pico espectral do nucleo "Z" que esta acoplado a
"X" alinhado com B, tera uma frequéncia mais elevada enquanto que alinhado no
sentido contrario de B, terd uma frequéncia mais baixa. Este processo de
modificagdo de frequéncia pelos nucleos vizinhos € chamado de acoplamento spin-
spin. A constante de acoplamento J expressa a diferenga numeérica (em Hertz) entre
as duas frequéncias resultantes do mesmo nucleo. E um valor Gnico para cada
molécula, que ao contrario do desvio quimico, permanece constante com B,.

Geralmente, se o nucleo "Z" estda acoplado a varios nucleos equivalentes
quimicamente "X", a linha espectral do nucleo "Z" sera dividido em "n + 1" picos
multiplos. Por exemplo, no espectro de etanol, CH3;-CH,-OH, a linha espectral do
grupo CHs; é dividido num tripleto pela sua interagdo com os protdes CH, enquanto
ha uma divisdo reciproca da linha CH, num quarteto pela sua interagdo com os
protdes CHj;. A linha de OH é dividida num tripleto pelos protées CH, e cada
componente do quarteto CH; é subdividida num dupleto pelo protao OH.

No entanto, os nucleos quimicamente equivalentes (por exemplo, os trés
protdes CH3) ndo produzem uma divisdo observavel uns com os outros. A ligagao C-
C aqui contribui para a ligagdo covalente dos electrdes através dos quais estas

interagdes spin-spin tomam lugar.
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Sequéncias em espectroscopia

Na altura do aparecimento da espectroscopia in vivo utilizava-se uma bobina
de superficie para limitar o volume de interesse a partir do qual o sinal era
eficazmente recolhido. A forga do sinal dependia da distédncia em que o tecido se
encontrava da bobina mas com uma gama espacial limitada. As bobinas de
superficie foram usadas mais tarde somente como gradiente seletor de corte numa
sequéncia conhecida como Depth-Resolved Surface-coil (DRESS). *

Os sinais eram recolhidos a partir de um unico corte com DRESS e assim a
selegao volumétrica era pouco definida, devido ao campo de RF n&o uniformemente
distribuido na bobina de superficie. Outra desvantagem na utilizagdo de bobinas de
superficie para a localizagéo espacial era o aumento da dificuldade na localizagao
da origem do sinal a partir de um volume espesso dentro de um érgéo. A técnica era
também limitada na localizagao de sinal proveniente de 6rgaos superficiais.

Os métodos atuais dependem da rapidez da mudanga dos gradientes
magnéticos para obter a localizagdo espacial. Um voxel é definido pela intersecgao
dos trés planos ortogonais, em que cada plano é excitado por um impulso de
selegcdo espacial aplicado na presenga de um gradiente (tal como no caso da

selegao de corte em Ressonancia Magnética Convencional).

Aquisi¢cao na espectroscopia

Selecdo da regido de interesse

E importante assegurar que o voxel escolhido estd colocado totalmente
dentro da ROI para obter um espectro com boa qualidade que é representativo da
patologia a ser avaliada.

Para avaliar o exato posicionamento onde se encontra o voxel escolhido na
ROl é necessario realizar imagens nos planos dos trés eixos (axial, sagital e
coronal).

A qualidade espectral pode ser afetada se a colocagédo do voxel for feita em regides
com fraca homogeneidade de campo como interfaces de ar, osso, couro cabeludo e,
no caso da espectroscopia ser feita para avaliagdo de uma patologia visivel, o voxel

deve abranger s6 o local da lesdo sem incluir tecido cerebral normal.

PRESS
O método de aquisi¢cao utilizado para os estudos nesta dissertagao foi Point-
RESolved Spectroscopy (PRESS) .
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A aquisicao PRESS ¢é baseada numa sequéncia spin eco com um impulso de
radiofrequéncia (RF) de 90° seguido de dois impulsos de RF de 180°, de modo a
que o spin eco primario seja reorientado novamente pelo terceiro impulso.

O volume é excitado com um método passo a passo, no qual cada impulso
tem um gradiente de sele¢cdo de corte em um dos trés eixos principais (X, y, z). O
impulso de RF inicial 90° é aplicado no eixo Z, seguido pelo primeiro impulso de
180° no eixo Y e, por ultimo, o impulso de 180° no eixo X.

A ordem dos gradientes utilizados € dada como um exemplo e pode ser
alterada.*' O objetivo do gradiente de selecéo de corte é assegurar que somente os
protdes localizados na ROI sintam os trés impulsos de RF. E importante mencionar
que as contribuigdes para o sinal provenientes da fronteira da ROl ainda podem

ocorrer. Esta é suprimida com a utilizagdo de gradientes desfasados.
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Figura 2.6 — Esquema representativo da selegao do volume de interesse utilizando a
sequéncia PRESS com a aplicagdo de 3 pulsos de RF simultaneamente. A) O primeiro
pulso de RM 90° é aplicado no plano Z seguido por b) pulso de RF 180° aplicado no eixo Y
e por fim c) pulso de RF 180° aplicado no eixo do X. Imagem retirada de
http://www.easymeasure.co.uk/

O bloco de trés impulsos (90°-180°-180°) & sucessivamente repetido para
aumentar a média da relagao sinal-ruido dos espectros. O niumero de aquisigdes é o
numero de vezes que a sequéncia é repetida (tipicamente 128). O tempo de
repeticdo (TR) é o intervalo de tempo entre as repeticdes de toda a sequéncia de
impulsos (ou seja, entre o primeiro 90° e o 90° subsequente). O tempo de eco (TE) é

o tempo entre o impulso 90° e o aparecimento do sinal de eco (figura 2.6).
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Tempos de eco

Os metabolitos tém estruturas moleculares diferentes e os seus protbes
residem em diferentes ambientes quimicos. O sinal de MRS a partir dos metabolitos
tem, portanto, taxas de recuperagdo (ou relaxagdo T1) e de decaimento (ou
relaxagdo T2) diferentes. A recolha de dados de espectroscopia com diferentes
tempos de eco fornece informagdes sobre um numero diferente de metabolitos.

Uma aquisigdo com tempo de eco mais curto, tipicamente 20-40 ms, vai
produzir mais informagdes no espectro porque um menor numero de sinais de
metabolitos vao ser deteriorados.

O espectro vai assim conter mais picos. Para uma aquisi¢do in vivo, o
problema com os espectros de TE curto é que eles podem se sobrepor e conter
contribuicbes de lipidos e macromoléculas. A aquisicdo TE mais longa (tipicamente
TE 2135ms), por outro lado vai resultar na deterioragdo significativa do sinal,
resultando num menor numero de picos no espectro. Lipidos € macromoléculas tém
tempos de relaxagdo T2 curtos; os seus sinais vao decair, eliminando a sua
contribuicdo no espectro. No entanto, potenciais picos de metabolitos de interesse
sao perdidos. Estes metabolitos muitas vezes tém um acoplamento J forte, sofrem
interacdes destrutivas e os seus sinais tém deterioragao.

A escolha do tempo TE numa aquisicdo depende do objetivo do exame.
Nesta dissertagdo foram utilizados TE curtos que possibilitam observar metabolitos
com tempos de relaxagao T2 longos e curtos. Para além disso a aplicagdo de TE

curtos permite obter uma melhor relagao sinal-ruido.

Shimming

O objetivo do shimming é a produgdo de um campo magnético homogéneo
sobre a ROI. Este garante que os nucleos equivalentes experimentem o mesmo
campo magnético. Com uma boa aplicagdao de shimming ocorre uma melhoria da
resolugdo do pico e aumento da relagédo sinal-ruido. Por outro lado, com uma ma
aplicagdo do shimming ocorre um aumento da largura da linha espectral provocando
assim um pico amplo.

Quanto maior for o valor da largura a meia altura, mais dificil é distinguir
picos que se encontrem préximos, por exemplo, sobreposigado dos picos de creatina

e colina total.

Agua
Como a agua é o composto mais abundante no tecido, a espectroscopia

protonica por RM efetuada a quase todos os tecidos € dominada pela ressonancia
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de 4,7 ppm que se origina a partir de protdes da agua. Esta € 10.000 vezes superior
a dos restantes metabolitos vistos no espectro.

A largura a meia altura do pico da agua € um bom marcador para determinar
a homogeneidade do campo. Este pode ser utilizado com referéncia interna para a
medicao das concentragcbes absolutas dos metabolitos. Pode também ser utilizado
para corregado de distor¢des da forma da linha espectral bem como para ajustes do
desvio da frequéncia entre voxeis.

Embora a detegdo de metabolitos seja possivel sem supressao de agua, o
pico de agua leva a distor¢des de base e sinais falsos devido a modulagéo do sinal
induzida por vibragdo que faz a detegdo de metabolitos nao crediveis. A supressao
do sinal da agua elimina estes problemas, levando a uma detegao consistente e
fiavel de espectros de metabolitos.

O sinal da agua pode ser eliminado através da utilizagcdo de diferentes
parametros de relaxamento.

Os dois métodos mais vulgarmente utilizados sdo o desvio quimico seletivo
(CHESS) e técnica de eliminagao da agua pela Transformada de Fourier (WEFT).

O CHESS consiste na aplicagdo de um impulso de frequéncia seletiva 90°
centrada na frequéncia de ressonancia dos protdes da agua. WEFT é uma
sequéncia de pulso de recuperacao inversao que se baseia na diferenga do tempo
de relaxagado T1 da agua (solvente) em comparagdao com a ressonancia dos solutos.

Este é constituido por um impulso de 180° Os impulsos em ambos os
métodos sao aplicados antes da implementagao da sequéncia PRESS.

O rigor e fiabilidade da espectroscopia in vivo é altamente dependente da
eficiéncia da supressao de agua. A técnica utilizada nesta dissertagéo foi a VAPOR
(variable power and optimized relaxation delays) que combina a supressao de agua
baseada em T1 e impulsos de RF com poténcia variavel para fornecer excelente
supressdao de agua com uma grande insensibilidade para com T1 e falta de
homogeneidade do campo B1. ** O principio fundamental da supressdo de agua
VAPOR ¢ definir variagdes ideais de poténcia e atrasos no tempo no conjunto de

varios impulsos. *

A aquisi¢cdo de um espectro de agua

E aplicado um espectro adicional da agua (espectro sem supressao de agua)
como referéncia interna para quantificagdo das intensidades de sinal dos
metabolitos. **

O teor de agua altera-se consoante a idade sendo gradualmente inferior com

o aumento da idade. ¥’
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Também sao observadas alteragdes do teor de agua consoante a patologia,
por exemplo os tumores cerebrais exibem um aumento do teor de agua em

comparacdo com tecidos saudaveis. *°

Interpretacao dos metabolitos medidos utilizando espectroscopia proténica

A espectroscopia in vivo contém trés componentes diferentes agua,
metabolitos, lipidos/macromoléculas. 4

O espectro de espectroscopia protonica in vivo de um cérebro humano
abrange dos 0,5 aos 9,0 ppm.

Os espectros proténicos sao exibidos num grafico xy. O eixo x horizontal
representa os valores da frequéncia do desvio quimico dos varios metabolitos numa
dada amostra de tecido. As unidades dos desvios quimicos podem ser
apresentadas em Hz ou ppm. Hz é a unidade de frequéncia utilizada para a
frequéncia a que os protbes precessio. Contudo esta difere consoante a intensidade
do campo magnético dificultando a comparacao de perfis espectrais. Para superar
isto, as posigdes dos picos dos metabolitos sdo apresentadas em partes por milhdao
(ppm), uma escala independente da intensidade de campo.

No eixo vertical y esta representada a amplitude relativa do sinal, ou
concentragdes para os varios metabolitos, isto €, a altura do pico reflete a
quantidade do metabolito.

Os espectros sao lidos da direita para a esquerda, os valores (ppm) no eixo
X vao crescendo no mesmo sentido (ou seja, da direita para a esquerda).

Os metabolitos que podem ser identificados através de espectroscopia sao
dependentes do tempo de eco aplicado.

As concentragcbes de metabolitos normais no cérebro variam ligeiramente em
diferentes faixas etarias. "' O espectro resultante, adquirido a partir de um cérebro
humano, consiste em cerca de 18-20 metabolitos e nove lipidos e componentes
macromoleculares. Os perfis metabdlicos podem sofrer modificagdes quando
estamos na presenga de patologia em comparagdo com um cérebro normal.
Espectros de patologias distintas também podem ter perfis metabdlicos distintos,

com diferentes metabolitos e concentracdes.*’

2.4.6 Metabolitos

Mio-inositol
Entre os nove isdmeros de inositol, mio-inositol (m-lns) é a forma

predominante encontrado no tecido. Muitas vezes visivel num espectro adquirido
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com um TE mais curto, o sinal pode conter pequenas contribuicbes de inositol
monofosfato, polifosfatos de inositol e glicina.

Mio-inositol mostra quatro picos no espectro, dois dos quais se destacam:
um dubleto de dubletos a 3,52 ppm e um tripleto a 3,61 ppm. Os outros dois incluem
um tripleto em 3,27 ppm geralmente obscurecido pela colina, e outro em 4,05 ppm,
que ndo é geralmente observado devido a supresséo da agua. >

A funcdo de m-Ins ndo é clara, mas cré-se que desempenha um papel em

varios sistemas neuronais de sinalizagdo °*°*

, metabolismo do inositol ligada a
membrana de fosfolipidos *®, crescimento celular °' e uma forma de armazenamento
de glucose. ”’ N&o estd presente em neurdénios e tem sido proposto como um
marcador de célula da glia. ®> Nao tem capacidade em atravessar a barreira cérebro-
sangue (BBB).
A quantidade de mio-inositol varia regionalmente, sendo menor na substancia
branca, e ligeiramente superior na substancia cinzenta. °®*” Normalmente as
concentracdes de m-Ins no cérebro humano normal variam de 3.8-8.1 mM. %
Neste estudo a média dos valores do metabolito inositol em ratinhos normais foi de
4,218 para a regiao do hipocampo, 2,981 para a regiao do cértex pré-frontal e 2,926
para a regido do estriado.

Os niveis aumentados tém sido associado com gliomas pontinos intrinsecos
e difusos, diabetes e doencga de Alzheimer, e diminuicdo dos niveis com tumores

malignos °° e acidente vascular cerebral. *°

Colina

Os metabolitos contendo colina incluem: glicerofosforilcolina (GPC),
fosforilcolina (PCH) e colina livre. Eles contribuem para um pico proeminente em 3,2
ppm e picos secundarios em 3,5 e 4,0 ppm. Muitas vezes nao € possivel separar as
suas contribuigdes com espectroscopia protonica mas eles sao distinguiveis com
espectroscopia de fosforo.®' Como por vezes a separacéo e distingdo dos picos dos
compostos de colina € dificil de efetuar, este conjunto é classificado como colina
total (TCho).

As concentragdes normais de colina total no cérebro humano sao de cerca
de 0,9-2,5 mM, *°e é relatado que a sua concentragao varia significativamente entre
as diferentes regides do cérebro, aumentando com a idade. **** Neste estudo a
média dos valores dos metabolitos Fosforilcolina e Glicerofosforilcolina em ratinhos
normais foi respectivamente de 1,035 para a regido do hipocampo, 0,913; 0,248

para a regido do PFC e 1,297, 0,277 para a regiao do estriado.
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A colina desempenha um papel na sintese de fosfolipidos que formam as
membranas das células. A sua concentracdo aumenta com a sintese e destruicao
da membrana celular. Portanto, a colina é considerada como sendo um marcador de
volume e integridade da membrana.

