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Resumo

A presente dissertagdo de mestrado pretende avaliar as alteragoes fisiolégicas de véarios
musculos da perna quando submetidos a exercicio fisico intenso, através da técnica de

ressonancia magnética funcional BOLD (Blood Ozygen Level Dependent).

As diferentes propriedades magnéticas da oxi-hemoglobina (diamagnética) e da desoxi-
hemoglobina (paramagnética), associadas aos factores hemodindmicos, geram contraste nas
imagens de ressondncia magnética, durante a activagdo muscular, possibilitando a

visualizagdo dos musculos recrutados com a realizacdo do exercicio.

Sete jovens atletas sauddveis participaram neste estudo. As imagens BOLD foram
adquiridas antes e imediatamente ap6s o exercicio-fisico. O paradigma de exercicio usado
foi o salto unipedal, executado em posicao ortostatica, permitindo atingir a fadiga muscular
em poucos minutos. A andlise das imagens dos musculos Tibial Anterior, Gémeo interno,
Gémeo Externo e Solear foi feita com o programa OsiriX®, através da marcagao de ROIs

circulares sobre cortes axiais.

Todos os voluntarios exibiram padroes semelhantes de variacdo de intensidade de sinal
BOLD induzido pelo exercicio. A fase de repouso caracteriza-se pela intensidade de sinal
BOLD constante para todos os musculos. Apds o exercicio verificou-se um aumento
percentual de intensidade de sinal, que foi maximo para os musculos Gémeo Externo,
Gémeo Interno e Solear, e comparativamente menor para o Tibial Anterior. Os resultados
estdo de acordo com o esperado para o tipo de exercicio realizado e sdo concordantes com

os obtidos por outras técnicas, como DTI e Ts.

Conclui-se que a andlise das alteragoes fisiologicas dos musculos pela técnica BOLD podera
ser 1util para a avaliacdo ndo-invasiva da actividade muscular, constituindo-se como uma
alternativa ou complemento valido aos métodos superficiais ou invasivos. Podem antecipar-

se futuras aplicagoes desta técnica a estudos de fisiopatologia do miisculo.

Palavras Chave: Misculo, fMRI, BOLD, Exercicio
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Abstract

The aim of this dissertation is to assess the physiological changes of various leg muscles
under intense physical exercise, using the fMRI BOLD (Blood Ozygen Level Dependent)
technique. The different magnetic properties of oxy-hemoglobin (diamagnetic) and deoxy-
hemoglobin (paramagnetic) associated with hemodynamic factors, generate contrast in
magnetic resonance imaging, during muscle activation, enabling visualization of muscles

recruited during exercise.

Seven young healthy athletes participated in this study. BOLD images were acquired
before and immediately after exercise. The exercise paradigm used was one-legged jump
movements, executed in the standing position, allowing to reach muscle fatigue in a few
minutes. The analysis of images of Tibialis Anterior, Gastrocnemius Medial and Lateral
head and Soleus muscles was performed by OsiriX ® program, by marking circular ROIs on

axial slices.

All volunteers showed similar patterns of BOLD signal intensity changes induced by
exercise. The rest phase is characterized by constant signal BOLD intensity for all muscles.
After exercise, there was a percent increase of signal intensity, which was greatest in the
Gastrocnemius Lateral head, Gastrocnemius Medial head and Soleus muscle, and
comparatively smaller in the Tibialis Anterior muscle. These results are consistent with
what was to be expected for the type of exercise performed and are concordant with the

results obtained by other tecniques using DTT and Tb.

We conclude that the analysis of the physiological changes of muscle BOLD technique may
be useful for non-invasive assessment of muscle activity, constituting therefore a valid
alternative or complement to superficial or invasive methods. Future aplications of this

technique might be envisioned to pathophysiological studies of muscle activity.

Key words: Muscle, fMRI, BOLD, Exercise
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Ana Rita Justo Pereira

1. Introducao

1.1. Enquadramento

A TImagiologia é actualmente uma importante area da Medicina gracas ao acentuado
desenvolvimento de novas técnicas imagioldgicas, de entre as quais se destaca a ressonancia
magnética (RM). Nos ultimos anos os métodos de imagem por ressondncia magnética
funcional (fMRI') tém despertado particular interesse devido & possibilidade de relacionar a
estrutura com a respectiva fungdo. Assim esta tese dedica especial atencdo a técnica de
ressondncia magnética funcional BOLD, acrénimo inglés para Blood Oxygen Level

Dependent.

Este tema “Processamento de imagens BOLD de Ressonancia Magnética do Mtsculo” surge

no desenvolvimento do projecto proposto & Fundacdo para a Ciéncia e Tecnologia, FCT,

! Do Inglés, Functional Magnetic Resonance Imaging.



Processamento de Imagens BOLD de Ressonéncia Magnética do Mtsculo

pelo Professor Anténio Veloso?, em colabora¢ao com a Clinica de Ressonancia Magnética de
Caselas e a Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa. O projecto
“Desenvolvimento de metodologias experimentais e de modelacao para a avaliacao de carga
mecénica no sistema musculo-esquelético” desenvolvido pelo grupo de Neuromecénica do
Movimento Humana (NMH) do Centro Interdisciplinar de Estudo da Performance Humana
(CIPER/FMH/UTL) foca-se especialmente na avaliacdo das alteragbes estruturais,
funcionais e de controlo neuro-muscular do sistema musculo-esquelético, em resposta a
aplicacdo de carga mecénica ciclica, de intensidade moderada ou elevada no sistema. A
imagem por ressonancia magnética surge como método de visualizacdo permitindo o estudo

das alteracoes fisioldgicas dos tecidos bioldgicos.

A presente dissertacdo engloba as seguinte etapas: seleccdo do grupo de voluntarios,
preparacao e estruturacdo do plano de exames, aquisicio das imagens e por fim o
tratamento e andlise dos dados. O trabalho foi desenvolvido com a colaboragdo de nove
elementos: dois alunos de mestrado em Engenharia Biomédica, Ana Rita Justo Pereira e
José Nuno Alves; dois alunos de Doutoramento, Filipa Jodo e Sérgio Saraiva Alves; o
professor orientador e fisico da Clinica de Caselas, Professor Doutor Mario Forjaz Secca; o
orientador do projecto, Professor Anténio Prieto Veloso; o professor Doutor Michael
Noseworthy, colaborador da Universidade McMaster no Canada, a técnica de radiologia da
Clinica de Caselas, Cristina Menezes, e o médico radiologista da Clinica de Caselas, Dr.