Porque ndo ha mais Cho na substancia branca do que na substancia
cinzenta, o nivel de Cho esta correlacionando com o grau de mielinizagéo. **°°
No entanto, as mudancgas sdo comummente associadas com alteracbes na

60,62

composigdo da membrana, com niveis aumentados em tumores, isquemia,

traumatismos cranianos, inflamagao, esclerose multipla, doenga de Alzheimer, e

diminuicdo do seu nivel em doenca hepatica. *°°

Creatina

O sinal de creatina resulta de dois produtos quimicos: creatina (Cr) e
fosfocreatina (PCr) chamada de creatina total (tCr). Eles contribuem para dois picos
muito proximos quase sobrepostos em 3,03 e 3,93 ppm.

Ela desempenha um papel no armazenamento anaerdbio e producéo de
energia nas células. Durante o processo de produgao de energia, a creatina quinase
catalisa a transferéncia reversivel de fosfato inorgénico (Pi) da PCr e Adenosina
difosfato (ADP) para Cr e Trifosfato de adenosina (ATP). Esta reagcdo de Cr / PCr
sustenta 0 consumo de energia nas células e facilita a transferéncia de ATP a partir
da mitocondria para locais onde a energia € necessaria. tCr € por conseguinte um
marcador do metabolismo energético. A sintese da creatina ocorre no rim e no
figado. As regides com maiores quantidades de enzimas creatina quinase também
tém altas concentracdes de Cr e PCr. Concentracbes mais elevadas destas enzimas
tém sido relatadas em preparacdes de células de astrécitos e oligodendrdcitos do
que nos neuroénios. *+%°

Com efeito, o sinal de tCr foi referido como sendo superior na matéria
cinzenta, 6,4-9,7 mM, relativamente a substancia branca, 5.2-5.7 mM em humanos
%3850 contetido tCr no cérebro humano varia entre 5.1-10.6 mM. °***° Tem um valor
reduzido nas criancas e aumenta com a idade. ** Neste estudo a média dos valores
dos metabolitos Creatina e Fosfocreatina em ratinhos normais foi respectivamente
de 3,463; 2,647 para a regido do hipocampo, 2,089;2,681 para a regiao do PFC e
3,110;2,166 para a regiao do estriado.

Diminuigdo nos niveis de Cr tem sido observada em hipdxia, tumores e

acidente vascular cerebral, e aumento em trauma e distrofia miotdnica. *°
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Glutamato e Glutamina

Para as intensidades de campos magnéticos utilizadas na clinica
(tipicamente 1.5- 3,0 T), os sinais de Glutamato (Glu) e Glutamina (GIn) sobrepdem-
se e sao de dificil distingao e quantificacéo in vivo, devido a efeitos de acoplamento
J fortes.***20 Glu e a GIn sdo geralmente observados como uma sobreposicdo de
ressonancia complexa chamado GIx. O complexo GIx pode ser separado por edigao
espectral ou utilizando técnicas homonucleares de dissociacdo. ®*®° E também
possivel separar utilizando equipamentos de RM com intensidades de campo

magnético mais elevadas’®"’

e, quando tal é possivel, a ressonancia de Glu ocorre
entre 2,04-2,35 ppm e a de GIn entre 2,12-2,46 ppm.*?Glu esta presente em todas
as células e é sintetizado a partir do precursor alfa-cetoglutarato no ciclo do acido
citrico em mitocéndrias. Glu atua como principal neurotransmissor excitatério no
sistema nervoso central e assim é encontrado em concentragbes mais elevadas em
neuronios do que em células da glia. A sua concentragdo na matéria cinzenta é

assim referida como sendo superior & da substancia branca,>**°

56,58,59

com concentragao
no cérebro de 6.0-12.5 mM em humanos.

GIn por outro lado € um neurotransmissor inibitério predominantemente
encontrado em astrécitos que contém Gln-ligase. Devido a grande populagdo de
astrocitos no sistema nervoso central, a concentracdo de GlIn na matéria cinzenta é
mais elevada do que na matéria branca *® variando entre 3.0-5.8 mM no cérebro
humano. *®*’? Neste estudo a média dos valores dos metabolitos Glutamato e
Glutamina em ratinhos normais foi respectivamente de 5,956;3,017 para a regido do
hipocampo, 7,454;2,549 para a regido do PFC e 5,408;2,824 para a regiao do
estriado.

A via de Glu/GIn é essencial para a desintoxicagao de amoniaco no figado;
eles sao, portanto, considerados em conjunto como aminoacidos
neurotransmissores pois desempenham um papel na desintoxicagdo e regulagao
dos neurotransmissores. Se o figado esta comprometido, a desintoxicagdo amodnia &
realizada nos astrécitos pela enzima glutamina sintetase que combina amoniaco e
Glu para produzir GIn. Por conseguinte, GIn € uma forma de armazenamento de
Glu. Quando o ciclo de Glu/GIn é alterado com hiperamonemia o nivel de GIn
aumenta significativamente. GIln atua assim como um biomarcador da doencga
hepatica e seus niveis podem ser monitorados no cérebro. 8%’

O aumento das concentracbes de Glu e GIn tém sido observados em

49,75,76

isquemia grave, meningiomas, hipoxia e encefalopatia hepatica e sua

diminuigdo na doenca de Alzheimer. *°
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N-acetil aspartato

N-acetil aspartato (NAA) é um aminoacido livre relativamente abundante no
cérebro humano e contribui para o pico mais proeminente no espectro de protdo a
2,01 ppm (singleto). NAA também tem ressonancias menores resultantes de grupos
do aspartato CH e CH; que contribuem para dupleto-de-dupletos a 2,49, 2,67 e 4,38
ppm, mais um dupleto dependente da temperatura da amida a 7,82 ppm.

Neste estudo a média dos valores do metabolito Aspartato em ratinhos
normais foi de 1,836 para a regiao do hipocampo e 1,740 para a regidao do cértex
pré-frontal.

Confinado na porcdo liquida do citoplasma,”” que estd localizada
principalmente nos neurdnios e dendritos do sistema nervoso central e periférico. *?
A concentracao de NAA na matéria cinzenta é relatada como sendo mais elevada do
que na substancia branca.®®* NAA é um marcador neurotransmissor do
funcionamento normal dos neurdnios observado apenas no parénquima cerebral e
tecido neuronal. No parénquima cerebral normal, a sua concentragao depende da
densidade e atividade funcional das células. A concentragdo no cérebro de NAA

%258 mas é baixo em lactentes e o seu aumento

varia de 7.9-16.6 mM em humanos,
coincide com a mielinizacdo. ”’

O grupo NAA contém, pelo menos, duas porgdes quimicas: NAA e NAAG.
NAAG consiste no acido N- acetilaspartico (NAA) e acido glutdmico acoplado
através de uma ligagdo peptidea. NAAG esta predominantemente nas células
nervosas, mas varia regionalmente dentro do cérebro com concentragdes entre os
0.6 e 0s 2.7 mM em humanos. "®

O seu pico ocorre a 2.10 ppm, e sobrepde-se ao grande pico do NAA em
campos magnéticos de com baixa intensidade magnética. O pico de NAA contém,
assim, contribuicbes de NAAG, que pode ser separada com campos magnéticos
mais elevados. >

O conjunto formado por NAA e NAAG é chamado de NAA total (TNAA).
Neste estudo a média dos valores dos metabolitos NAA e NAAG em ratinhos
normais foi respectivamente de 4,426;0,877 para a regido do hipocampo,
5,687;0,720 para a regiao do PFC e 4,867;0,770 para a regido do estriado.

Devido a sua especificidade para os neurdnios, NAA é geralmente
considerado um marcador de densidade neuronal saudavel. ** Uma diminuigdo na
intensidade do pico de NAA foi avaliada num certo numero de disturbios

79

neurolégicos incluindo esclerose multipla, isquemia, % traumatismo craniano

1 82,83

inflamacdo *° e tumores. ® Aumento do NAA também
79,84

agudo, 8 esquizofrenia,

tem sido relatado na doencga de Canavan.
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Lactato

Lactato é o produto final da glicdlise anaerdbica, que exibe um dubleto a 1,31
ppm. O pico de lactato em espectroscopia € variavel consoante os tempos de eco
aplicados.

Com aquisigdes utilizando TE intermédios (135/144ms) o dubleto aparece
invertido abaixo da linha de base devido ao acoplamento J. Mas com tempos de eco
muito curtos ou muito longos (30 ou 288 ms) o dubleto surge acima da linha de
base.

Através de tempos de eco mais curtos € dificil distinguir o lactato de lipidos e
macromoléculas e assim, devido a esse facto, o lactato é habitualmente estudado
com tempos de TE mais longos. %

Em circunstancias normais, o lactato esta presente apenas em quantidades
diminutas no cérebro de humanos (cerca de 0,4 mM *°), e s6 se torna visivel por
MRS em tecidos patolégicos que recorrem a respiragao anaerobica. A sua presenga
indica que a respiragao normal (oxidagao aerébia) esta afetada e os carbohidratos
estdo a ser catabolizados por via anaerdbia. Situagdes de hipoxia originam aumento
do lactato por ativagdo da via anaerobia e degradagédo da glicose. Também se
encontra alterado em convulsbes, disturbios metabdlicos com acumulagdo de
macréfagos (areas de inflamagao aguda). O lactato é portanto um marcador de
metabolismo anaerodbio. A concentracdo de lactato aumenta também em casos de
acidente vascular cerebral, traumatismo, tumores, tecido necrético e massas
quisticas. ®® Ativagao funcional e hiperventilacdo também tém sido sugeridas como
causas para pequenos aumentos do lactato a nivel cerebral. 8"

Neste estudo a média dos valores do metabolito Lactato em ratinhos normais
foi de 2,222 para a regido do hipocampo, 1,803 para a regiao do cortex pré-frontal e

5,168 para a regido do estriado.

Alanina

A alanina (Ala) € um dos compostos examinados na espectroscopia de
RM. Ala tem um desvio quimico de 1,48 ppm com um dubleto. Apresenta um pico
invertido devido ao acoplamento J para com TE intermédio 135-144ms. Tem um
papel no ciclo do acido citrico e encontra-se elevada em meningiomas, abcessos
piogénicos e glioblastomas. % Neste estudo a média dos valores do metabolito
Alanina em ratinhos normais foi de 1,355 para a regido do hipocampo, 1,195 para a

regiao do cortex pré-frontal e 2,054 para a regido do estriado.
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Taurina

A taurina é visualizada a 3,25 ppm com um tripleto a 3,43 ppm através de
espectroscopia protonica.

E um é&cido organico cujo objetivo &€ desempenhar um papel na regulacéo
osmotica e estabilizagdo da membrana. Se o tempo de eco for muito curto pode ser
dificil distingui-lo do metabolito mio-inositol e com TE médio/longo tem pouca
relacdo sinal-ruido. %

Neste estudo a média dos valores do metabolito Taurina em ratinhos
normais foi de 7,400 para a regido do hipocampo, 6,539 para a regido do cortex pré-
frontal e 10,276 para a regidao do estriado.

Altas concentracdes de taurina sdo observadas em meduloblastomas e
adenomas hipofisarios. %

Glutationa

A glutationa (GSH) na sua forma reduzida primaria € um antioxidante
importante do sistema nervoso central. Uma vez que as ressonancias de todas as
trés porgdes (glicina, cisteina e glutamato de GSH) se sobrepdem a outros
metabolitos, é dificil fazer a medicdo de GSH n&o editado usando espectroscopia
protonica de ressonancia magnética (MRS).

As ressonancias de protdes do radical CH; da cisteina da GSH s&o de 2,95
ppm, e sao escolhidas como as ressonancias alvo, necessitando de ser distinguidas
da ressonancia singleto proeminente da creatina a 3,02 ppm. °' Neste estudo a
média dos valores do metabolito Glutationa em ratinhos normais foi de 1,410 para a
regido do hipocampo, 0,990 para a regido do cértex pré-frontal e 0,941 para a

regido do estriado.

GABA

Acdo gama-aminobutirico (GABA) é visualizado em 1,9; 2,3; 3,0 ppm, mas
2,3 ppm deve ser a primeira escolha porque os valores de 1,9 e 3,0 ppm se
sobrepde a outros metabdlitos dominantes (glutamato e glutamina). GABA €& um
neurotransmissor inibitério principal do sistema nervoso central. Neste estudo a
média dos valores do metabolito GABA em ratinhos normais foi de 1,808 para a
regido do hipocampo, 1,996 para a regidao do cértex pré-frontal e 2,425 para a
regiao do estriado. As alteragdes na concentragdo de GABA tém sido relatadas em
varios casos clinicos. A concentragdo de GABA apresenta-se diminuida na

epilepsia, autismo, esquizofrenia e no sindrome de Stiff-Person. **
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Glicose

O metabolismo da glicose é essencial para o normal funcionamento do
cérebro e esta estabelecido que um fornecimento continuo de glicose do sangue é
necessario para um normal metabolismo cerebral. A glicose é a fonte primaria de
energia na maioria dos organismos onde € usado respiragao aerébia e anaerdbia.
Uma alteragdo ou o comprometimento no consumo de glicose esta associado a
varias condigbes patoldgicas.

O pico da glicose pode ser visualizado através de espectroscopia protonica
aos 3,43 ppm e 3,8 ppm. No entanto este pode estar sobreposto com outros
metabolitos como o mio-inositol e taurina. Neste estudo a média dos valores do
metabolito Glicose em ratinhos normais foi de 1,279 para a regido do hipocampo,
1,369 para a regido do cortex pré-frontal e 1,246 para a regiao do estriado.

Pensa-se que as concentragées de Glc no tecido cerebral se encontram
diminuidas em lesdes malignas, onde Glc é rapidamente utilizado para facilitar a
divisdo celular e crescimento tumoral. Aumentos na concentragao de glicose tém

sido relatados em casos de diabetes mellitus e encefalopatia hipoxica. *

2.4.7 Modelo Animal transgénico

Foram utilizados ratinhos transgénicos ou de tipo selvagem C57 BL/6 com
ataxia do tipo 3 [Q69]. Esta é a estirpe de ratinho mais utilizada devido a facilidade
reprodutivel e robustez. Sao efetuadas alteragbes genéticas para a sua utilizagao
como modelos de doencas humanas.

Os animais foram alojados numa sala com temperatura controlada mantido
um ciclo de 12 horas de luz/12 horas de escuro. Comida e agua foram fornecidas ad
libitum. As experiéncias envolvendo ratos foram previamente aprovadas pela
Organizacao Responsavel pelo Bem-Estar dos Animais da Faculdade de Medicina e
Centro de Neurociéncias e Biologia Celular da Universidade de Coimbra (ORBEA e
FMUC/CNC, Coimbra, Portugal) e foram realizadas em conformidade com a diretiva
da Comunidade Europeia (86/609/CEE) para o cuidado e uso de animais de
laboratério. Os investigadores receberam treino adequado (curso certificado
FELASA) e certificagdo das autoridades portuguesas (Diregdo Geral de Veterinaria

de Lisboa, Portugal) para realizar as experiéncias.

30 Caroline Jorddo



Estudo da Doenca de Machado Joseph em modelo animal transgénico através de um equipamento de RM de 9,4T

Capitulo 3 - Metodologia

3.1 Desenho do estudo

O estudo foi realizado no 3° Semestre do mestrado de Radiagdes Aplicadas
as Tecnologias da Saude de Lisboa, com inicio em Julho de 2015 e término em
Maio de 2016.

O local da sua realizagao foi o Instituto de Ciéncias Nucleares Aplicadas a
Saude com a respectiva autorizagao do Diretor, Prof. Doutor Miguel Castelo Branco.

As imagens foram adquiridas num equipamento de Ressonancia Magnética
animal de pequeno porte BioSpec 94/20 Bruker de 9.4T. Para realizagdo dos
exames radiolégicos foi necessario anestesiar os ratinhos, efetuar monitorizagao
cardiaca, controle da temperatura e manutengdo respiratoria durante todo o
procedimento.

O pods processamento das imagens T2 foi efetuado no MATLAB e para o
pos-processamento da espectroscopia protonica utilizou-se o programa LC Model.

A analise estatistica dos dados recolhidos foi efetuada com o programa

estatistico SPSS® (Statistic Package for the Social Sciences).

3.2 Caracterizacao da amostra

Neste estudo foram incluidos 29 animais transgénicos sendo que 10 eram do
género masculino e 19 eram do género feminino.

A média de peso dos ratinhos era de 19 gramas sendo que o valor maximo
era de 26 g e o minimo de 14 gramas.

Foram incluidos 29 animais transgénicos para analise por Ressonancia
Magnética. Desses, 14 animais pertenciam ao grupo de controlo e 15 pertenciam ao

grupo de ratinhos com a doenga de Machado Joseph.

3.3 Recolha de dados

A recolha de dados foi efetuada durante 9 meses (Maio de 2015 até Janeiro
de 2016) com o equipamento de Ressonancia Magnética animal Bruker — BioSpec
94/20 USR.

3.4 Equipamento utilizado

3.4.1 Bruker Ressonancia Magnética pré-clinica - BioSpec 94/20 USR
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A aquisicdo das imagens in vivo foi efetuada com um equipamento de

ressonancia magnética animal de pequeno porte BioSpec 94/20 USR de 9,4T (figura

3.1).

Figura 3.1- Equipamento RM animal 9,4T BioSpec 94/20 USR

Esta linha BioSpec foi desenhada com o intuito de introduzir no mercado da

imagiologia equipamentos de RM pré-clinicos e moleculares. Este equipamento
combina sondas de RM criogenicamente arrefecidas para um excecional aumento
de sensibilidade (MRI/ CryoProbe), juntamente com magnetos (Ultrashield

Refrigerated) com intensidades de campo elevadas que garantem alta resolugao

espacial in vivo.

Especificagbes técnicas:

Tabela 3.1- Especificag6es técnicas do equipamento RM linha BioSpec 94/20 USR

Peso 120 kg

Carga maxima (peso do animal) 5 kg

Tipo de magneto Ultra blindado e refrigerado
Frequéncia de ressonancia 1H 400,3 MHz

Diametro do magneto 210 mm

Gradiente

440 mT/m @ 200 A (300 V)

Conjunto shim

20, X,Y,Z, 722, ZX, ZY, X2-Y2, 2XY, Z3,
Z4

Numero de canais de transmissao 1 x 1H/19F
Poténcia de transmisséo 1000 W
Numero de canais de recegiao 1 x 1H/ 19F

Bobina de RF padrao

Bobina de transmissao de volume, ID=72
mm

Precisao de posicionamento

< 1mm (absoluto)
<0,1 mm (relativo)
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Blindagem RF < -55 dB (a 200 MHz com gaiola de
Faraday montada)

Fonte de alimentagao 115/235 VAC, 50/60 Hz

Fusivel 4 AT na fonte de alimentagao autopac

DC saida da fonte de alimentagao 48 V DC

A antena transmissora utilizada foi a T12054V3 (Bruker Biospin, Ettlingen,
Germany), uma antena cruzada de configuragdo padrdo Bruker utilizando uma

bobina de volume para excitagdo. Esta bobina de sinergia permite maxima

sensibilidade com menores tempos de exame (figura 3.2).

i

Figura 3.2 - Antena transmissora Bruker e cama para ratinho

Tabela 3.2- Especificagdes técnicas da antena T72054V3

Dimensoes 86 mm diametro interno
112mm didmetro externo
275 mm comprimento

Peso Aproximadamente 2,4Kg

Frequéncia (1H) 400,3 MHz

Distancia ao centro 192 mm a partir da placa frontal da bobina

Poténcia maxima 2000 Watt para um pulso maximo de comprimento de
5ms

Equipamento de fixagdo @ Fixacdo pneumatica para ser usada somente quando a
bobina esta dentro do gradiente

Carga tipica Carga corporal do ratinho (4509)
Dissociagdo ativada Sim

Polarizagao (1H) Circular

Modo operacional Transmissor/recetor
Homogeneidade +/- 7% transversal para d 58 mm

30% longitudinal para i 65 mm

A antena recetora de superficie para ratinho com detegdo de sinais em
quadratura (Bruker Biospin, Ettlingen, Germany) é a T20007V3 (Bruker Biospin,
Ettlingen, Germany) (figura 3.3).

33 Caroline Jorddo




Estudo da Doenca de Machado Joseph em modelo animal transgénico através de um equipamento de RM de 9,4T

Tabela 3.3- Especificagbes técnicas da antena de superficie T20007V3

Dimensoées 104 x60 x 24 mm

Comprimento da estrutura de RF 15 x 25 mm

Distancia ao centro 13 mm

Peso 5209

Frequéncia 400,3 MHz

Carga tipica Cabeca do ratinho (cerca de 40g)
Polarizacao Circular

Modo operacional Apenas recetor

Homogeneidade Esquerda — direita < 10%

* 2
Figura 3.3- Antena de superficie T20007V3

3.5 Procedimento do exame:

3.5.1 Anestesia

Os animais foram anestesiados com isoflurano (1-2%) através de um sistema
E-Z SA800, Euthanex, Palmer, USA (figura 3.4). O isoflurano € um medicamento
anestésico liquido, ndo inflamavel, para uso em anestesia geral inalatéria, por meio
de um equipamento que o transforma em vapor. Consiste de um liquido estavel,
claro, incolor sem aditivos ou conservantes quimicos. E o agente anestésico mais
seguro e efetivo disponivel em veterinaria. A maquina de anestesia geral volatil é
composta de duas unidades: a alimentagao de gases frescos que transportam o
oxigénio e os vapores anestésicos e o circuito anestésico propriamente dito.

Manteve-se uma constante monitorizagéo da temperatura, (37° +/- 1°) com o
equipamento Haake SC 100, Thermo Scientific, USA, e manutengdo da fungao
respiratéria entre os valores 60-80 respiragdes por minuto através do equipamento
1030, Small Animals Intruments Inc., NY, USA. (figura 3.5).
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Figura 3.5- Equipamento de monitorizagao de
temperatura Haake SC 100 e de respiragao SAl Inc.

3.5.2 Posicionamento do animal

* Ap6s a administracdo da anestesia inalatéria é posicionado o ratinho na cama
animal.

* Coloca-se o sensor que permite monitorizar a fungao vital do animal bem como o
sensor de temperatura corporal. Ambos sao ligados a unidade de monitorizagao
presente no gabinete de trabalho.

* Coloca-se o cobertor de aquecimento (Makrolon) sobre o animal. E recomendado
colocar o cobertor fora da zona que vai ser avaliada.

* Encaixa-se a cama animal com o animal na base rolante deslizante que esta
montada na mesa magnética.

*Liga-se o cobertor de aquecimento os tubos de circulagdo da agua. (agua
destilada).
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* Liga-se o termdstato para observar a temperatura corporal do animal. Ajusta-se a
temperatura até ao valor de equilibro desejado (limite do ajuste de temperatura: 20
—45°C).

* A insergao e ligagdo da bobina deve ser efetuada sempre que se muda a bobina
de RM. Deve-se inserir a cama do animal no equipamento no carril a partir da
extremidade do magneto.

* O centro de qualquer antena transmissora de RM e/ou bobina recetora deve ser
alinhado com a posicdo central do magneto. Devem-se utilizar os dispositivos
especificos de posicionamento/alinhamento ou etiquetas para alcangar a posigao
correta.

* Move-se o animal para o interior do magneto e inicia-se a aquisigao (figura 3.6).

Figura 3.6- Animal anestesiado posicionado na cama com cobertor de aquecimento

3.5.3 Preparacio da sequéncia de pré-aquisicao

* Configuragao da frequéncia de referéncia:

A agua e a gordura contribuem com sinais fortes na ressonéancia. Tém
frequéncias de ressonancias diferentes, separadas aproximadamente por 250Hz
para um campo BO de 1,5T. Quando a frequéncia de referéncia da aquisicdo esta
programada para a agua, o sinal é essencialmente detetado como um nivel
constante. A gordura, com uma frequéncia ligeiramente diferente, alterna entre estar
em fase e fora de fase com a agua. A frequéncia de precessao da gordura em fase e
fora de fase com a da agua ocorre em diferentes instantes temporais (1,8 € 4,2 ms).
Para pixéis que contenham uma mistura de agua e gordura, a imagem obtida com
tempos de eco fora de fase e em fase tém sinais escuros e claros respectivamente

na imagem.

36 Caroline Jorddo



Estudo da Doenca de Machado Joseph em modelo animal transgénico através de um equipamento de RM de 9,4T

*  Shimming interativo:

Para melhorar a homogeneidade do campo magnético de base gerado por
ressonancia magnética, um método de shimming interativo inclui os passos de
produgcdo de uma sequéncia de impulsos sob a forma de um conjunto de impulsos
de gradiente bipolar no volume a estudar, e inserindo sinais de eco que sao
adquiridos numa matriz de medigdo. Um coeficiente de correlagdo dos sinais de eco
de pelo menos uma parte das linhas da matriz de medigdo é formado tendo em
conta a linha de referéncia. A corrente de shimming atravessa pelo menos uma
bobina de shimming e depois é variada de forma a causar um aumento do
coeficiente de correlagdo. Estas etapas sao repetidas até que o coeficiente de
correlagéo atinja um valor selecionado que corresponda a uma boa homogeneidade

do campo.

* Configuragao da poténcia de referéncia TX:

Como os pacientes variam muito em tamanho e forma, cada pessoa muda a
impedancia das antenas de transmissao/rececgao ligeiramente. Para a transferéncia
de energia ideal entre a bobina e o paciente (em ambos os sentidos), a impedancia
da bobina de RF deve ser combinada com a impedancia da linha de transmisséo (os
fios que ligam o amplificador RF e a bobina).

Se a correspondéncia de impedancia nao for feita, uma grande fracgéo da
poténcia de RF gerada pelo amplificador ndo vai ser transmitida para o paciente mas
sim vai ser reflectida de volta para a interface da bobina-linha de transmisséo.

Para garantir uma boa correspondéncia e eficiente transferéncia de poténcia de
RF, os circuitos de aquisicdo monitorizam o racio entre a transferéncia enviada e
refletida da poténcia de RF enquanto a capacidade é ajustada eletronicamente na
interface de bobina-linha de transmissdo. Quando uma boa correspondéncia de

impedancia € obtida a poténcia de RF refletida é minimizada.

» Configuragao do ganho do recetor:

Este passo de calibragcdo envolve o ajuste do ganho do amplificador de recegéo
no que diz respeito ao sinal maximo de RM que ocorre durante a aquisicao de
imagem. Se o valor de atenuagao estiver muito baixo (ou seja, o ganho do recetor
estd muito alto), o sinal vai sobrecarregar o conversor analdgico para digital
provocando recorte dos dados. Uma vez que os maiores picos do sinal de RM sao
tipicamente de codificagdo de fase de baixa ordem que se encontram no centro do

espaco k, o recorte dos dados ira afectar o contraste da imagem. Se o atenuador de

37 Caroline Jorddo



Estudo da Doenca de Machado Joseph em modelo animal transgénico através de um equipamento de RM de 9,4T

recegao estda muito alto, entdo o ganho do recetor sera insuficiente, e o ruido na
imagem aumentara.

A aquisicao calibra automaticamente a atenuagédo do recetor pela execugao de
uma sequéncia de impulsos similar ao especificado para a imagem latente, exceto
se o gradiente de codificagdo de fase estiver definido para zero (quando este é zero
o sinal € maximo). Apés a atenuagao do recetor ser definida, pode-se comegar a

executar a aquisigao no paciente.

* Mapa By para espectroscopia protonica

Para calcular as diferengas nas configuragées de shim, € necessario obter um
mapa preciso do efeito de cada shim no campo BO como uma fungéo da coordenada
Z. E necessario também saber quantas diferencas em Hz s&o criadas no campo
para cada posigdo da amostra alterando o shim em Z de cada unidade +1 DAC
(unidades de shim sdo chamadas de unidades DAC porque sdao numeros inteiros
que impulsionam o conversor analégico para digital a produzir uma corrente
analdgica na bobina de shim).

O shim pode ser mapeado mudando cada shim por uma quantidade significativa
e remapeando o campo. Subtraindo esse mapa de campo a partir do mapa obtido
antes das alteragbes dos valores de shim podemos saber exatamente o efeito

produzido por cada 100 unidade de mudanca das configuragdes de shim.

3.5.4 Protocolos de sequéncias, aquisicio T2

Na sequéncia RARE (Rapid Acquisition with Refocused Echoes) também
conhecida como RSE (Rapid Spin Echo) com ponderagdo T2, foram adquiridas

imagens em 3 planos, sagital, coronal e axial.

Tabela 3.4- Protocolo sequéncia T2 RARE

| sagital __| __Coronal _______Axial |

2500 ms 2500 ms 3800 ms
33 ms 33 ms 33 ms
6 6 10

0,0781mm x 0,0781mm x 0,0781mm x
pDIXEis 0,0781mm 0,0781mm 0,0781mm

0,5 mm 0,5 mm 0,5 mm
corte

Espagamento Sem espagamento Sem espagamento Sem espagamento
entre pixéis (volume total da (volume total da (volume total da
cabega 256 pixéis  cabega 256 pixéis cabeca
X 256 pixéis x14 x 256 pixéis x14 256 pixéis x 256 pixéis
cortes) cortes) x34 cortes)

8 min 8 min 20 min
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3.5.5 Protocolo Espectroscopia proténica

Os dados de espectroscopia foram recolhidos num volume de interesse

colocado no estriado direito, hipocampo e cértex pré-frontal.

Tabela 3.5- VOI Espectroscopia

. vo______ V.

Estriado direito 1,8x1,8x1,6 mm?®
2,1x1,3x1,3 mm°
Coértex pré-frontal 2,0x1,0x2,0 mm?®

4,32 mm?®
3,55 mm?
4,00 mm?

Foi utilizada uma aquisigdo rapida multicorte com melhoramento do

relaxamento, (RARE) em trés planos ortogonais (axial, coronal e sagital) com os

seguintes parametros.

Tabela 3.6- Protocolo Espectroscopia RARE

TR 2500 ms
TE 33 ms
Tamanho da Matriz 256 x 256
FOV 20 x 20 mm?
Cortes 22
Espessura de corte 0,5 mm
Average 1

Tempo de aquisigao

1 min e 20 sec

O mapa de By foi adquirido e MAPSHIM foi utilizado para ajustar

automaticamente o shim das bobinas de 12 e 22 ordem com correcao interativa.

Bandas de linhas espectrais da agua foram obtidas para o estriado,

hipocampo e cértex pré-frontal com valores em torno de 13-18 Hz.

A sequéncia PRESS (Point resolved spectroscopy) foi utilizada em

combinagdo com supressado do volume exterior e supressdo da agua, (VAPOR -

Variable Power RF pulses with optimized relaxations delays).

Tabela 3.7- Protocolo sequéncia PRESS

TR 2500 ms
TE 16,225 ms
Averages 720,3
Flip Angles 90°, 142°, 142°
Largura de banda 5000 Hz
Numero de pontos adquiridos 2048
Resolucgao espectral 1,22 Hz/pt
Tempo de aquisigao 30 min
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Por cada animal foi efetuada uma aquisicdo sem supressdao de agua
imediatamente antes da aquisigdo do espectro com supressao de agua.

Tabela 3.8- Protocolo aquisigdo sem supressao de agua

TR 2500 ms
TE 16,225 ms
Averages 16
Tempo de aquisi¢ao 40 sec

3.6 Analise da imagem e pos-processamento

3.6.1 Protocolo medicao volumétrica

Antes de realizar a medigdo volumétrica foi efetuada uma investigagao
dedicada ao cérebro de ratinhos, regides cerebrais de interesse e seus bordos. Para
isso foi utilizado o website de exibigcdo de dados de imagem cerebral Scalable Brain
Atlas.