Nuno Jalles Tavares.

A presente dissertagio baseia-se no estudo e compreensdo do comportamento de sinal BOLD
em fungdo do tempo, permitindo avaliar as alteracoes fisiolégicas de varios musculos da

perna quando submetidos a exercicio fisico intenso.

Um grupo de jovens voluntarios saudaveis e atletas participaram neste estudo, tendo sido
feitas aquisi¢oes de imagens na perna dominante dos mesmos. O processo de aquisicdo de
imagens anatomicas e funcionais foi repartido em duas fases, pré e pds-exercicio. O salto
unipedal, executado em posicio ortostatica até ser atingida a fadiga muscular, foi escolhido
como paradigma simples de exercicio, permitindo obter rapidamente (em poucos minutos)

variagoes de intensidade de sinal BOLD.

Posteriormente, foi realizado um estudo comparativo dos resultados obtidos pelos diferentes

estudos de ressonadncia magnética usados no projecto durante o desenvolvimento na

2 Professor Associado, Laboratério de Biomecanica, FMH/UTL.



Ana Rita Justo Pereira

dissertagdo: BOLD, T, e Imagem por Tensor de Difusdo (DTI®). Este estudo foi possivel

gracas ao trabalho desenvolvido paralelamente por colegas do grupo de investigacao.

Esta dissertagdo de mestrado pretende responder as seguintes questoes:

e Sera possivel avaliar quantitativamente as variagoes de intensidade de sinal de vérios
miusculos da perna, apoés realizacdo de exercicio fisico intenso, através da técnica
BOLD?

e Serao os dados obtidos através das diferentes técnicas de ressondncia magnética,
BOLD, T, e DTI, semelhantes em termos qualitativos, para um mesmo modelo de

exercicio fisico?

O trabalho desenvolvido durante a actual dissertacdo de mestrado foi tema seleccionado
para comunicagdo oral no congresso 2012 — 29th Annual Scientific Meeting, organizado pela
European Society for Magnetic Resonance in Medicine and Biology (ESMRMB), realizado
nos dias 4 a 6 de Outubro de 2012, na sessao fMRI applications and methods - Poster
Highlights Sessions. O mesmo pode ser encontrado em anexo, com o titulo “BOLD MRI
evaluation of the physiological changes of various leg muscles under intense exercise”, no

qual Ana Rita Justo Pereira foi primeira autora.

1.2. Estrutura da Tese

A presente dissertacdo encontra-se estruturada em sete capitulos, ao longo dos quais é
fornecida uma base tedrica para a boa compreensdo do estudo realizado, com descricdo do
processo de aquisicio das imagens e a andlise de dados, assim como a discussdao dos

resultados obtidos e a enumeragao das conclusoes finais.

Os fundamentos tedéricos da imagem por ressonancia magnética sdo sucintamente explicados
permitindo a boa compreensdo do funcionamento da mesma, assim como da técnica
funcional. A técnica BOLD e a sua aplicacdo no desporto sdo de elevada importancia no
contexto deste estudo, sendo-lhes dedicado um capitulo inteiro (Capitulo 4). Breves

referéncias a outros estudos que utilizaram T, e DTI sdo feitas ao longo da dissertagdo, uma

% Do inglés, DTI para Diffusion Tensor Imaging.
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vez que se pretende comparar os diferentes resultados obtidos. E também feita, nos capitulos
introdutérios, uma descricdo anatomo-fisiolégica do miusculo, como principal objecto de

interesse deste estudo.

Nos Métodos Experimentais (Capitulo 5), é detalhadamente descrita a metodologia seguida
no processo de aquisicdo das imagens e o processamento realizado, facilitando a leitura e
compreensdo dos resultados obtidos no presente estudo. As duas etapas de processamento de
imagem - co-registo e correc¢gdo de movimento - foram rejeitadas devido ao facto de se ter

concluido que eram factores de indugdo de erro nos resultados.

Nos Resultados Experimentais (Capitulo 6) sao enumerados os resultados obtidos no estudo
individual de cada voluntério, assim como no conjunto dos sete voluntarios. Os resultados
obtidos apds o processamento das imagens com co-registo e correc¢ao de movimento, embora
nao concordantes com o esperado sdo igualmente apresentados, bem como os resultados

obtidos pelas técnicasa T; e DTI para posterior avaliagdo comparativa.

Seguidamente na Discussao e Conclusdes (Capitulo 7) sdo avaliados os resultados,
relacionando-os com a teoria dando possiveis explicacOes para os eventos ocorridos. As
limitacOes deste trabalho e da técnica nele utilizada sdo referidas na ultima seccdo, sendo
propostos possives desenvolvimentos. Por tltimo sdo apresentadas as conclusoes finais da

dissertacao.

1.3. Estado da Arte

Em 1936, durante o trabalho de Pauling e Coryell [1], foi observado que a magnetizagdo da
hemoglobina se alterava consoante o seu estado de oxigenacdo. O sangue oxigenado era
fracamente repelido, enquanto que o sangue desoxigenado era fortemente atraido, quando
sob a acgdo de um campo magnético. Em 1990, os trabalho de Ogawa et al, [2-4],
mencionaram a técnica BOLD, como técnica de contraste em ressonancia magnética,
resultante do nivel de oxigenagdo do sangue. Usando intensos campos magnéticos e
sequéncias de eco de gradiente, foram observados efeitos da alteracdo da susceptibilidade
magnética do sangue, no cérebro de ratos [2],[3]. Estes mesmos autores realizaram em 1992,
um estudo em humanos, usando intensidades de campo magnético mais baixas. Foi entao
sugerido que a susceptibilidade magnética da desoxi-hemoglobina pudesse ser a base de
monitoriza¢cio do consumo de oxigénio no cérebro [5]. O mapeamento de consumo de

oxigénio em zonas localizadas veio a ser estudado associado a realizacdo de determinadas



Ana Rita Justo Pereira

tarefas, dando inicio a um grupo de estudos posteriormente designados por imagem por

ressonancia magnética funcional — fMRI [6].