Para evitar erros sistematicos, a analise volumétrica foi efetuada sem o
conhecimento do grupo a que cada ratinho pertencia (grupo de controlo ou doente).
Esses dados permaneceram ocultos também durante a analise estatistica.

Para a analise volumétrica das estruturas do cérebro as imagens foram pré-
processadas e segmentadas no MATLAB R2012b. Durante o pré-processamento
foram seguidas as seguintes etapas:

a) Corregdo da sensibilidade da antena: as correlagdes foram implementadas
usando curvas de intensidade a partir de imagens ponderadas em T2 obtidas por um
fantoma homogéneo (fantoma cilindrico com 1,5cm de didmetro e 3,8cm de
comprimento composto por agua) e adquiridas com a mesma configuragdo da
bobina do sistema;

b) As intensidades cerebrais foram normalizadas;

c) As estruturas de interesse foram segmentadas utilizando um método manual de
deteccdo de contornos com base na observacdo de atlas cerebrais de modelos
animais;

d) O software faz uma juncdo da segmentagdo para determinar o volume total da
estrutura;

e) Os valores de volume foram obtidos multiplicando o nimero de voxels marcados

como pertencendo a cada estrutura de interesse, pela dimensao do voxel.
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Figura 3.7- Imagens de RM ponderadas em T2 cortes
axiais utilizadas para efetuar a medigao volumétrica
a)Cortex pré-frontal, b)Estriado, c)Hipocampo

3.6.2 Pds-processamento espectroscopia

Os espectros de hidrogénio foram salvos no formato FID, corrigidos para
desvio de frequéncia e efeitos de correntes Eddy residuais utilizando o sinal da agua
como referéncia.

Em seguida os dados foram analisados usando o software LCModel. A
analise com o LCModel calcula o melhor ajuste com o espectro adquirido, como uma
combinacéo linear de modelos de espectros de metabolitos cerebrais.

O critério de limite inferior Cramer-Rao (CRLB) foi utilizado como uma
medida de fiabilidade da aparente quantificacdo das concentragdes do metabolito.
As concentragcdes dos metabolitos com CRLB superior a 24% n&o foram incluidas
na analise. Os resultados sdo dados em relagdo ao teor de agua no tecido. A
qualidade espectral foi avaliada através de inspecao visual da relagdo sinal-ruido

que foram fornecidas pelo LCModel.
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3.7 Softwares utilizados

3.7.1 Scalable Brain Atlas

E um servico web que permite acesso unificado a uma larga colegdo de atlas
de modelos cerebrais de diferentes espécies. Dispde de 20 modelos atlas para seis
espécies. Os atlas utilizados nesta dissertagao foram correspondentes a ratinho:

* Waxholm Space for the mouse (2012) que permite ver cortes axiais adquiridos
num equipamento de RM 9,4T General Electric Medical Systems 12,4X. As imagens
T1 foram adquiridas com uma sequéncia Spin Eco (TR:50ms, TE: 5,1ms). As
imagens T2 foram adquiridas com a sequéncia multi eco Carr-Purcell-Meiboom-Gill
(TR:300ms, TE: 7,5 até 60ms). As imagens T2* foram adquiridas com uma
sequéncia gradiente eco com 45° (TR:50ms, TE: 4,3ms). As imagens com
corpusculos de Nissl (cortes a 21um com coloragcdo de Niss/ digitalizado a uma
resolugédo de 9,9 um);

* Allen Mouse Brain volumetric atlas que permite ver em cortes axiais, com
coloragado de Nissl e em 3D interativo. Este Atlas foi criado pelo Allen Institute for

Brain Science.

3.7.2 RadiAnt DICOM Viewer 2.2.9

Antes de efetuar a corregao da falta de homogeneidade e normalizagédo das
imagens €& necessario utilizar um software préprio para imagens DICOM. Através
desse software foram examinadas as sequéncias de imagens e identificado o ponto
mais superior da cabega do ratinho em pixéis que ira coincidir com a superficie
interna da antena. Esse dado sera necessario posteriormente para no MATLAB se

executar o pos-processamento das imagens T2.

3.7.3 MATLAB (MATTix LABoratory) R2012b

E um software interativo que permite efetuar analise numérica, calculo com
matrizes, processamento de sinais e constru¢ao de graficos, entre outras fungdes. O
elemento basico de informagcdo do Matlab é uma matriz que nao requer
dimensionamento. Esse sistema permite a resolugcdo de muitos problemas
numéricos em apenas uma fracdo do tempo que se gastaria para escrever um

programa semelhante em linguagem Forthan, basic ou C. Além disso, as solugbes
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dos problemas sédo expressas no Matlab quase exatamente como elas sao escritas
matematicamente.

ApoOs a analise das imagens através do RadiAnt DICOM Viewer 2.2.9 é
necessario indicar o ponto mais superior da cabega do ratinho num plano sagital que

ira coincidir com a superficie interna da antena.

3.m A lina m Y mAareas ’
e 0 Entradas il

Pixel mais superiorno plano sagital

OK Cancel

] o [ |
‘ ! FERRTRRRIRRRS

Figura 3.8 — Pixel mais superior no plano sagital

O segundo passo € a compensacgado da variagdo de intensidade causada
pela antena de superficie no qual deve-se indicar o diretério das curvas de

intensidade, o numero de cortes e 0 ponto mais superior da cabega do ratinho.

—————

e O Slices

p
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Primeiro slice W
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OK Cancel o]

lo
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Figura 3.9 — Namero de cortes

Posteriormente é necessario verificar qual é a intensidade maxima da

sequéncia apos retirar os outliers. A escala de cinzas deve estar apropriada para

efetuar a segmentacéo.

e 0o
File Edit Window Help

Adjust Contrast (Figure 1)

Data Range window Scalo Disolay Ranae

Minmum: Minimu: G[ ] W 2s118 Match Data Range

Maximum: Maximum: 2a119 [ S| Conter 12080 | | () Evminate outlers: (0.1 %
Apply

o 05 1 5 2 25 3

Figura 3.10 - Ajuste do contraste da imagem
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Por fim é necessario realizar a normalizagdo das imagens para um nivel de
intensidade entre os 0-7000 e deve-se ter em conta o valor maximo de entrada
medido no passo anterior. O nivel de intensidade foi escolhido a partir de uma
técnica de experimentagdo. Deste modo a escala de cinzentos foi adaptada para

uma faixa que permita uma melhor visualizagdo do cérebro do ratinho.

4 open_sequence_Car p
e O Intensities
Max|_entrada (post-outliers
extraction)
24119
Min |_entrada
0
Max|_saida
7000
Min |_saida
0
Slices
4 34
OK Cancel

Figura 3.11 - Ajuste de intensidades

E efetuado a segmentagdo de forma manual através do Matlab tendo em
conta os contornos das estruturas a avaliar. Ao longo dos 34 cortes € necessario
delinear os contornos das estruturas de interesse e apds essa tarefa é nos dado o
valor do volume em mm? através da juncdo das segmentacdes de todos os cortes.

O resultado final apés segmentagdo manual de todos os cortes para cada

uma das regides cerebrais esta apresentado na figura 3.12.

Figura 3.12 — Resultado final ap6s medigao volumétrica a)
Cortex pré-frontal b) Estriado c)Hipocampo
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3.7.4 LC Model

O LCModel é um software habitualmente utilizado para o processamento de
espectros proténicos. E um método de analise de espectros in vivo a partir de tecido
cerebral como uma combinagao linear de modelos in vitro a partir de espectros de
solucdes metabdlicas individuais.

Os espectros de modelo completo em vez de ressonancias individuais sédo
utilizados a fim de incorporar o maximo de informagao prévia para a analise.

Utilizou-se um algoritmo de regularizagéao restrita para encontrar o melhor
compromisso entre a linha de base e a linha de contorno em conformidade com os
dados. O método utiliza o padrao espectral determinado experimentalmente de cada
metabolito sem mais analise.

LCModel é automatico (nao interativo) sem entrada subjetiva. S&o obtidos os
resultados de estimativas de probabilidade maximas de concentragbes dos
metabolitos e suas incertezas (limites inferiores — Cramér-Rao).

As analises obtidas pelo LCModel abrangem espectros de RM com campos

de 1,5T a 9,4T e uma vasta gama de sequéncias.

H MRS plots Avg WT and MJD Striatum
0.2

048f —
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Figura 3.13 — Espectro médio de animais transgénicos com a doen¢a de Machado
Joseph e do Grupo de Controlo para a regido do estriado.

3.8 Ferramentas de analise estatistica

3.8.1 Software estatistico para as ciéncias sociais — SPSS (Statistical

Package for the Social Sciences)

A andlise estatistica dos dados foi efetuada através do software SPSS 16.0
(Langamento 16.0.1 — Novembro 15, 2007; IBM; Estados Unidos) tendo em conta os
dados recolhidos no equipamento de RM animal Bruker 9,4T, e processados com
MATLAB e LCModel.
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A caracterizacdo e descricdo da amostra foram efetuadas através de
medidas de tendéncia central e de dispersao. A analise de relagbes e associagbes
ocorreu mediante a subordinagao dos testes estatisticos, considerando que um valor

de p igual ou menor que 0.05 indicava um resultado estatisticamente significativo.

Capitulo 4 - Resultados

O estudo foi composto por 14 ratinhos sem qualquer tipo de alteragdes e
considerados normais que pertenciam ao grupo de controlo e 15 ratinhos alterados
geneticamente que apresentavam a doenca de Machado Joseph dando um total de

29 animais transgénicos que foram analisados por RM.

Tabela 3.9 — Percentagem de animais transgénicos pertencentes a cada grupo do estudo

Frequéncia %
Género Feminino 19 65,52%
Geénero Masculino 10 34,48%
Total 29 100%

A
base de dados foi composta por 29 animais transgénicos sendo que 10 eram do

género masculino e 19 do género feminino.

Tabela 3.10 — Percentagem de animais transgénicos pertencentes ao género feminino e

masculino
Frequéncia %
Grupo de Controlo 14 48,28%
Grupo MJD 15 51,72%
Total 29 100%

A média das idades dos ratinhos era de 68 dias sendo que a idade minima
era de 59 dias e a maxima 78 dias.
A média de peso dos ratinhos era de 19 gramas sendo o valor maximo 26 g

€ 0 minimo 14 gramas.

Amostra - Distribuicio pelo género

¥ Género Feminino

¥ Género Masculino

Grafico 4.1- Grafico que demonstra a predominancia do género
feminino na amostra geral comparativamente ao género masculino
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Todos os animais foram submetidos a exames de Ressonéncia Magnética
utilizando a sequéncia T2 para o estudo anatdomico e posteriormente foi realizada a
medicao volumétrica de 3 regides cerebrais cortex pré-frontal, estriado e hipocampo.

Apods a aplicagdo da sequéncia T2 foi efetuada espectroscopia protonica single-
voxel nas 3 regides cerebrais de interesse para o estudo dos seguintes metabolitos:
Acido gama — aminobutirico (GABA); Acido N- acetilaspartico e Acido Glutamico
(NAAG); Alanina (Ala), Aspartato (Asp), Creatina (Cr), Fosfocreatina (PCr);
Fosforilcolina (PCh); Glicerofosforilcolina (GPC); Glicose (Glc); Glutamato (Glu);
Glutamina (GIn); Glutationa (GSH); Inositol (Ins); Lactato (Lac); N-acetil aspartato
(NAA); Racio GABA/Glutamato e Taurina (Tau).

Na amostra testou-se a diferenga entre o volume do estriado, hipocampo e
cortex pré-frontal bem como a diferenga dos valores dos varios metabolitos entre os
dois grupos de estudo (grupo de controlo e doentes MJ), para cada uma das
regides. Foram ainda efetuadas correlagdes com o intuito de comparar os varios
parametros entre si.

Como os dados ndo seguem uma distribuicdo normal, nao verificam o teste de
normalidade (significancia inferior a 0,05) pelo que se utilizaram testes nao

paramétricos: Mann Whitney U e correlagéo de Spearman.

4.1 Resultados da medicao volumétrica

Medicao volumétrica no estriado, hipocampo e cértex pré-frontal

Foi averiguado se os valores dos volumes obtidos para cada uma das trés
regides cerebrais em separado eram diferentes entre os dois grupos de estudo.
Verificou-se através do Teste Mann-Whitney U que o valor de mean rank dos
volumes obtidos no estriado no grupo de controlo era de 17,04mm?® e no grupo com
MJD era de 13,10 mm?®. Valores similares entre os dois grupos do estudo foram
obtidos no hipocampo e cortex pré-frontal (respetivamente 14,71 mm?® no grupo de
controlo, 15,27 mm® no grupo com MJD e 13,57 mm?® no grupo de controlo, 16,33
mm?® no grupo com MJD).

Os resultados do teste Mann-Whitney U relativamente as medigbes
volumétricas demonstram que nao ha uma diferenga estatisticamente significativa
entre os valores das medigdo nos animais transgénicos normais comparativamente
aos que tém a doenca de Machado Joseph (significancia de 0,214 no estriado, 0,861
no hipocampo e 0,383 no PFC). Tabela com o Teste Mann-Whitney U em anexo.
(Anexo 1 tabela 1).
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Tabela 3.11 - Tabela relativa aos valores da medigédo dos volumes em 3 regides cerebrais dos 2
grupos da amostra

ROI Grupo N Mean rank

Estriado Volumes WT 14 17.04
MJD 15 13.10
Total 29

Hipocampo Volumes WT 14 14.71
MJD 15 15.27
Total 29

PFC Volumes WT 14 13.57
MJD 15 16.33
Total 29

Influéncia do género no volume cerebral das trés regioes de interesse

Seguidamente foi efetuado um teste estatistico para aferir a influéncia do
género nos dados obtidos a partir das medigdes volumétricas de cada uma das
regides cerebrais analisadas nesta dissertagao.

Quanto ao género, este demonstrou ser um fator que ndo possui uma
influéncia direta sobre a patologia, através da realizagdo do Teste Mann-Whitney U
(significancia superior a 0,05) nas 3 regides cerebrais. Nao sao visiveis diferencas
significativas nos valores mean rank de volume cerebral em ambos os géneros para
a regido do estriado (grupo de controlo: 7,83 mm?® para o género masculino, 7,25
mm? para o género feminino; grupo MJD: 7,50 mm?® para o género masculino, 8,18
mm? para o género feminino), hipocampo (grupo de controlo: 7,00 mm® para o
género masculino, 7,88 mm?® para o género feminino; grupo MJD: 9,50 mm? para o
género masculino, 7,45 mm? para o género feminino) e cortex pré-frontal (grupo de
controlo: 6,67 mm?® para o género masculino, 8,13 mm? para o género feminino;
grupo MJD: 8,50 mm?® para o género masculino, 7,82 mm?® para o género feminino)
tanto no grupo de controlo como no grupo de doentes. Os valores de significancia
obtidos foram de 0,796 no grupo de controlo e 0,794 no grupo de MJD para a regiao
do estriado, 0,699 para o grupo de controlo e 0,433 para o grupo de MJD no
hipocampo e, por fim, 0,519 para o grupo de controlo e 0,794 para o grupo de MJD
no cortex pré-frontal. Tabela com o Teste Mann-Whitney U em anexo. (Anexo 1
tabela 2 e 3).
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Influéncia da idade no volume cerebral das trés regides de interesse

Foi realizada uma correlagao de Spearman para averiguar se a idade era um
factor que possuia influéncia no volume cerebral das regides de interesse. Os
resultados indicaram que existem diferengas significativas do volume cerebral no
hipocampo nos ratinhos com ataxia espinhocerebelar do tipo 3 com o aumento da
idade (valor de coeficiente de correlagdo de 0,595 e significancia de 0,025). Estes
valores indicam que o volume cerebral do hipocampo tende a aumentar com a
progressao da idade em ratinhos portadores da doenga. Tabela com correlagéo de
Spearman em anexo. (Anexo 1 tabela 4)

Através deste grafico de distribuicdo da amostra de ratinhos com MJD tendo
em conta o volume do hipocampo e a idade verificamos que existe uma separagao
da amostra de animais (aos 75 dias de idade aproximadamente). Os ratinhos com
MJD e idade superior a 75 dias tém tendéncia a ter valores mais elevados de
volume cerebral na regido do hipocampo. Desta forma, considerou-se importante
dividir a idade dos animais em 2 classes e efetuar a mesma analise para confirmar

os resultados obtidos até ao momento.