A partir das observagoes feitas por Ogawa et al, iniimeros estudos no ambito da ressonéncia
magnética funcional tém sido realizados, utilizando intensidades de campo magnético mais
baixas e permitindo mapear padroes de activagdo neuronal do cérebro quando se realizam
certas actividades ou acgbes. Mais recentemente, e sendo o efeito BOLD sensivel as variagdes
de oxigenagao, esta técnica tem sido aplicada noutras regides anatémicas que apresentam
também rica vascularizacao, tal como o miusculo esquelético. Os estudos tém sido dirigidos
ao sistema musculo esquelético, para tentar compreender se através da técnica BOLD se
consegue detectar algum efeito ap6s contracgdo muscular [7] e identificar quais os musculos

mais envolvidos na realizacao de actividade fisica, de um modo nao invasivo [7][8].

Com o intuito de avaliar a variacdo de intensidade de sinal BOLD do musculo esquelético,
alguns estudos tém sido realizados em voluntarios saudaveis utilizando diferentes
paradigmas:  isquémia, hiperemia  reactiva  pds-oclusiva, oxigénio inalado e

exercicio/contracgoes musculares.

O grupo de Ledermann et al., em 2006, realizou um estudo comparativo da intensidade de
sinal BOLD dos musculos da perna [8],[9], recorrendo a um paradigma isquémia/hiperemia,
com duas técnicas superficiais e a técnica BOLD. As conclusoes revelaram uma boa
correlagdo de intensidade de sinal BOLD com as técnicas superficiais, para o paradigma em
questdo e para voluntdrios saudaveis. Assim, pelo facto das técnicas superficiais estarem
confinadas a micro-vascularizacdo cutdnea, a técnica BOLD foi considerada uma técnica

vantajosa.

Para compreender e avaliar de uma forma natural o comportamento do musculo esquelético
através da imagiologia funcional, os grupos de investigagdo tém recorrido ao exercicio fisico,
substituindo os paradigmas de isquémia/hiperémia e inalagio de 0O,. Sdo vérias as

abordagens utilizadas pelos diferentes grupos de investigacao nesta area.

O grupo de investigagdo de Hennig et al., propos um estudo [10] para compreender se o
efeito BOLD surgia durante o exercicio muscular e para avaliar o seu comportamento
temporal. O protocolo consistiu numa tarefa de tensdo muscular aplicada ao nivel da perna
tendo sido comprovada a existéncia e o aumento de sinal BOLD nos gémeos durante o

periodo de exercicio, seguido do decréscimo progressivo do sinal na fase de repouso.

O estudo comparativo do comportamento do sinal BOLD [11][12], apds breves contracgoes,
em grupos de individuos activos e sedentarios, foi realizado por Towse et al., em 2005, tendo

sido demonstrado um aumento significativo e persistente para os individuos do grupo activo.
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Para além de estudos em voluntérios saudaveis, o grupo de investigagdo de Jordan et al., em
2004, realizou estudos em ratos, aplicando a técnica BOLD durante e apds moderada
estimulacao eléctrica do nervo cidtico [8],[13]. Foram observados aumentos de intensidade de
sinal BOLD nos musculos esqueléticos do rato durante exercicio moderado, associados ao
efeito da oxigenagdo e do fluxo sanguineo, e apds a estimulagdo eléctrica, associados

unicamente ao efeito da oxigenagao.

A actividade fisica associada as técnicas de ressonidncia magnética, tem desta forma
demonstrado ser um bom protocolo a aplicar em estudos de comportamento do sinal BOLD

dos musculos esqueléticos, tendo sido escolhida para aplicagdo na presente dissertagao.
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2. O Muasculo

2.1. Constituicao do musculo

Os miusculos sdo elementos fundamentais do corpo humano, responsaveis pelo movimento
corporal, pela manutengdo da postura, respiragdo, batimentos cardiacos e comunicagao,

processos estes controlados pelo sistema nervoso voluntario e auténomo [14].

Existem trés diferentes tipos de musculos: o musculo esquelético, o musculo liso e o misculo
cardiaco, apresentando cada um caracteristicas préprias. Para o estudo em questdo, dé-se

enfidse unicamente ao musculo esquelético.

No que respeita a organizacdo hierdrquica histolégica do mtsculo, a unidade base de
organizacao do musculo esquelético é a fibra muscular. As fibras musculares por sua vez,
organizam-se em feixes musculares e estes associam-se formando o musculo (Figura 2.1)
[14],[15].
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As miofibrilhas (Figura 2.1) sdo organelos cilindricos, constituintes internos das fibras
musculares, que possuem filamentos de actina e miosina responsaveis pela contractibilidade

muscular [16].

O tecido conjuntivo reveste e permite agrupar unidades contracteis e os vasos sanguineos em
conjuntos compactos, possibilitando no entanto que estas unidades sejam independentes
entre si e possuam um certo grau de liberdade de movimentos. O tecido conjuntivo que
reveste as fibras musculares designa-se por endomisio; o perimisio reveste conjuntos de
fibras musculares, vasos sanguineos e nervos e mais externamente o epimisio, tecido

conjuntivo mais denso e fibroso, reveste o ventre do musculo [14],[15].

Figura 2.1: Organizagéo hierarquica do musculo. 1 — miofibrilha, 2 — fibras musculares, 3 — perimisio, 4 — feixe
muscular 5 — epimisio, 6 — ventre muscular. Adaptado de [15].

Os vasos sanguineos ramificam-se numa vasta rede capilar ao nivel das fibras musculares.

2.2. Anatomia

Anatomicamente, o musculo apresenta na regido central o ventre muscular, de cor
avermelhada e nas suas extremidades situam-se os tendoes de cor esbranquicada, através dos

quais o musculo se insere no 0sso.
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Geralmente, um miusculo esquelético dispoe-se entre dois ossos, unidos entre si por meio de
uma, articulacdo moével. Quando o musculo se contrai, ocorre 0 movimento de um osso em

relagdo a outro, que tende a permanecer imével [14].

2.2.1. Insergoes

Para o estudo em questao, apenas sao referidos determinados musculos do membro inferior,
nomeadamente da perna. Sao eles, o tibial anterior e o tricipite sural, constituido pelas suas

trés porgoes: o gémeo interno’, o gémeo externo, e o solear’.

O tibial anterior situa-se no compartimento anterior da perna, sendo o musculo mais
superficial (Figura 2.2). Tem origem superior na face externa da diafise da tibia e insercao
inferior no primeiro cuneiforme e primeiro metatarsico, através de um longo tenddo que

atravessa a face anterior do tornozelo em direccao a parte interna do dorso do pé [15].

v

Gémeo
Iuterno

Tibial

Anterior Tibia

Solear

Figura 2.2: Representagao do tibial anterior. Adaptado de [17].

O tricipite sural situa-se no compartimento posterior da perna. As suas trés por¢oes (Gémeo
Interno, Externo e Solear) possuem origens diferentes mas uma tnica inser¢ao inferior no

calcineo, por meio do tendao de Aquiles.

* De acordo com a nomenclatura anatémica francesa.
® Tibialis Anterior muscle, Gastrocnemius Medial muscle, Gastrocnemius Lateral muscle e Soleus

muscle respectivamente, segundo a nomenclatura anglo-saxoénica.
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O gémeo interno e externo sao superficiais e tém a sua origem na parte superior dos condilos

femorais respectivos (Figura 2.3 A).

O solear situa-se profundamente no compartimento posterior da perna, anterior aos gémeos
e possui origem superior na tibia, ligamento interdsseo, cabeca e didfise do perénio, seguindo

uma linha de disposi¢ao obliqua [15] (Figura 2.3 B).

!

Gémeo

Sc bl("dl

Gémeo |

Ixte
Interno Externo

A i B

Figura 2.3: Representacdo do Tricipite sural, Gémeos interno e externo (A) e Solear (B). Adaptado de [17].

2.3. Participacao muscular no movimento

O grau de intervengdo dos musculos em determinado movimento é influenciado por certos
factores, como o volume muscular; o tipo de fibras constituintes dos musculos; o dngulo de
penacdo (dngulo formado entre o eixo longitudinal do misculo e a orientacdo dos feixes

musculares); os tendoes e diferentes articulagbes em causa.

Em relacdo a classificacio da accdo que os musculos executam, interessa realcar a
designacao de agonistas, se os musculos sdo responsaveis pelo movimento, antagonistas se os
musculos se opdem ao movimento e sinérgicos quando o movimento é resultado da accao de

um conjunto de musculos.

Na perna, o tibial anterior é responsavel pela flexdao dorsal e inversao do pé, enquanto que os
gémeos participam no movimento de flexdo da perna e juntamente com o solear sdo

responsaveis pela flexdo plantar e eversao do pé (Figura 2.4) [15].

10
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Flexao Dorsal

L "
2 7 E .
Inversao P " A ‘; Eversao

Figura 2.4 e Figura 2.5: Movimentos musculares de flexao, extencdo, inversao e eversao do pé.

A acc¢do do movimento de flexdo plantar é consideravelmente mais forte que a de flexao

dorsal do pé pelo facto de existirem mais musculos agonistas flexores que extensores [18].

O tricipite sural é considerado o principal musculo agonista da flexao plantar. Os gémeos
tém maior destaque no movimento de flexdo plantar, em situagdes dinamicas tal como a
corrida ou salto, e o solear é responsavel pela manutencao da postura na posicao de flexao

plantar.

11
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3. Imagem por Ressonincia

Magnética

A ressonadncia magnética é uma técnica que permite a formagdo de imagens anatémicas
através da detecgao da magnetizagdo dos spins de uma dada amostra em estudo, sob acgao

de um campo magnético e de um pulso radiofrequéncia (RF).

Felix Bloch [19][20] e Edward Purcell [20] sdo hoje recordados como os autores da
descoberta da ressonancia magnética, no ano de 1946. Os seus trabalhos, independentes,
dizem respeito ao fenémeno de ressondncia magnética nuclear, constituindo o fundamento da
atribuicdo do Prémio Nobel da Fisica aos mesmos, em 1952. A partir desse momento a

técnica foi desenvolvida com a contribuicdo de muitos outros fisicos de renome mundial.

13
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3.1. Funcionamento da Ressonancia

Magnética

3.1.1. Principios basicos

O ponto de partida na explicagdo do funcionamento da técnica de imagem por RM é o
ntcleo do dtomo de hidrogénio (que é o mais utilizado) em virtude de possuir nimero impar
de protoes; do sinal magnético por ele produzido ser comparativamente elevado e por ser

constituinte da dgua, sendo portanto o 4tomo mais abundante no corpo humano [21-23].

O nucleo do atomo de hidrogénio é composto apenas por um protdo que possui momento
angular intrinseco ou spin. Este origina um momento magnético o que permite que o protao
de hidrogénio possa ser visto como um pequeno dipolo magnético que precessa em torno de

um eixo.

A frequéncia de precessao (ou de ressonancia) também designada por frequéncia de Larmor,
wy, a que estd sujeito o spin, é dependente da razdo giromagnética e da intensidade do

campo magnético externo aplicado, conforme evidencia a equacéo de Larmor:
wo =VYBy Equacgéo 3.1

A constante giromagnética, y, é uma propriedade caracteristica do nitcleo, assumindo o
valor 42,58 MHz/T para o hidrogénio [22]. Tendo em consideragdo as ordens de grandeza
dos parametros em questdo, verifica-se que a frequéncia de Larmor para o hidrogénio
corresponde a gama das radiofrequéncias no espectro electromagnético, tomando o valor de

64 MHz para um campo magnético de 1,5 Tesla (T).

Na auséncia de um campo magnético externo, os spins nucleares de determinada amostra
precessam de um modo aleatorio com diferentes orientagoes, resultando numa magnetizagao
total nula. Contrariamente, na presenca de um campo magnético externo, By, os spins
nucleares tendem a alinhar-se na direccdo do campo aplicado. O alinhamento pode ser
paralelo (estado de energia mais baixa e spin %) ou anti-paralelo (estado de energia mais
elevada e spin -%)[22][23] e o facto de existir uma pequena diferenca de nimero de protoes
entre ambos os estados energéticos permite que a magnetizacao total deixe de ser nula e

passe a ter componente longitudinal detectdvel (ao longo do eixo de Z).