ROI: Hipocampo, Grupo: MJD

28.004

oo

27.00

26.00

Volumes
[e

25.00

24,007

3.00 T T T T T T
55.00 60.00 65.00 70.00 75.00 80.00
Idades

Grafico 4.2 - Diagrama de dispersao do volume para a regidao do
hipocampo no grupo de ratinhos com MJD consoante a idade

Influéncia da idade no volume cerebral das trés regides de interesse — divisao
em 2 classes

A partir do teste Mann-Whitney U né&o foi possivel obter resultados do grupo
de controlo para a classe de idades igual ou superior a 75 dias visto que os animais
deste grupo tinham idade inferior 70 dias.

Através do teste ndao paramétrico Mann-Whitney U observamos diferengas
significativas entre as 2 classes de idades na regido do estriado e hipocampo para

os ratinhos portadores da doencga. Os valores mean rank dos volumes no estriado
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sd0 6,11 mm? para ratinhos com menos de 75 dias de idade e 10,83 mm?® para os
ratinhos com idade igual ou superior a 75 dias. Relativamente a zona do hipocampo
obtivemos 5,67 mm® e 11,50 mm?® respectivamente. Valores de significancia de
0,045 para o estriado e 0,013 para o hipocampo. Isto indica-nos que valores mais
elevados de volume cerebral nestas zonas ocorrem nos ratinhos que apresentam
uma idade mais avancada. Tabela com o teste ndo paramétrico Mann-Whitney U em

anexo. (Anexo 1 tabela 5).

Tabela 3.12 - Valores da medigao dos volumes em 3 regides cerebrais dos 2 grupos da amostra
tendo em conta a idade (divisdo em 2 classes: inferior a 75 dias e superior ou igual a 75 dias)

ROI Grupo 2 classes de idade N Mean
(75 dias) rank
Estriado WT Volumes <75 dias 14 7.50
=>75 dias 0 .00
Total 14
MJD Volumes <75 dias 9 6.11
=>75 dias 6 10.83
Total 15
Hipocampo WT Volumes <75 dias 14 7.50
=>75 dias 0 .00
Total 14
MJD Volumes <75 dias 9 5.67
=>75 dias 6 11.50
Total 15
PFC WT Volumes <75 dias 14 7.50
=>75 dias 0 .00
Total 14
MJD Volumes <75 dias 9 9.44
=>75 dias 6 5.83
Total 15

4.2 Resultados da espectroscopia

1° Hipétese: Alteragdes nos metabolitos GABA, Glu e racio GABA/Glu tendo
em conta a regiao cerebral

A primeira hipétese diagnéstica de investigagao pretende testar se os valores
de glutamato, acido gama-aminobutirico e racio GABA/GIlu obtidos variam entre o
grupo de controlo e os ratinhos com a doenga de Machado Joseph em fungéo das 3
regides cerebrais.

Verificou-se através do Teste Mann-Whitney que os valores mean rank de

GABA no cértex pré-frontal no grupo de controlo é de 13,79 e no grupo MJD 16,13,
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no estriado 12,21 no grupo de controlo e 17,60 no grupo MJD e no hipocampo no
grupo de controlo € de 14,86 e no grupo MJD 15,13. Através desses valores conclui-
se que nao existem diferencgas significativas do metabolito GABA tanto no cértex
pré-frontal, estriado ou hipocampo. Foram apresentadas significancias de 0,089 no
estriado, de 0,458 no cortex pré-frontal e 0,930 no hipocampo.

Relativamente ao metabolito Glutamato os valores mean rank obtidos n&o
foram significantes entre o grupo de ratinhos com MJD e o grupo de controlo no
cortex pré-frontal, estriado e hipocampo (cértex pré-frontal 14,07 grupo de controlo
e 15,87 grupo de MJD, no estriado 13,36 no grupo de controlo € 16,53 no grupo de
doentes e no hipocampo 14,86 no grupo de controlo e 15,13 no grupo de doentes).
Apresentaram-se significancias de 0,315 no estriado, de 0,570 no cortex pré-frontal
e de 0,930 no hipocampo.

Nao sao observadas também diferengas significativas do racio GABA/Glu
nos 2 grupos em estudo nas 3 regides de interesse. Tabela com o Teste Mann-

Whitney U em anexo. (Anexo 1 tabela 6).

Tabela 3.13 - Valores de 2 metabolitos e seu racio tendo em conta a regidao cerebral nos 2 grupos
da amostra

ROI Grupo N Mean rank
Estriado GABA WT 14 12.21
MJD 15 17.60
Total 29
Glu WT 14 13.36
MJD 15 16.53
Total 29
Racio Gaba Glu WT 14 15.36
MJD 15 14.67
Total 29
Hipocampo GABA WT 14 14.86
MJD 15 15.13
Total 29
Glu WT 14 14.86
MJD 15 15.13
Total 29
Racio Gaba Glu WT 14 17.36
MJD 15 12.80
Total 29
PFC GABA WT 14 13.79
MJD 15 16.13
Total 29
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Glu WT 14 14.07
MJD 15 15.87
Total 29

Racio Gaba Glu WT 14 15.86
MJD 15 14.20
Total 29

Influéncia do género nos valores obtidos de GABA, Glu e Racio para cada
regiao de interesse

Considerou-se relevante verificar se o género influencia os valores obtidos
de GABA, Glu e racio GABA/GIlu para as 3 regides de interesse.

Através do teste ndo paramétrico Mann-Whitney U foram visiveis diferengas
significativas entre os valores de Glutamato na regido do hipocampo para o grupo de
controlo tendo em conta o género. Os valores mean rank obtidos para os ratinhos
machos foi de 10,83 e para as fémeas 5,00 (significancia de 0,010). Os ratinhos do
género masculino tendem a ter valores mais elevados de Glutamato na regidao do
hipocampo em comparagao com os ratinhos do género feminino. O GABA e o racio
GABA/GIlu nao apresentam diferengas significativas dos seus valores consoante o
género dos animais estudados tanto no grupo de controlo como no grupo de
ratinhos com MJD. Tabela com o teste nao paramétrico Mann-Whitney U em anexo.
(Anexo 1 tabela 7 e 8).

Influéncia da idade nos valores obtidos de GABA, Glu e Racio para cada regiao
de interesse

Para comparar os valores de GABA, Glu e racio GABA/GIlu tendo em conta
as idades dos ratinhos pertencentes as 2 amostras para as trés regides de
interesse, foi efetuada uma correlagdo Spearman.

Através do teste de correlacdo Spearman obtivemos correlagbes entre os
valores de GABA e Glu para as trés regides de interesse tendo em conta a idade
dos animais com ataxia espinhocerebelar do tipo 3. Relativamente ao GABA
obtivemos coeficientes de correlacdo de 0,710 e significAncias de 0,003 para a
regido do estriado, coeficientes de correlagéo de 0,796 e significancia de 0,000 para
0 hipocampo e coeficientes de correlacéo de 0,592 e significAncia de 0,020 para o
PFC. Os valores do metabolito Glumato estdo correlacionados com a idade dos
ratinhos com MJD para as trés regides abordadas (coeficientes de correlagdo de
0,789 e significancias de 0,000 para a regido do estriado, coeficientes de correlagao
de 0,777 e significancia de 0,001 para o hipocampo e coeficientes de correlagao de

0,632 e significancia de 0,012 para o PFC). Tanto para o GABA como para o Glu a
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correlacdo é significante para valores de 0,01 no estriado e hipocampo e para
valores de 0,05 no PFC. Nao foram observadas variagdes significativas entre os
valores do racio GABA/Glu e das idades dos ratinhos de ambos os grupos de
estudo. Nao foram observadas variacbes dos valores de GABA, Glu e racio
GABA/GIlu tendo em conta a idade dos ratinhos pertencentes ao grupo de controlo.
Tabela com o teste ndo paramétrico Spearman em anexo. (Anexo 1 tabela 9).

O diagrama de dispersao é um grafico onde pontos no espago cartesiano XY
sdo usados para representar simultaneamente os valores de duas variaveis
quantitativas medidas num conjunto de dados. Os dados sao apresentados por um
conjunto de pontos, cada ponto tem um determinado valor de uma variavel que vai
indicar a sua posi¢ao no eixo horizontal e um determinado valor para a outra variavel
que determina a posigao no eixo vertical.

Nestes 2 diagramas de dispersao podemos ver a relagdo entre dois
metabolitos (GABA e Glu) em ambos os grupos de estudo tendo em conta a idade.

O diagrama de dispersado tem a capacidade de mostrar possiveis relagbes
nao lineares entre as variaveis. Tanto no grafico do GABA como no do Glutamato
foram obtidos dois aglomerados de pontos. Um aglomerado antes dos 75 dias e
outro depois dos 75 dias de idade. Isto indica-nos que a amostra n&o € linear tendo
em conta a idade dos ratinhos.
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Grafico 4.3 — Diagrama de dispersdao do GABA e Glu tendo em conta as idades dos ratinhos

O seguinte diagrama é referente ao metabolito GABA tendo em conta a
idade da amostra no grupo de controlo e no grupo de ratinhos com MJD. Podemos
observar que o grupo de controlo apresenta uma distribuigdo normal dos valores de
GABA nas trés regides de interesse tendo em conta a idade da amostra. No entanto,
no grupo de ratinhos com ataxia espinhocerebelar do tipo 3 observamos uma divisao
da amostra aos 75 dias de idade. Isto indica-nos que alguns ratinhos desta amostra

apresentam valores de GABA mais elevados para as trés regides de interesse
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comparativamente com os restantes animais do mesmo grupo devido a idade mais

avangada que estes apresentam.
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Grafico 4.4 — Diagrama de dispersao do GABA tendo em conta as idades dos ratinhos em

ambos os grupos de estudo

Nos diagramas do Glutamato podemos verificar que obtemos o mesmo

padrao. Uma diviséria dos valores de Glu no grupo de ratinhos com MJD por volta

dos 75 dias de idade. Temos um grupo de animais com valores de Glutamato baixos

e um grupo de animais com valores mais elevados o que nos indica que animais

com idade mais avancada tendem a ter valores mais elevados de Glu. Estamos na

presenga de uma distribuigdo assimétrica.
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Grafico 4.5 — Diagrama de dispersao do Glu tendo em conta as idades dos ratinhos em ambos

os grupos de estudo
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Influéncia da idade nos valores obtidos de GABA, Glu e Racio para cada regiao
de interesse - divisdo em 2 classes

A partir do teste de Mann-Whitney U nao foi possivel obter resultados do
grupo de controlo para a classe de idades igual ou superior a 75 dias visto que os
animais deste grupo tinham idade inferior a 70 dias.

Relativamente ao grupo de MJD os resultados obtidos mostraram diferengas
significativas nos valores de GABA e Glu para as duas classes de idades nas trés
regides de interesse e para o racio GABA/Glu na regidao do hipocampo.

Os valores mean rank obtidos para o GABA e Glu foram de 5,00 para idades
inferior a 75 dias, e 12,50 para idades superior ou igual a 75 dias na regido do
estriado, hipocampo e coértex pré-frontal (significaAncia de 0,001). Para o racio
GABA/Glu os valores mean rank obtidos no hipocampo foram de 6,00 para idades
inferior a 75 dias, e 11,00 para idades superior ou igual a 75 dias (significancia de
0,034). Nao foram obtidos valores significativos entre as 2 classes de idade para o
racio nas 2 outras regides de interesse.

Foram obtidos sempre valores mais elevados de GABA e Glu nos ratinhos
com idade superior a 75 dias para as trés regides cerebrais de interesse. Também
no racio de GABA/GIlu para a regido do hipocampo, os valores mais elevados
pertenciam aos animais com idade mais avangada. Tabela do teste Mann-Whitney U

em anexo. (Anexo 1 tabela 10 e 11).
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Grafico 4.6 — Diagramas de extremos e quadris referente ao metabolitos GABA e
Glu para as trés regioes de interesse nos animais com MJ4D
A partir dos diagramas de extremos e quadris podemos ter acesso a
informagao sobre a distribuicdo dos valores de GABA e Glu em cada regiao de
interesse consoante a idade (2 classes). No diagrama do GABA podemos observar
que os seus valores sao sempre superiores no grupo de ratinhos com idade superior

do que 75 dias para qualquer uma das regides em estudo. O mesmo é observado
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relativamente ao metabolito Glutamato. No diagrama do GABA os valores mais altos
observados ocorreram no grupo de ratinhos com mais do que 75 dias de idade no
estriado enquanto que o menor valor foi observado no grupo de ratinhos com idade
inferior a 75 dias no hipocampo. O glutamato obteve resultados diferentes, sendo
que o local onde foi observado o maior valor deste metabolito foi no PFC no grupo
de ratinhos com idade superior a 75 dias, enquanto o menor valor foi observado nos
ratinhos com idade inferior a 75 dias tanto no estriado como no hipocampo. Tendo
em conta a posicdo da mediana podemos constatar que existem diferengas
bastantes significativas entre os valores de GABA e Glu nas 3 regibes de estudo
entre as 2 classes de idades. Nao sdo observados grandes bigodes (valores nao
discrepantes positivos e negativos) para ambos os metabolitos). No GABA
ocorreram 7 valores extremos, 1 no estriado (valor discrepante inferior), 2 no
hipocampo e 4 no PFC. No Glutamato ocorreram 3 valores extremos, 1 no
hipocampo (valor discrepante inferior) e 2 no PFC. A classe que apresentou um
maior numero de valores extremos foi a classe de ratinhos com idade inferior a 75

dias para ambos os metabolitos em estudo.

Correlagao entre Glutamato, acido gama-aminobutirico (GABA) , racio
GABA/Glu e o volume cerebral de cada regido cerebral analisada

Realizou-se uma correlagdo Spearman entre o volume de cada regido
cerebral de interesse e os valores dos 2 metabolitos propostos na 1° hipétese de
investigacao e o seu racio.

Através do teste ndo paramétrico de correlagdo Spearman foram obtidas
correlagcbes entre os valores de GABA, Glu e racio GABA/Glu com os valores de
volume para a regiao do hipocampo (coeficiente de correlagdo de 0,629 para o
GABA; 0,546 para o Glu e 0,546 para o racio GABA/Glu). Observamos assim
através dos valores de correlagdo de Spearman uma relagdo positiva entre o
aumento do valor de Glu, GABA e racio e o volume cerebral no hipocampo
(significancias de 0,012, 0,035 e 0,035 respectivamente). Isto indica-nos que
ratinhos doentes com volumes mais elevados tendem a ter valores mais altos
desses 2 metabolitos e do seu racio na regidao do hipocampo. Nao foram observadas
correlacdes entre o volume cerebral e os valores de GABA, Glu e racio GABA/GIu
nas restantes regides em estudo. Tabela de correlagdo Spearman em anexo.
(Anexo 1 tabela12).
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2° Hipétese — Alteragoes do Aspartato

A segunda hipotese pretende averiguar se os valores de aspartato obtidos
variam consoante o grupo de ratinhos normais e com a doenga de Machado Joseph
nas regioes cerebrais de interesse.