Quando um pulso de radiofrequéncia é aplicado sobre uma amostra, se este estiver na

frequéncia de ressondncia induz, através da criagio de um campo magnético B

14
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perpendicular a By, alteragdo dos estados de energia dos protoes, passando estes do estado
de energia mais baixo ao de energia mais elevado, processo designado por excitagdo. Na
andlise do vector de magnetizacdo (M) verifica-se um aumento do &ngulo com o eixo Z
(Figura 3.1), com consequente diminuicdo da componente longitudinal e aparecimento
simultdneo da componente transversal da magnetizacdo (ao longo do plano XY) por
alinhamento das fases dos spins [21-25]. Quando o pulso de excitagdo é de 90 , isto significa

que a componente longituginal anula-se e a componente transversal da magnetizacdo é

maxima.
z z
M
X / \ X

Figura 3.1: Aumento do dngulo de precessdo do vector magnetizacéo, sob ac¢io de um pulso RF. Adaptado de
[24].

Desta forma verifica-se que o vector magnetizacdo apresenta duas componentes, uma
longitudinal associada a diferenga de ntimero de spins no estado paralelo e anti-paralelo, e a

componente transversal, associada a fase dos spins.

Assim que o pulso RF cessa, ocorre o processo de relaxacdo com a libertagdo de energia sob
a forma de radiacdo electromagnética, onde se verifica a recuperagdo da componente
longitudinal da magnetizacdo por realinhamento dos spins no estado de menor energia, e o

desfasamento dos spins com o decaimento da componente transversal da magnetizacao.

A recuperagdo da componente longitudinal da magnetizagdo que corresponde ao tempo de
relaxagao spin/rede é descrita por uma curva exponencial (Figura 3.2 A) de acordo com a
Equagdo 3.2. A constante de tempo T corresponde ao tempo que a magnetizacdo

longitudinal demora a recuperar 63% do seu valor méaximo [21], [22], [25].

t
M,_ M, <1 —e Tl) Equacgao 3.2

O desfasamento dos spins e o consequente decaimento da componente transversal da

magnetizagdo (Figura 3.2 B) estdo associados & constante de tempo T» (que corresponde ao

15
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tempo necessério para o decaimento para 37% do seu valor maximo) e obedece igualmente a

uma curva exponencial descrita pela Equacao 3.3 [21], [22], [25].

t

M,y - Mge T Equacao 3.3
M, Myy
Mo
63%
37%
A Tl Tempo ’ T: Tempo

Figura 3.2: Representagao grafica do tempo de relaxacdo Ti- A e T2- B apds pulso de RF de 90 . Adaptado de
[25].

Como o campo magnético estatico estd sujeito a heterogeneidades no espago, que
contribuem também para o decaimento da magnetizagdo transversal spin/spin, surge uma
constante de tempo T,', que exprime a influéncia das heterogeneidades do campo e cuja

relacdo entre Ty e Ty, é evidenciada na Equacio 3.4.

1 1 1

==+ Equacao 3.4
* .
TZ TZ TZheterogeneidade

Durante o processo de relaxacdo ha uma corrente induzida nas bobines que gera um sinal,
designado Free Induction Decay, de acordo com o acrénimo inglés FID. O sinal ou FID
consiste numa onda sinusoidal, resultante da andlise da corrente em funcdo do tempo, que
decai conforme a constante de tempo Ts, se o campo magnético for homogéneo, ou T>*, se o

campo magnético for heterogéneo [21-23] (Figura 3.3).
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3% |= = = gy = = = . Decaimento T2
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Figura 3.3: Decaimento de Ty e T2. Adaptado de [22].

3.1.2. Sequéncias de pulso

Existem varias sequéncias basicas que conjugam diferentes gradientes e pulsos de
radiofrequéncia, tendo em consideracdo as propriedades intrinsecas dos tecidos, de modo a

obter o contraste necessario, minimizando a ocorréncia de artefactos.

A sequéncia de eco de spin, SE°, é caraterizada por dois géneros de pulsos (Figura 3.4). O
primeiro é um pulso de excitacio de 90° ao vector da magnetizacio longitudinal. O segundo
consiste num pulso que aplica uma rotacio de 180° ao vector da magnetizacio transversal,
invertendo-o e obrigando a que os vectores voltem a estar em fase. O decaimento do sinal é

caracterizado pela constante de tempo Ts, devido as interacgdes spin/spin [22].

180°
90°
Puslo R FJ
- TER > Tempo
- TE -

Decaimento T2

4 Docimento 1274

Danimento 127% dormimento 2%

Sinal

FID \ [2co de Spin

/ Lento \ Rapido

3
Antes de 180° ” NS 7

S—
» Depois de 1807
.

Rapido Lento

Figura 3.4: Sequéncia Eco de Spin. Adaptado de [22].

¢ Do Inglés, Spin-FEcho.
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O tempo entre o pulso de 90° ¢ 0 maximo de amplitude do eco é designado de Tempo de
Eco, ou TE, e o tempo entre dois pulsos consecutivos de 90° é designado de Tempo de
Repeticdo ou TR. O TR tem elevada importancia uma vez que é este parametro que dicta a

frequéncia de excitacdo de determinado tecido.

A sequéncia eco de gradiente, GRE’, consiste na aplicacdo de um pulso de radiofrequéncia
com flip angle (o) menor ou igual a 90°, tendo como consequéncia uma diminuigao do vector
de magnetizacdo transversal e portanto uma mais rapida recuperacdo da componente
longitudinal. E o facto de haver inversdo de gradiente (através da aplicacao de gradiente
com porgao positiva e negativa) que nesta seqéncia permite a formagao de eco. Realga-se que
a auséncia do pulso de 180° na sequéncia GRE, implica que a constante TR seja
consideravelmente menor que o TR das sequéncias SE, permitindo reduzir o tempo de

aquisicao das imagens (Figura 3.5) [22], [23].

o
REF f‘\. e

Gefa { ) iy

Giclr -—\_/—\ e
Sinal -JV\,PLN-\— wr

- TE -
T

B -

Figura 3.5: Diagrama temporal para a sequéncia de pulso Eco de Gradiente. Adaptado de [22].

3.1.3. Localizagao espacial

O processo de localizagao espacial dos spins recorre ao uso de trés bobines de gradientes,
designadas por Gy, Gy e G, aplicadas ao longo dos trés eixos X, Y e Z do sistema de
coordenadas Cartesiano e em diferentes instantes, alterando o campo magnético de uma
forma linear. A unidade de grandeza do gradiente pode ser representada em miliTesla por
metro (mT/m) ou Gaus por centimero (G/cm), sendo que um Tesla equivale a 10 000

Gauss.

" Do inglés, Gradient Echo.
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A localizagao espacial é conseguida através da conjugacdo de trés processos: seleccido de
corte, Ges., codificagdo de fase, Ges, e codificacdo de frequéncia,Geg, aplicados sobre os eixos

Z,Y e X, repectivamente [22].

No primeiro processo (a seleccao de corte Ges) aplica-se um gradiente de campo magnético
sobre uma amostra na direccao Z (Figura 3.6 A), obrigando os spins dos diferentes planos da
amostra a precessar a diferentes frequéncias. Ao ser aplicado um pulso de radiofrequéncia
com a mesma frequéncia de ressonancia dos spins do plano desejado, conseguem-se excitar

apenas os protoes constituintes deste plano [22].

A codificagdo em fase (Ger) tem por base a aplicagdo de um gradiente de campo magnético
na direcgdo do eixo Y (Figura 3.6 B), do plano escolhido. O gradiente vai gerar diferentes
frequéncias de precessdo no plano, originando a desfasagem dos spins. Apds a aplicagdo do
gradiente, a frequéncia de precessao é igual para todo o plano escolhido, estando no entanto

os spins desfasados [22].

A codificagdo de frequéncia (Geg) obtem-se aplicando um gradiente de campo magnético ao
longo do eixo X (Figura 3.6 C), implicando uma variagao linear da frequéncia de precessao

ao longo de um plano perpendicular & codificacao de fase [22].

Vista lateral da bobine de RN Vista de cima da bobine de RN
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Figura 3.6: Variagoes espaciais do campo magnético, quando aplicados a gradientes lineares sobre os trés eixos.
A — Selecgéo de Corte, B — Codificagdo em fase e C — codificagdo de frequéncia. Adaptado de [22].
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3.1.4. Formacgao da Imagem de RM

O sinal de ressonancia magnética obtido é constituido por um conjunto de ondas de
radiofrequéncia de diferentes amplitude, frequéncia e fase. Para que o sinal resulte numa

imagem anatémica, é primeiramente convertido numa matriz de dados, o designado espaco-

k, e posteriormente é-lhe aplicada a Transformada Fourier 2D inversa (Figura 3.7) [22].

Imagem de Ressonancia

Frequéncias espaciais

Magnética

Figura 3.7: Conversdo de uma imagem anatémica no espago-k, e processo inverso. Adaptado de [22].

A Transformada de Fourier procede a transformacdo de sinais do dominio tempo para o
dominio das frequéncias (agora designadas por frequéncias espaciais), através da
representacao das fungGes numa soma de ondas sinusdidais com diferentes amplitudes,
frequéncias e fases [22], [23]. Assim, a Transformada de Fourier consiste no espectro de

frequéncias espaciais contidas na imagem.

O espago k é um espago de meméria temporario, que contém toda a informacao relativa as
frequéncias espaciais de determinado sinal. A informagdo é armazenada numa matriz de
coordenada ki e ky, sendo que a posi¢do na matriz depende da intensidade e duracgao do
gradiente de campo magnético aplicado. A informacdo contida perto da zona central do
espaco k corresponde as baixas frequéncias espaciais, que resultam no contraste e forma do
objecto em estudo, enquanto que a informacdo contida na zona periférica do espaco k,
corresponde as altas frequéncias espaciais dando origem ao detalhe e contornos da imagem
[22]. O modo de preenchimento do espago k apresenta variadas formas, desde a forma

Cartesiana, céntrica, espiral ou eco planar [21].

As novas técnicas de aquisigdo de imagem tém vindo a permitir a obtencdo de imagens de

um modo cada vez mais rdpido, na ordem dos segundos ou poucos minutos [22], [26].
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A sequéncia Fast Spin Echo, FSE®, é a denominacgao dada & técnica réapida de aquisigao de
imagem através da sequéncia eco de spin. Esta técnica foi desenvolvida tentando reduzir o
elevado tempo de aquisicao das sequéncias eco de spin, e como alternativa as sequéncia GRE
(devido a susceptibilidade da sequéncia gradiente de eco em relagio as heterogeneidades do

campo) [23].

Um diagrama temporal caracteristico desta técnica FSE apresenta um pulso de excitacdo de
90°, seguido da aplicacdo de multiplos pulsos de radiofrequéncia de 180°, gerando tantos
ecos quanto os pulsos aplicados. Dado que um tnico pulso de excitagdo permite obter
intmeros ecos, o tempo de aquisicdo desta técnica é bastante mais reduzido que o da

sequéncia eco de spin normal.

A técnica EPI” (imagem eco planar) recorre apenas a um pulso de radiofrequéncia para a
amostragem do espago k, sendo bastante utilizada em ressondncia magnética funcional [22],
[26]. Foi primeiramente introduzida por Mansfiled e Pykett em 1978 [27]. A aplicagdo de um
conjunto especifico de gradientes de codificagao de fase (Gen) e frequéncia (Ges), permite a
cobertura rapida do espago. A Figura 3.8 ilustra a trajectéria de preenchimento do espago k

segundo o método de aquisi¢ao EPT aplicado & sequéncia gradiente de eco [26].
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Figura 3.8: Sequéncia Eco de Gradiente e respectiva trajectéria no espaco k pelo método de aquisigdo EPI.
Adaptado de [26].

Apesar do método EPI ser bastante rapido, apresenta como desvantagem uma limitada

resolugao espacial [22], [26].