Como nao foram obtidos dados suficientes deste metabolito na regido do
estriado, esta regido de interesse nao foi abrangida na analise estatistica.

A dimensdo da amostra nas restantes regides também foi alterada. No
hipocampo ndo foi possivel medir este metabolito em 4 ratinhos do grupo de
controlo e 8 no grupo de doentes enquanto que no PFC n&o foi possivel obter
valores de aspartato de um ratinho pertencente ao grupo de controlo.

Os resultados obtidos no teste Mann-Whitney U indicam que em média os
valores do metabolito aspartato é superior nos animais com MJD (19,20) do que no
grupo de controlo (9,08) na regido do cortex pré-frontal (significancia de 0,001). Nao
foram obtidas diferengas significativas nos valores de aspartato para a regidao do
estriado no grupo de ratinhos portadores da doenga em comparagéo com o grupo de

controlo. Tabela com o teste Mann-Whitney U em anexo. (Anexo 1 tabela13).

Tabela 3.14 — Valores médios do aspartato nos 2 grupos da amostra na regidao do hipocampo e
cortex pré-frontal

ROI Grupo N Mean rank

Hipocampo Asp WT 10 7.20
MJD 7 11.57
Total 17

PFC Asp WT 13 9.08
MJD 15 19.20
Total 28

Influéncia do género nos valores obtidos de Asp para cada regiao de interesse

Através do Teste Mann-Whitney U testou-se se o género é um factor que
influencia os valores de aspartato em ambos os grupos em estudo. Como n&o foram
obtidos dados suficientes deste metabolito na regido do estriado, esta regido de
interesse nao foi abrangida na analise estatistica. As restantes regides também nao
obtiveram diferencas significativas entre o género feminino e masculino tanto no
grupo de controlo como no grupo de ratinhos com ataxia espinhocerebelar do tipo 3

no hipocampo e PFC.
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Os valores de significancia foram de 0,201 para o grupo de controlo e 0,077
para o grupo de animais com MJD no hipocampo e 0,884 no grupo de controlo e
0,602 no grupo de MJD para o PFC. Tabela com o teste-T de amostras

independentes em anexo. (Anexo 1 tabela14 e 15).

Influéncia da idade nos valores obtidos de Asp para cada regiao de interesse

A idade é um factor que pode influenciar os dados dos metabolitos, logo
aplicou-se uma correlagdo de Spearman de forma a averiguar se o valor de
Aspartato esta correlacionado com a idade dos animais em estudo. Como nao foram
obtidos dados suficientes deste metabolito na regido do estriado, esta regido de
interesse nao foi abrangida na analise estatistica.

O hipocampo nao apresentou nenhuma correlagdo com a idade dos animais
tanto para o grupo de controlo como para o grupo de ratinhos com MJD (coeficiente
de correlagao de 0,543 e significancia de 0,105 no grupo de controlo e coeficiente de
correlacao de 0,145 e significancia de 0,756 no grupo de ratinhos com MJD).

No entanto, no cortex pré-frontal obtivemos uma correlagédo positiva entre a
idade e o metabolito Aspartato no grupo MJD. Isto indica-nos que ratinhos doentes
com mais idade tendem a ter valores mais altos deste metabolito na regido do PFC
(coeficiente de correlagdo de 0,626 e significancia de 0,012).Tabela de correlagao

Spearman em anexo. (Anexo 1 tabela 16).

Grupo: MJD
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Grafico 4.7 — Diagrama de dispersao referente ao metabolito
aspartato para a regiao do Hipocampo e PFC no grupo MJD

Observa-se uma divisoria entre os valores da idade dos ratinhos com a
doenca de Machado Joseph aos 75 dias. A amostra é assimétrica e pelo diagrama
podemos observar que os ratinhos com mais do que 75 dias de idade tendem a ter
valores mais elevados de Aspartato comparativamente com os restantes ratinhos

pertencentes ao mesmo grupo. Para confirmar estes dados foi efetuada uma divisao
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da amostra em 2 classes, ratinhos com idade inferior a 75 dias e ratinhos com idade

igual ou superior a 75 dias.

Influéncia da idade nos valores obtidos de Asp para cada regiao de interesse -
divisao em 2 classes

Como a nossa amostra de ratinhos portadores de ataxia espinhocerebelar do
tipo 3 nao é linear efetuou-se um teste ndao paramétrico Mann-Whitney U com o
intuito de verificar se os valores de aspartato diferem dentro da amostra de ratinhos
com MJD consoante a idade.

Como nao foram obtidos dados suficientes deste metabolito na regido do
estriado, esta regido de interesse nao foi abrangida na analise estatistica.

Os resultados deste teste indicaram que a média das classes dos ratinhos
com menos de 75 dias no cortex pré-frontal € de 5,22, enquanto nos ratinhos com
idade superior ou igual a 75 dias é de 12,17. Estes resultados sao significativos e
indicam que dentro desta regido cerebral os ratinhos mais velhos tendem a ter
valores mais elevados de aspartato do que os restantes, com um valor significativo
de 0,003. Nao foram obtidas diferengas significativas entre as 2 classes de idades e
o valor de Asp para a regiao do hipocampo. Tabela com o teste Mann-Whitney U em
anexo. (Anexo 1 tabela17 e 18).

Grupo: MJD
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Grafico 4.8 — Diagramas de extremos e quadris referente ao metabolito
Aspartato presente no hipocampo e PFC nos animais com MJD

Neste diagrama de extremos e quadris referente ao metabolito aspartato
para a regidao do cértex pré-frontal e hipocampo podemos observar os valores
obtidos de Asp para o grupo de ratinhos com doenga de Machado Joseph.

Podemos observar pelo diagrama boxplot que com o aumento da idade os
valores de aspartato tendem a aumentar tanto no hipocampo como no cortex pré-

frontal no grupo de ratinhos pertencentes ao MJD. No entanto, os valores foram
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significativos apenas na zona do PFC. A distribuicdo no hipocampo é assimétrica
negativa nos ratinhos com menos de 75 dias (a linha da mediana esta mais préxima
de Q3 do que de Q1) e simétrica nos ratinhos com mais de 75 dias (a linha
representativa da mediana encontra-se no centro do rectdngulo e os bigodes tém
aproximadamente o0 mesmo tamanho). No hipocampo a caixa dos ratinhos com mais
do que 75 dias n&o possui bigodes o que indica que estes dados nao tem valores
nao discrepantes, enquanto o grupo de ratinhos com menos do que 75 dias tem
apenas um pequeno bigode que representa os menores valores nao discrepantes do
conjunto.

A distribuigdo no PFC é ligeiramente assimétrica positiva nos ratinhos com
idade inferior a 75 dias (a linha da mediana esta mais préxima de Q1 do que de Q3)
e nos ratinhos com idade superior ou igual a 75 dias é assimétrica negativa. As duas
caixas possuem bigodes sendo que o superior do grupo de ratinhos com menos de
75 dias é maior do que o inferior o que indica que existem um maior numero de
maiores valores n&o discrepantes. No grupo de ratinhos com idade superior a 75
dias temos um bigode inferior grande o que indica que existem no conjunto menores

valores nao discrepantes.

Correlagao entre Aspartato e o volume cerebral de cada regido cerebral
analisada

Realizou-se teste de correlagao de Spearman entre o volume de cada regido
cerebral de interesse e os valores do Aspartato. Como nao foram obtidos dados
suficientes deste metabolito na regido do estriado, esta regido de interesse néo foi
abrangida na analise estatistica.

Através da correlagdo de Spearman foi obtida uma correlagao positiva entre
o valor de aspartato e volume na regido do hipocampo no grupo de ratinhos
portadores de ataxia espinhocerebelar do tipo 3 (coeficiente de correlagdo de 0,786
e significancia de 0,036). No PFC n&o obtivemos nenhum tipo de correlagao entre as
2 variaveis em estudo, tanto no grupo de controlo como no grupo de ratinhos com
MJD (coeficiente de correlagao de 0,247, significancia de 0,415 e coeficiente de
correlagédo -0,204, significancia de 0,467, respectivamente). Estes valores indicam
que valores mais elevados de aspartato tendem a ocorrer em cérebros com volumes
do hipocampo maiores em ratinhos com MJD. Tabela de correlagdo Spearman em

anexo. (Anexo 1 tabela 19).
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3° Hipétese — Alteragoes Creatina total (Creatina + Fosfocreatina)

A terceira hipotese tem por finalidade conferir se os valores de Creatina total
(Creatina + Fosfocreatina) obtidos variam consoante o grupo de ratinhos normais e
com a doenga de Machado Joseph nas trés regides cerebrais de interesse. Pretende
portanto investigar se ocorrem alteragdes do metabolismo energético quando os
ratinhos tem a doencga de Machado Joseph.

Nao foi possivel obter dados do metabolito creatina total de um ratinho
pertencente ao grupo de doentes para a regidao do hipocampo.

Através do teste Mann-Whitney U obtivemos diferengas significativas de
creatina total na regido do coértex pré-frontal entre os 2 grupos em estudo. Os
valores de mean rank foram de 11,32 no grupo de controlo e 18,43 no grupo MJD
(significancia de 0,025). Isto indica-nos que ratinhos doentes tendem a ter valores
mais elevados de Creatina total do que os ratinhos do grupo de controlo para a
regido do PFC. Nao foram obtidas diferengas significativas de Cr total entre os 2
grupos de animais na regido do estriado e hipocampo. Tabela com o teste Mann-
Whitney U em anexo. (Anexo 1 tabela 20).

Verificou-se assim que ocorreu um aumento do metabolismo energético no

cérebro dos ratinhos doentes relativamente ao ratinhos normais.

Tabela 3.15 — Valores médios de Cr+PCr nos 2 grupos da amostra na regido do estriado,
hipocampo e cértex pré-frontal

ROI Grupo N Mean rank

Estriado Cr_total WT 14 12.93
MJD 15 16.93
Total 29

Hipocampo Cr_total WT 14 12.79
MJD 14 16.21
Total 28

PFC Cr_total WT 14 11.32
MJD 15 18.43
Total 29

Influéncia do género nos valores obtidos de Creatina total para cada regido de
interesse

Através do teste Mann-Whitney U testou-se se o género é um factor que
influéncia os valores de creatina total (Creatina mais FosfoCreatina) em ambos os
grupos em estudo. Os resultados indicaram diferengas significativas entre os valores

de creatina tendo em conta o género dos animais no grupo de controlo na regido do
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hipocampo. Foram obtidos valores mais elevados de Cr total nos ratinhos machos
(11,17) em comparagao com as fémeas (4,75). Valores de significancia de 0,005.
Isto indica que os ratinhos do género masculino pertencentes ao grupo de controlo
tém valores mais elevados de creatina total em comparagao com o género feminino
na regido do hipocampo. Tabela com o teste Mann-Whitney U em anexo. (Anexo 1
tabelas 21 e 22).

Influéncia da idade nos valores obtidos de Creatina total para cada regido de
interesse

Para comparar os valores de Cr total tendo em conta as idades dos ratinhos
pertencentes as 2 amostras para as trés regides de interesse foi realizada uma
correlacdo de Spearman.

Através do teste de correlacdo Spearman obtivemos correlagbes entre os
valores de Cr total para as trés regides de interesse tendo em conta a idade dos
animais com ataxia espinhocerebelar do tipo 3.

Os valores do metabolito Cr total estdo correlacionados com a idade dos
ratinhos com MJD para as trés regides (coeficientes de correlagdo de 0,739 e
significancias de 0,002 para a regido do estriado, coeficientes de correlagao de
0,702 e significancia de 0,005 para o hipocampo e coeficientes de correlagdo de
0,769 e significancia de 0,001 para o PFC). A correlagéo obtida a partir dos valores
de Cr e a idade dos animais com MJD é significante para valores de 0,01 no
estriado, hipocampo e PFC. Nao foram observadas variagdes significativas entre os
valores de creatina no grupo de controlo e as idades dos animais. Tabela com a
correlacdo Spearman em anexo. (Anexo 1 tabela 23).

O diagrama de dispersao tem a capacidade de mostrar possiveis relagbes
nao lineares entre as variaveis. No diagrama de Cr total obtivemos dois
aglomerados de pontos. Um aglomerado antes dos 75 dias e outro depois dos 75
dias de idade. Isto indica-nos que a amostra n&o ¢é linear tendo em conta a idade

dos ratinhos no grupo de MJD para este metabolito.
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Grafico 4.9 - Diagrama de dispersao da Creatina mais Fosfocreatina
para as trés regides de interesse no grupo de MJD
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Influéncia da idade nos valores obtidos de Creatina total para cada regido de
interesse - divisdo em 2 classes

A partir do teste de Mann-Whitney U nao foi possivel obter resultados do
grupo de controlo para a classe de idades igual ou superior a 75 dias visto que os
animais deste grupo tinham idade inferior a 70 dias.

Relativamente ao grupo de MJD os resultados obtidos mostraram diferengas
significativas nos valores de Cr total para as duas classes de idades nas trés regides
de interesse.

Os valores mean rank obtidos para Cr foram de 5,00 para idades inferior a 75
dias, e 12,50 para idades superior ou igual a 75 dias na regido do estriado e cértex
pré-frontal (significancia de 0,001) e na regido do hipocampo os valores obtidos
foram de 4,50 para idades inferior a 75 dias, e 11,50 para idades superior ou igual a
75 dias (significancia de 0,002).

Foram obtidos sempre valores mais elevados de Cr total nos ratinhos com
idade superior a 75 dias para as trés regides cerebrais de interesse no grupo de
ratinhos portadores de ataxia espinhocerebelar do tipo 3. Tabela do teste Mann-

Whitney U em anexo. (Anexo 1 tabelas 24 e 25).
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Grafico 4.10 — Diagramas de extremos e quadris referente ao
metabolito Creatina total presente nas trés regides de interesse
nos animais com MJD tendo em conta a idade (2 classes)

A partir do diagrama de extremos e quadris podemos ter acesso a
informacao sobre a distribuigcdo dos valores de Cr total em cada regiao de interesse,
consoante a idade dos animais.

Através deste diagrama de Cr podemos observar que os seus valores sao
sempre superiores no grupo de ratinhos com idade superior do que 75 dias para

qualquer uma das regides de estudo.

63 Caroline Jorddo



Estudo da Doenca de Machado Joseph em modelo animal transgénico através de um equipamento de RM de 9,4T

Os maiores valores observados ocorreram no grupo de ratinhos com mais do
que 75 dias de idade no estriado e hipocampo enquanto que o menor valor foi
observado no grupo de ratinhos com idade inferior a 75 dias no PFC.

Tendo em conta a posicdo da mediana podemos ver que existem diferengas
bastantes significativas entre os valores de Cr total nas 3 regides de estudo entre as
2 classes de idades. Nao s&o observados grandes bigodes (valores nao
discrepantes positivos e negativos) para os ratinhos com idade inferior a 75 dias em
comparagdo com os restantes animais do grupo MJD. Ocorreram 3 valores
extremos: 1 no hipocampo (valor discrepante superior) € 2 no PFC na classe de

ratinhos com idade inferior a 75 dias.

Correlagao entre a Creatina, Fosfocreatina e o volume cerebral de cada regiao
cerebral analisada

Realizaram-se correlagdes entre o volume de cada regido cerebral de
interesse e os valores do metabolito propostos na 3° hipotese de investigagao
(correlagao de Spearman).

Foi obtida uma correlagao positiva entre os valores de Cr total e o volume
cerebral do hipocampo através da correlagdo de Spearman (valores de coeficiente
de correlagao de 0,675 e significancia de 0,008) no grupo de ratinhos portadores da
doencga. Valores mais elevados do volume hipocampo tendem a ter valores mais
elevados de Cr nos animais transgénicos doentes. Nao foram obtidas correlagbes
entre o volume cerebral e o valor de Cr total para as regides do estriado e cortex
pré-frontal. Também nao foram obtidas correlagdes entre as variaveis para os
animais pertencentes ao grupo de controlo nas 3 regides estudadas. (Anexo 1 tabela
26).