8 Do Inglés, Fast Spin Echo.
% Do inglés Echo Planar Imaging.
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3.1.5. Contraste e ponderagoes

O contraste intrinseco nas imagens de ressonancia magnética estda dependente da forma de
aquisicdo destas. Define-se contraste, como a diferenca de intensidade de sinal obtido entre
os varios tecidos estudados. Cada tecido apresenta tempos de relaxagao T e T, e diferentes
densidades proténicas que lhe sdo caracteristicos [22]. Na Tabela 3.1 sdo apresentados alguns

valores tipicos de Ty e Ts, para varios tecidos.

Tabela 3.1: Valores tipicos de Ti e T2, para um campo magnético de 1,5 T. Adaptado de [21] (os valores com

*) e [22].
Agua Tecido adiposo Misculo
T1 (ms) 3000* 240%* 870
T2 (ms) 3000* 85%* 50

O contraste das imagens com diferentes ponderagoes em Ti, T, ou densidade protdnica,

depende dos parametros TR e TE aplicados.

Tradicionalmente, uma imagem ponderada em T; obtem-se com TR e TE curtos. Ou seja,
esta ponderacdo consiste na maximizacdo da contribuicdo por parte da relaxacao Ti, e
consequentemente na minimizacao da contribuicdo de relaxacdo T, o que se verifica quando
o TE e TR sao curtos [22].

A ponderacdo em densidade protonica caracteriza-se por um TR longo e TE curto. Deste
modo, conseguem-se reduzir as diferencas em T e T, aplicando um TR mais longo do que o

necessario para a ponderagdo em Ty, e um TE curto [22].

Imagens ponderadas em T, apresentam ambos TR e TE longos. Deste modo, para valores de
TE longos, os tecidos que apresentam T, longo apresentam-se com maior intensidade de
sinal que aqueles de T curto, logo véem-se melhor [22]. A Figura 3.9 apresenta imagens
ponderadas em T;, Densidade Proténica e T, adquiridas durante o projecto na qual se

insere a presente dissertacao.
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Figura 3.9: Contraste em imagem de ressonincia magnética. A - pondera¢ido em em T1, B - Densidade

Protonica, C - ponderagdo em Ts. Imagens adquiridas durante a dissertagao.

3.1.6. Parametros da imagem

As imagens obtidas por ressondncia magnética sao constituidas por uma grelha
bidimensional de inumeros pixeis de diferentes intensidades. O voxel é a estrutura

tridimensional do pixel associando-lhe uma terceira dimensao, a espessura de corte.

A matriz de aquisicao e o FOVY sdo pardmetros que caracterizam a imagem. A matriz de
aquisicao designa o conjunto de voxeis na direc¢do de codificagdo de fase e de frequéncia e
portanto determina a resolugao espacial da imagem. Quanto menor o pixel maior a resolugao
da imagem. O FOV consiste na area que contém o objecto de interesse a estudar e portanto
define o tamanho da codificacdo espacial bidimensional ou tridimensional. Quanto menor a
dimensado do FOV, maior a resolucao espacial. Assim, a resolucao depende da espessura de

corte, do pardmetro FOV e da dimensdo da matriz [28].

Um outro aspecto importante a considerar é a no¢ao de volume espacial [28]. Consideremos
um voxel de elevado volume, que é atravessado por diferentes tecidos e estruturas. Uma vez
que o valor de intensidade de sinal de um voxel corresponde a média das intensidades de
sinal das estruturas nele contidas, o voxel de elevado volume terd uma intensidade de sinal
correspondente a média das intensidades de sinal de todos os tecidos no seu interior. Ou
seja, quanto maior o voxel menor a resolucao de contraste, como se exemplifica na perda de
nitidez da Figura 3.10 D. Este efeito sobre a imagem ¢é designado por efeito de volume

parcial.

10 Do Inglés, Field Of View.
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Figura 3.10: Efeito de volume parcial em fungao da resolucao espacial. A - Matriz 256x256, B - Matriz
128x128, C - Matriz 64x64 e D - Matriz 32x32. Adaptado de [28].
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4. Ressonancia Magnética Funcional

A ressonincia magnética funcional é uma técnica cada vez mais requerida e utilizada na
area da Imagiologia médica. Inicialmente, esta técnica notabilizou-se por permitir o
mapeamento da fungdo cerebral, ou seja, por destacar nas imagens do parénquima cerebral
as regides activas das inactivas, durante a realizagdo de determinada tarefa. Actualmente, é
possivel aplicar esta técnica também ao sistema muscular, designando-se entao por mfMRI.
Esta técnica funcional consiste na aquisicdo de imagens anatomicas de referéncia do musculo

e na avaliagdo do diferente grau de activa¢do muscular na execugdo de uma actividade [6].

Desde os trabalhos apresentados por Ogawa et al [4], a designacdo de ressondncia funcional
fMRI, estd preferencialmente ligada a técnica BOLD [21], embora as técnicas de angio-
ressonancia e perfusio, difusdo e espectrometria por ressonancia também sejam consideradas

técnicas funcionais.

' Do inglés, muscle functional Magnetic Resonance Imaging
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4.1. BOLD

A técnica BOLD resulta do efeito magnético da desoxi-hemoglobina que funciona como
agente de contraste endbgeno. O facto da oxi-hemoglobina (HbO,) apresentar propriedades
diamagnéticas e a desoxi-hemoglobina (Hb) propriedades paramagnéticas [1], faz com que os
diferentes niveis de oxigenagdo do sangue apresentem diferentes niveis de sinal [2] gerando

desta forma contraste sob a forma do efeito BOLD.

A susceptibilidade magnética de uma substincia é a medida da capacidade que essa

substancia tem para provocar modificacbes num campo magnético a que esta submetida.

Quando o sangue se encontra desoxigenado e sob a accdo de um campo magnético,
condiciona distor¢do dos gradientes de campo, nao s6 nos vasos sanguineos como na sua

vizinhanga, induzidos pelas propriedades paramagnéticas da desoxi-hemoglobina (Figura 4.1)

[2].

HbO, - w02 _ Hbo, -

Linhas de campo Magnético

Figura 4.1: Efeito da susceptibilidade magnética da desoxi-hemoglobina sob acgdo do campo magnético.
Adaptado de [29].

Esta distor¢do do campo magnético pelo sangue desoxigenado conduz a perda de
magnetizacao spin/spin por rapido decaimento T»" nos tecidos e portanto a uma perda mais

rapida de sinal [30].