Resumo dos valores obtidos pelos testes estatisticos

Para facilitar a analise dos dados obtidos estes foram colocados numa tabela
onde podemos observar os 4 metabolitos que apresentaram diferencgas significativas
entre os 2 grupos da amostra nas 3 regides cerebrais de interesse, bem como os
dados das medigdes volumétricas e as comparagdes e correlagcdes efetuadas para
cada uma das hipoteses.

Em todos os casos os valores obtidos pelos ratinhos do grupo de controlo
eram inferiores ao grupo de MJD com a excegao do teste efetuado com o intuito de

comparar o género para os valores de Glutamato na regido do hipocampo.
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Tabela 3.16 — Resumo testes estatisticos
O e I

Parametros

Volumes

Volumes vs género
Medicao s MJD .

MJD/> 75 dias MJD/> 75 dias

Volumes vs idades

volumétrica
Volumes vs idades classes

Valor metabolito - - -
Valor metabolito vs género - - -
Valor metabolito vs idades MJD MJD MJD
GABA Valor metabolito vs idades classes MJD/> 75 dias MJD/> 75 dias MJD/> 75 dias
Valor metabolito vs volumes - MJD -

Valor metabolito - o -

Valor metabolito vs género - WT/Masculino -
Valor metabolito vs idades MJD MJD MJD
Valor metabolito vs idades classes MJD/> 75 dias MJD/> 75 dias MJD/> 75 dias
Valor metabolito vs volumes - MJD -
Valor metabolito - - MJD
Valor metabolito vs género - - -
Valor metabolito vs idades - - MJD
Aspartato | valor metabolito vs idades classes - - MJD/>75 dias
Valor metabolito vs volumes - MJD -
Valor metabolito - - MJD
Valor metabolito vs género - WT/Masculino -
Valor metabolito vs idades MJD MJD MJD
Creatina : . =
ot Valor metabolito vs idades classes MJD/> 75 dias MJD/> 75 dias MJD/> 75 dias
Valor metabolito vs volumes - MJD -

Resultados restantes metabolitos

Como este estudo foi efetuado com um equipamento de alta intensidade de
campo magnético 9,4T foi possivel identificar muitos metabolitos no espectro que
por vezes ndo sao visualizados devido a sobreposigbes de picos com valores de
ressonancia muito proximos e também devido a uma deficiente supressao da agua.

Para verificar se ocorreram correlagdes entre os metabolitos nas trés regides
de interesse nos 2 grupos da amostra utilizou-se a correlagédo de Spearman. Foram

efetuados mapas de cores através dos valores de coeficiente de correlagao para

65 Caroline Jorddo



Estudo da Doenca de Machado Joseph em modelo animal transgénico através de um equipamento de RM de 9,4T

representacao dos dados. Os dados apresentados sao dados exploratérios para
estudos futuros. (Anexo 1 tabelas 28,29,30,31,32,33,34).

Capitulo 5 - Discussao/Conclusao

Este é o primeiro estudo que reporta informagao anatémica e bioquimica de
ratinhos com ataxia espinhocebelar numa idade precoce (aproximadamente 2
meses de idade) através de RM 9,4T efetuada no estriado, hipocampo e cértex pré-
frontal.

A leséo cerebelar é responsavel pela principal manifestagao clinica presente
na doenga de Machado Joseph: a ataxia. Tradicionalmente, o cerebelo é
considerado como tendo um papel importante na fungido motora, sendo esta a
regido principal onde ocorrem alteragdes patoldgicas na doenga de Machado
Joseph. %

No entanto disfun¢des cognitivas e emocionais tém também sido observadas
em doentes com lesdes do cerebelo. "' Isso enfatiza a importancia de estudos e
investigagdes especificas que considerem aspetos ndao motores em MJD.

Nesta dissertacdo foram efetuados estudos volumétricos de 3 regides
cerebrais a partir de imagens ponderadas em T2 (estriado, hipocampo e cértex pré-
frontal). Foram selecionadas estas regides celebrais em especifico com o intuito de
investigar a possibilidade de envolvimento cerebral generalizado, e ndo somente o
cerebelo, em ratinhos portadores da MJD com idade precoce.

Inicialmente foi investigado se havia diferengas significativas dos volumes
das 3 regides de interesse nos 2 grupos em estudo. No entanto os valores obtidos a
partir da medigao volumétrica do estriado, hipocampo e PFC n&o diferem entre os 2
grupos de animais (tabela 3.11 e anexo 1 tabela 1). Similarmente nao se verificaram
diferencas entre os volumes cerebrais tendo em conta o género para cada um dos
grupos de ratinhos (anexo 1 tabelas 2 e 3).

Por outro lado, o fator idade teve correlagdo com o volume cerebral do
hipocampo em ratinhos com doenga de Machado Joseph (Anexo 1 tabela 4). Os
valores obtidos indicam que o volume cerebral do hipocampo tende a aumentar com
a progressao da idade em ratinhos portadores da doenga. Contudo, dado a amostra
nao se apresentar linear considerou-se importante dividir os ratinhos com MJD em
duas classes tendo em conta a sua idade. Foram obtidos valores mais elevados de
volume no estriado e hipocampo nos ratinhos com idade igual ou superior a 75 dias

em comparagdo com os ratinhos mais novos. (tabela 3.12 e Anexo 1 tabela 5).
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Podemos concluir assim que existe uma assimetria nos valores volumétricos dentro
do grupo de ratinhos portadores da doenga sendo que os ratinhos mais velhos
tendem a ter valores mais elevados de volume no estriado e hipocampo em
comparagao com os ratinhos MJD mais novos.

" efetuado em humanos adultos

Segundo um estudo da autoria de Rub U et al,’
diagnosticados com MJD e geneticamente confirmados com MJD foram encontradas
alteragdes significativas no cerebelo, vérmis, tronco cerebral e ganglios da base nos
pacientes compativeis com sinais de neurodegeneracéo. Foram efetuados por Rub
U et al. """ Tokumaru AM et al. ' e D’Abreu A et al. '? estudos neuropatolégicos e de
neuroimagem que revelaram um amplo envolvimento do sistema nervoso central,
incluindo o cerebelo, o tronco cerebral, os génglios da base, a medula espinhal, bem
como da regido frontal, temporal, parietal e occipital. D’Abreu A et al. '
demonstraram através de volumetria baseada por voxels (voxel-based
morphometry) diminuigdo da matéria cinzenta nos Iébulos frontais, I6bulos parietais,
I6bulos temporais, occipital e Iébulo limbico e diminuicdo da matéria branca no
cerebelo e tronco cerebral com um equipamento de 3 T. Nesse estudo as areas
cognitivas afetadas sdo principalmente areas primarias. Horimoto Y et al. '** estudou
7 doentes longitudinalmente através de medicdo de areas medio-sagitais de
estruturas infra-tentoriais. Observaram correlagdes significativas entre a atrofia do
cerebelo, base pontina e a idade. D’Abreu A et al. > sugerem que a idade é
provavelmente o determinante mais importante da progresséo da atrofia do cérebro.
No entanto estes estudos foram efetuados em humanos adultos previamente
diagnosticados com MJD (diagndstico clinico e molecular) que apresentavam sinais
clinicos da doenca.

Além dos estudos volumétricos foi efetuada espectroscopia protonica single-
voxel para estudo metabdlico nas trés regides cerebrais descritas. Esta foi realizada
para cada uma das trés regides tanto no grupo de controlo como no grupo de
ratinhos portadores da doenga.

A espectroscopia proténica tem sido demonstrada como uma técnica nao
invasiva unica que tem a capacidade de analisar o metabolismo de tecidos vivos
para estudos bioquimicos e fisiolégicos. Esta tem como objetivo caracterizar
disturbios fornecendo valor diagnéstico que é complementar a outras modalidades.
A espectroscopia ndo avalia a doenga diretamente, ja que a informagédo neuro-
quimica s6 pode fornecer um meio indireto de uma alteragdo patolégica da
composigao bioquimica do tecido devido a doenga.

Foram identificados 16 metabolitos através de espectroscopia proténica

(Alanina, Aspartato, Creatina, Fosfocreatina, Acido gama — aminobutirico,
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Glutamato, Glicose, Glutamina, Glicerofosforilcolina, Fosforilcolina, Glutationa,
Inositol, Lactato, N-acetil aspartato, Acido N- acetilaspartico e acido glutamico e
Taurina.

De todos os metabolitos identificados considerou-se importante analisar os
metabolitos com fungdo de neurotransmissdo (Acido gama — aminobutirico,
Glutamato, Aspartato) e metabolitos relacionados com o metabolismo energético
(Creatina e Fosfocreatina).

Relativamente ao GABA este nao apresentava diferengas significativas no
grupo de ratinhos com MJD na regiao do cortex pré-frontal, hipocampo e estriado
comparativamente ao grupo de controlo (tabela 3.13 e Anexo 1 tabela 6). Nao foi
demonstrado nenhuma correlagdo entre o género dos animais e os valores de
GABA obtidos ( Anexo 1 tabelas 7 e 8). Relativamente a idade, esta parece estar
correlacionada com os valores de GABA para as trés regides em estudo no grupo de
animais portadores da doenga ( Anexo 1 tabela 9). Foi observado uma correlagao
positiva entre a idade e os valores de GABA nos animais portadores de MJD,
contudo a amostra de ratinhos do grupo de MJD n&o é simétrica e linear. Observa-
se uma divisdo dos animais pertencentes a este grupo sendo que os animais mais
novos, com idade inferior a 75 dias, apresentam valores normais deste metabolitos
enquanto os ratinhos com idade superior ou igual a 75 dias mostram um aumento
significativo do valor de GABA para as trés regides em estudo ( Anexo 1 tabelas 10
e 11). Por fim efetuou-se uma correlagdo entre os volumes cerebrais e o valor de
GABA sendo que obtivemos uma correlagdo positiva entre as duas variaveis na
regido do hipocampo ( Anexo 1 tabela 12). Valores mais elevados do volume do
hipocampo tendem a ter valores mais elevados de GABA nos animais transgénicos
portadores da doenga.

Griffin J et al., ""° obtiveram uma diminuicdo dos valores de NAA, GABA e
Glu em ratinhos com 6 meses de idade com MJD através de um espectrémetro de
14,1T. Esses valores foram obtidos no cerebelo provavelmente devido a disfungao
metabdlica dos neurdnios como um resultado de inclusées neuronais intranucleares
causadas por um aumento de morte celular neuronal e subsequente gliose.

Os resultados obtidos a partir das analises estatisticas para o metabolito
Glutamato foram idénticas as observadas pelo metabolito GABA. Nao observamos
diferengas significativas do valor de Glu no estriado, hipocampo e cortex pré-frontal
entre os 2 grupos em estudo (tabela 3.13 e Anexo 1 tabela 6). O género apresentou-
se como sendo um factor que influencia os valores de glutamato para os ratinhos do
grupo de controlo na regido do hipocampo (Anexo 1 tabelas 7 e 8). Os ratinhos do

grupo de controlo que tem género masculino tendem a ter valores mais elevados de
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Glutamato na regido do hipocampo em comparagdao com os ratinhos do género
feminino. O glumato correlaciona-se com a idade no grupo MJD para as trés regides
de interesse ( Anexo 1 tabela 9). No entanto como a amostra nao é linear tendo em
conta a idade dos ratinhos, mostrando dois aglomerados de resultados foi feita uma
divisdo da idade em 2 classes (idade inferior a 75 dias e superior ou igual a 75 dias).
Foram obtidos valores significativamente diferentes entre os animais do grupo de
MJD tendo em conta a idade para este metabolito nas trés regides de interesse (
Anexo 1 tabelas 10 e 11). Foram obtidos sempre valores mais elevados de Glu nos
ratinhos com idade superior a 75 dias tanto para o hipocampo como estriado e PFC.
Tal como previamente enunciado em relagdo ao metabolito GABA, considerou-se
importante efetuar uma correlagdo entre os volumes cerebrais e o valor do
metabolito Glu. Foram obtidas correlagbes entre as 2 variaveis para a regido do
hipocampo ( Anexo 1 tabela12), o que indicou que ratinhos portadores de MJD com
volumes mais elevados do hipocampo tendem a ter valores mais altos do metabolito
Glutamato.

Tkac | et al., ™ efetuaram um estudo a ratinhos entre 8 a 12 semanas de
idade com HD através de espectroscopia na regidao do estriado. Os resultados as 8
semanas de idade demonstraram diminuicdo dos valores de NAA e Glu/GIn.
Diferentes processos relacionados com a doenga podem ser responsaveis pelos
valores observados de GIn e Glu. O aumento de GIn as 8 semanas pode representar
um desequilibrio no ciclo nos neurdnios e astrocitos refletindo comprometimento da
neurotransmissao de glutamatérgicos.

Uma possivel justificacdo para os resultados discrepantes relativamente a
outras publicagdes efetuadas é o facto dos animais utilizados nesta dissertagao
terem em média 68 dias de idade e se encontrarem numa fase muito precoce da
doenga, sendo que a obtengido de valores normais ou elevados de GABA e Glu
sugere a auséncia de morte neuronal nestas regides cerebrais.

Como 2° hipétese diagndstica, foi proposto testar a ocorréncia de alteragao
do metabolito aspartato em animais transgénicos com a doencga de Machado Joseph
em comparagao com o grupo de controlo. Este metabolito n&o foi detetado em todos
os ratinhos pertencentes ao estudo, principalmente na regido do estriado, por isso
esta regido de interesse nao foi abrangida na analise estatistica. Foram obtidas
diferencas significativas deste metabolito para a regidao do PFC entre os 2 grupos
em estudo (tabela 3.14 e Anexo 1 tabela 13). O aspartato encontrava-se aumentado
nos ratinhos portadores da doenga comparativamente com o grupo de controlo na
regido do PFC. Nao foram obtidas diferencas significativas entre o género feminino e

masculino tanto no grupo de controlo como no grupo de ratinhos com ataxia
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espinhocerebelar do tipo 3 no hipocampo e PFC (Anexo 1 tabelas 14 e 15). A idade
demonstrou ser um factor que se correlaciona de forma positiva com o aumento dos
valores de Aspartato para a regido do PFC (Anexo 1 tabela 16). Estes valores
indicam que com a progressao da idade o valor de Aspartato tende a aumentar em
doentes portadores de MJD somente na regiao do PFC. Nao obstante, a amostra &
assimétrica tendo em conta a idade e com a divisdo da idade em duas classes os
resultados indicaram que os ratinhos com mais do que 75 dias de idade tendem a
ter valores mais elevados de Aspartato comparativamente com os restantes ratinhos
pertencentes ao mesmo grupo para a regiao do PFC ( Anexo 1 tabelas 17 e 18).

Realizou-se uma correlagdo entre o volume de cada regido cerebral de
interesse e os valores do Aspartato e foram observadas correlagdes entre os valores
de Asp e o volume na regido do hipocampo no grupo de ratinhos portadores de
ataxia espinhocerebelar do tipo 3 ( Anexo 1 tabela 19).

O metabolito NAA existe sobretudo em neurdnios adultos e axoénios e é
conhecido como sendo um marcador neuronal. A sua presenga fornece uma
perspectiva do estado funcional dos neurénios e da integridade das células
neuronais no cérebro, logo € um metabolito muito importante na analise do cérebro.

LEI L et al.,”™ obtiveram comprometimento de 4 regides cerebelares: nlcleo
dentado cerebelar, cortex, vérmis e pedunculo cerebelar médio. Foi observada uma
diminuicdo de NAA/Cr nas zonas identificadas anteriormente em doentes com ataxia
espinhocerebelar do tipo 3 bem como diminuicdo do NAA/Colina no vérmis do
cerebelo e nucleo dentado nos humanos com MJD com um equipamento de 1,5T.
Estes valores indicam que a disfungao e a diminuigdo do numero de neurénios
existentes no cerebelo, cortex e vérmis nos doentes com MJD e a atrofia axonal dos
neuronios existentes no pedunculo médio cerebelar e comprometimento neuronal do

I, % efetuaram um

vérmis cerebelar e nucleo dentado sdo muito severa. Abreu et a
estudo sobre a matéria branca profunda em doentes com MJD e encontraram uma
diminuicdo do racio NAA/Cr nas regidbes com matéria branca profunda
comparativamente com o grupo de controlo com um equipamento de 3T.

Adanyeguh IM et al.,"*® analisaram 16 doentes com ATX tipo 1, 12 com ATX
tipo 2, 21 com ATX tipo 3 e 12 com ATX tipo 7 com um equipamento de 3 T. Os
resultados indicaram diminuicado de NAA comparativamento com o grupo de controlo
na regiao do vérmis e ponte. O glutamato também apresenta diminuigdo na regiao
do vérmis e ponte em doentes com MJD. A diminui¢do dos valores de NAA é um
sinal de perda neuronal e ja tinha sido observada em estudos de espectroscopia em

doencgas de ATX. 38

70 Caroline Jorddo



Estudo da Doenca de Machado Joseph em modelo animal transgénico através de um equipamento de RM de 9,4T

A ultima hipétese pretende averiguar se os valores Creatina e Fosfocreatina
estdo alterados entre os 2 grupos em estudos para as trés regides de interesse. Foi
efetuada uma soma dos valores de Creatina e Fosfocreatina e foi efetuada a analise
estatistica tendo em conta o valor de Creatina total nos animais pertencentes ao
estudo. Foram obtidas diferengas significativas de Creatina total na regido do cértex
pré-frontal entre os 2 grupos em estudo (tabela 3.15 e Anexo 1 tabela 20), o que
ratinhos com MJD tendem a ter valores mais altos de Creatina total do que os
ratinhos do grupo de controlo (alteragdes significativas para a regido do cortex pré-
frontal). Relativamente ao género, foram obtidos valores mais elevados de Creatina
total nos ratinhos do género masculino em comparagao com os do género feminino
no grupo de controlo na regido do hipocampo ( Anexo 1 tabelas 21 e 22). A Creatina
total correlaciona-se com a idade de uma forma positiva e significante para as 3
regides de interesse no grupo de ratinhos com MJD ( Anexo 1 tabela 23. No entanto
como a amostra nao € linear tendo em conta a idade dos ratinhos no grupo de MJD
para este metabolito efetuou-se uma divisdo em 2 classes (idade inferior a 75 dias e
superior ou igual a 75 dias). Foram obtidos sempre valores mais elevados de
Creatina total nos ratinhos com idade superior a 75 dias para as trés regides
cerebrais de interesse no grupo de ratinhos portadores de ataxia espinhocerebelar
do tipo 3 ( Anexo 1 tabelas 24 e 25). Realizaram-se correlagdes entre o volume de
cada regidao cerebral de interesse e os valores da soma dos dois metabolitos
propostos na 3° hipétese de investigagdo. Foram obtidas correlagbes positivas entre
os volumes com a creatina dentro da regido do hipocampo nos ratinhos com a
doenga de Machado Joseph ( Anexo 1 tabela 26).

Adanyeguh IM. et al.,"®

observaram um aumento significativo de Creatina
total, um marcador energético frequentemente utilizado em estudos anteriores como
uma referéncia da concentragcdo em MRS tanto no vérmis como na ponte em
pacientes adultos. "' Como o cérebro tem uma capacidade limitada para armazenar
glicose, a creatina quinase/sistema de Fosfocreatina € importante para sustentar as
altas demandas de energia exigidas pelos neurénios. '*

Devido ao facto da atividade da creatina quinase mitocondrial suprimir a

133 5 aumento da creatina total

formacao de radicais livres dentro da mitocondria,
pode ser uma tentativa de aumentar os niveis de Creatina para suprimir a formagao
de radicais livres e aumentar a protegdo neuronal. Alteragdes dos valores de
creatina e fosfocreatina foram relatados na doenga de Huntington (HD), outra
doenga poliglutamina que partilha caracteristicas fisiopatoldgicos comuns com
outras doencas com ataxia espinhocerebelares. ** Usando técnicas de fixacdo de

microondas, que instantaneamente inativam atividades enzimaticas cerebrais e
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preservam os niveis in vivo de analitos, foi relatado um aumento dos niveis de
creatina e fosfocreatina no cérebro de ratinhos portadores de doenga de e
Huntington. O aumento de Cr total precedida a uma diminuicdo dos niveis de

trifosfato de adenosina em ratinhos pré-sintomaticos com 4 semanas de idade. '*

Do mesmo modo, o aumento da Creatina total'®

e alteragdes significativas do racio
PCr/Cr'®" foram observados através de espectroscopia protdnica single-voxel em
modelos de rato com HD numa fase precoce de idade.

Tkac | et al., ™ efetuaram um estudo a ratinhos entre 8 a 12 semanas de
idade com HD através de espectroscopia na regidao do estriado. Observaram um
aumento de Creatina total as 8 e 12 semanas. Considerando a necessidade
homeostatica para manter os niveis normais de PCr devido a uma diminuigdo de
creatina quinase no estriado pode ocorrer um aumento da regulacédo de Cr. A
diminuicdo de respiracdo e producdo de ATP também pode contribuir para um
aumento da procura de Cr total. Portanto, o aumento de Creatina total em pacientes
com ataxia espinhocelebelar € comparavel a desregulagdo da amostra de Creatina
total que foi observado em pacientes e animais com HD.

O aumento de Cr total/aumento do metabolismo energético nos animais
portadores da doenga de ataxia espinhocerebelar do tipo 3 pode ser consequéncia
de maior demanda de energia por parte dos neurdnios e desregulagido do
metabolismo energético.

Na comparagcdo de mapas de cores entre os dois grupos em estudo, que
analisaram os 16 metabolitos, foram observadas diferengas entre os dois grupos em
estudo, sendo que o grupo de ratinhos portadores de MJD apresentaram valores de
coeficiente de correlagdo mais elevados (Anexo 1 tabelas 28,29,30,31,32,33,34). Os
dados apresentados sédo exploratorios para estudos futuros.

Como conclusao, a Ressonancia Magnética € uma técnica de imagem que
fornece informagdo relevante sobre a patologia possibilitando investigar
envolvimento cerebral generalizado. A espectroscopia protonica fornece informagao
quantitativa sobre a relagdo entre os metabolismos e a sua fungdo clinica em
portadores de doengas neurodegenerativas.

Os valores normais de volume sugerem que estes animais ainda se
encontram numa fase muito precoce da doenca (média de 68 dias de idade). Os
valores normais ou elevados de GABA, Glu e Aspartato sugerem a auséncia de
morte neuronal nestas regides cerebrais. O aumento de Cr total/aumento do
metabolismo energético nos animais com MJD pode ser consequéncia de maior
demanda de energia por parte dos neurénios e desregulacdo do metabolismo

energético.
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Desenvolvimentos futuros

Da realizagao deste estudo decorrem sugestdes interessantes a realizar de
futuro e que considero representarem uma mais-valia para as conclusdes aqui
apresentadas.

Como no espectro foram identificados 16 metabolitos e nesta dissertagao
foram analisados inteiramente apenas 5 metabolitos consideramos importante
serem feitas analises dos restantes metabolitos para cada uma das regides
abordadas, e associadamente correlacionar com o género, idade e volume cerebral.

Também seria uma mais valia analisar os mesmos animais com 6, 9 e 12
meses de idade de forma a comparar os resultados observados até ao momento e
verificar se ocorre atrofia de alguma das zonas analisadas ou alteragdo dos valores
dos metabolitos neurotransmissores excitatérios ou inibidores que podem traduzir
possivel morte neuronal. Em estudos futuros, seria ainda interessante complementar

o protocolo implementado utilizando também outras técnicas de RM.
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Capitulo 7 - Anexo 1

Tabela 1 - Valores das medigoes volumétricas nos 2 grupos da amostra para as 3 regides de

interesse

Wilcoxon W

Sig. assintética

Mann-Whitney U

z
Sig. exacta

Wilcoxon W

Sig. assintética

Volumes

Tabela 2 - Valores do volume cerebral em cada regido de interesse tendo em conta o género
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MJD

Total

v a4
e n
s

Tabela 3 - Valores de volume cerebral em cada regido de interesse tendo em conta o género
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Tabela 4 - Correlagao entre valores de volume cerebral em cada regido de interesse tendo em
conta a idade
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Tabela 5 - Valores do volume cerebral nas 3 regides de interesse tendo em conta a idade (2
classes, menos de 75 dias e igual ou superior a 75 dias).

Tabela 6 - Valores de GABA, Glu e racio GABA/Glu nos 2 grupos da amostra para as 3 regides
de interesse

Wilcoxon W 187.000

Sig. assintética 315

Mann-Whitney U _ 103.000

Sig. exacta

Wilcoxon W 197.000

Sig. assintotica .570
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Tabela 7 - Valores de GABA, Glu e racio GABA/GLu em cada regiao de interesse tendo em conta
o género.
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Tabela 8 - Valores de GABA, Glu e racio GABA/GLu em cada regiao de interesse tendo em conta
o género.
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Tabela 9 - Correlagao entre valores de GABA, Glu e racio GABA/Glu em cada regido de interesse
tendo em conta a idade
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Glu
Idades

Glu
Idades

Tabela 10 - Valores de GABA, Glu e racio GABA/Glu para as 3 regides de interesse tendo em
conta a idade (2 classes, menos de 75 dias e igual ou superior a 75 dias).

=>75 dias
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<75 dias -
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T
MJD -

<75 dias

=>75 dias

<75 dias

Tabela 11 - Valores de GABA, Glu e racio GABA/Glu para as 3 regides de interesse tendo em
conta a idade (2 classes, menos de 75 dias e igual ou superior a 75 dias).

Tabela 12 - Correlagao dos valores de GABA, Glu, racio GABA/Glu e volume de cada regido de
interesse nos 2 grupos da amostra

- - - o
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Tabela 13 - Valores de Aspartato nos 2 grupos da amostra para as 3 regides de interesse

Wilcoxon W
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Sig. assintética

Mann-Whitney U

Sig. exacta

Tabela 14 - Valores de Aspartato em cada regido de interesse tendo em conta o género

Ig I-rI II

Total

Tabela 15 - Valores de Aspartato em cada regido de interesse tendo em conta o género

.201

1.000

-1.768

114

34.000

.884
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Tabela 16 - Correlagdo entre os valores de Aspartato em cada regido de interesse tendo em
conta a idade — Teste ndo paramétrico
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Tabela 17 - Valores de Aspartato para o hipocampo e PFC tendo em conta a idade (2 classes,
menos de 75 dias e igual ou superior a 75 dias).

=>75 dias

<75 dias

=>75 dias

<75 dias

Tabela 18 - Valores de Aspartato para o hipocampo e PFC tendo em conta a idade (2 classes,
menos de 75 dias e igual ou superior a 75 dias). Aplicagio de Teste ndo paramétrico Mann-
Whitney U
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Tabela 19 - Correlagao entre os valores de Aspartato no hipocampo e PFC tendo em conta o
volume cerebral — Teste ndo paramétrico
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o w

o~ ’

-
(&)

Tabela 20 - Valores de Creatina total nos 2 grupos da amostra para as 3 regides de interesse

Cr_total

Wilcoxon W

Sig. assintética

Mann-Whitney U
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Sig. exacta

Wilcoxon W

Sig. assintética

Tabela 21 - Valores de Creatina total em cada regido de interesse tendo em conta o género

Grupo

Ig I“ I Ig Iﬂ II

Ig I-nI

Total

Tabela 22 - Valores de Creatina total em cada regido de interesse tendo em conta o género
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-1.567

138

38.000

.005

6.000

-1.635

126

56.000

.606

16.000

-.783

489°

Tabela 23 - Correlagéo entre os valores de Creatina total nas 3 regides de interesse tendo em
conta a idade — teste ndao paramétrico
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Cr_total
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Tabela 24 - Valores de Creatina para as 3 regides de interesse tendo em conta a idade (2 classes,
menos de 75 dias e igual ou superior a 75 dias).

N

=>75 dias

<75 dias

=>75 dias

<75 dias
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<75 dias

.- =>75 dias -
CTol 14
e
e

Tabela 25 - Valores de Creatina para as 3 regides de interesse tendo em conta a idade (2 classes,
menos de 75 dias e igual ou superior a 75 dias).

Tabela 26 - Correlagédo dos valores de Creatina total e volume de cada regiao de interesse nos 2
grupos da amostra — teste ndo paramétrico

- Cr_total

Cr_total

Cr_total
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Sig.
N
Hipocampo WT Correlagao Volumes Coeficiente de correlagao
de Sig.
Spearman N
Cr_total Coeficiente de correlagao
Sig.
N
MJD Correlagao Volumes Coeficiente de correlagao
de Sig.
Spearman N
Cr_total Coeficiente de correlagao
Sig.
N
PFC WT Correlagao Volumes Coeficiente de correlagao
de Sig.
Spearman N
Cr_total Coeficiente de correlagao
Sig.
N
MJD Correlagao Volumes Coeficiente de correlagao
de Sig.
Spearman N
Cr_total Coeficiente de correlagao
Sig.
N

**. A correlagdo é significante para valores de 0,01.

.265
15
1.000

14
-.270
350
14
1.000

15
675
.008
14
1.000

14
.059
840

14

1.000

15
-.232
.405
15

15
-270
350
14
1.000

14
675
.008
14
1.000

14
.059
.840

14

1.000

14
-232
405
15
1.000

15

Tabela 27 — Legenda mapa de cores

Perfeito 1

Forte 0,8>1
0,5>0,8

Fraco 0,1> 05

infimo 00,1

Nulo 0

Infimo negativo 0> -0,1

-01> -05

-0,5» -0,8
Forte negativo -0,8>-1
Perfeito -1
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Estudo da Doenga de Machado Joseph em modelo animal transgénico através de um equipamento de RM de 9,4T

Tabela 28 — Mapa de cores grupo de controlo regido do estriado

Ala

Ala

Asp

tCr

GABA

Glu

Glc

GIn

GPC

PCh

GSH

Ins

Lac

NAA

NAAG

Tau

Ala | Asp | tCr | GABA | Glu | Glc | GIn | GPC | PCh | GS |In |Lac | NAA | NAAG | Tau
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Estudo da Doenga de Machado Joseph em modelo animal transgénico através de um equipamento de RM de 9,4T

Tabela 30 — Mapa de cores grupo de controlo regidao do PFC

Ala | Asp | tCr | GABA | Glu | Glc | GIn | GPC | PCh | GSH | Ins | Lac | NAA | NAAG | Tau

Tabela 31 — Mapa de cores grupo MJD regidao do estriado
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Tabela 32 — Mapa de cores grupo MJD regidao do hipocampo

Ala | Asp |[tCr |GAB [Glu |Gl |[GIn|GP |[PC |GS |Ins |La | NAA | NAA |Tau

Ala

Asp

tCr

GAB

Glu

Glc

GIn

GPC

PCh

GSH

Ins

Lac

NAA

NAA

Tau

Tabela 33 — Mapa de cores grupo MJD regidao do PFC

Ala | Asp |tCr |GAB [Glu |Gl |[GIn|GP |[PC |GS |Ins |La | NAA | NAA | Tau

Ala
Asp
tCr
GAB

Glu
Glc
GIn
GPC
PCh
GSH
Ins
Lac
NAA
NAA

Tau
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