Embora nos estudos experimentais iniciais os vasos com sangue venoso apresentassem menor
sinal [2], nos estudos posteriores com activacao [12][31], verificou-se que aquando da
estimulagdo neuronal existe um aumento muito mais acentuado do fluxo sanguineo que do
consumo celular de oxigénio, resultando numa diminui¢do da fraccdo de extraccdo de
oxigénio pelas células. Por este motivo, o sangue venoso apods estimulagdo neuro-muscular

apresenta-se paradoxalmente mais oxigenado e com menos desoxi-hemoglobina, o que
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condiciona um aumento ligeiro do sinal de ressonancia. Para além disso, foi determinado que

o aumento do volume sanguineo, ¢ um também um factor (Figura 4.2) [12].
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Figura 4.2: Variagoes de volume sanguineo (VS), Hemoglobina (HbOs) e Desoxi-hemoglobina (Hb) durante
uma sequéncia de 1s de contracgio espagada em intervalos de 80s, medidos por NIRS!2. Adaptado de [12].

A Figura 4.3 e o esquema da Figura 4.4, permitem compreender o comportamento temporal

e resumem a evolucdo dos fenémenos hemodindmicos que ocorrem com a activagdo neuro-

muscular.
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Figura 4.3: Modelo Dindmico da resposta do Fluxo sanguineo (A), Volume sanguineo e Saturacio (B),
Consumo de 02 (C) e Sinal BOLD (D). Adaptado de [12].

2 Do Inglés, Near Infrared Spectrocopy
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Figura 4.4: Factores Hemodindmicos que condicionam o efeito BOLD. Adaptado de [32].

A diminuigao da fracgdo de extracgio de oxigénio com a activagdo, é portanto considerada a
causa primaria do efeito BOLD [33].

Os pixeis que apresentam esta variagdo de sinal através do efeito BOLD, podem ser
codificados a cor sobre uma imagem anatémica de referéncia, indicando desta forma as dreas

activadas pelo estimulo [33].

As sequéncias eco de gradiente por serem muito sensiveis as varia¢oes de susceptibilidade
magnética sdo as sequéncias mais usadas nos estudos com a técnica BOLD. As sequéncias
eco de spin ndo sdo geralmente utilizadas para este efeito porque o sinal BOLD é bastante

mais atenuado [30].

4.1.1. Comportamento do sinal em fun¢ao do tempo

O estudo do comportamento do sinal BOLD em func¢ido do tempo tem sido alvo de grande

interesse por parte dos grupos de investigacao nesta area.

Um estudo envolvendo paradigmas de isquémia/hiperemia [34], evidenciou um padrao
caracteristico de comportamento do sinal T2* em funcao do tempo, nas medigoes de BOLD
sobre os musculos solear e gémeos, para intensidade de campo magnético de 1,5 e 3T. Este

padrao foi mais acentuado em campo magnéticos de maior intensidade (Figura 4.5).

Foram identificadas trés fases distintas: a linha de base!® do sinal, obtida durante os
primeiros 60 segundos em repouso; a fase de isquémia onde se procedeu a oclusdo do sangue

no membro inferior, verificando-se um decréscimo de sinal Ty e a fase de hiperemia, onde a

¥ Tradugao de Baseline.
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oclusio cessa e hd um pico maximo de sinal Ty seguido de um decréscimo de sinal, com

retorno deste ao valor da linha de base (Figura 4.5) [34].
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Figura 4.5: Comportamento de sinal T2" em funcdo do tempo, para os musculos Solear (A) e Gémeos (B),
quando o campo magnético aplicado foi de 1,5T (curva a azul) e 3T (curva a vermelho). Adaptado de [34].

A Figura 4.6, ilustra o facto ja atrds mencionado que o sinal BOLD aumenta com o

aumento da intensidade dos campos magnéticos (tal como os artefactos).
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Figura 4.6: Aumento do sinal BOLD com a variagdo da intensidade dos campos magnéticos. Adaptado de [32].

Contudo, a resposta de sinal BOLD esta dependente do paradigma usado, podendo verificar-
se um pequeno dip inicial antes da fase de aumento de sinal (Figura 4.5), ou uma fase de

inversdo transitéria do sinal (undershoot) com posterior retorno ao nivel da linha de base
(Figura 4.7).
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Estimulo

Resposta de sinal BOLD

Figura 4.7: Modelo representativo da evolugdo do sinal BOLD apés estimulo. Adaptado de [32].

Ainda, com o intuito de compreender o comportamento do efeito BOLD resultante da
activagdo muscular, o grupo de investigacdo de Hening et al., propés um estudo usando
paradigmas de activagdo muscular repetida, pelo exercicio [10]. Um aumento de intensidade
de sinal foi observado maioritariamente para o musculo solear durante todos os periodos de
activacdo muscular da perna, seguido do decaimento do sinal, nas fases pds-exercicio. A
resposta ao exercicio nao foi tdo evidente nos musculos anteriores da perna ou na perna que

se manteve em repouso (Figura 4.8).

©
£
@
o
°
o
°
k]
2
@
&
s
5

0 50 100 150 200 250 300

tempols)

Figura 4.8: Comportamento de sinal BOLD em fungdo do tempo e da activagdo muscular (zonas sombreadas)

para os musculos anteriores da perna (1), Solear (2) e perna em repouso (3). Adaptado de [10].

Nesse mesmo estudo foi igualmente analisada a resposta do sinal BOLD, em funcio da
activagdo muscular alternada da perna direita e da perna esquerda, observando-se o

correspondente aumento de sinal na perna que efectuou o exercicio (Figura 4.9).
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Figura 4.9: Comportamento de sinal BOLD em fungdo da activagio muscular (zonas sombreadas) alternada da
perna direita (1) e da perna esquerda (2). Adaptado de [10].

Deste modo, é expectavel um aumento de intensidade de sinal BOLD com a activacao

muscular, sendo a activacdo dependente do tipo de exercicio executado.

Este estudos, entre outros, comprovam que existe uma correlacdo reprodutivel, entre a

activacdo muscular e o comportamento do sinal BOLD.

4.2. Ressonancia Magnética Funcional no

desporto

O facto da técnica BOLD de ressondncia magnética funcional ser uma técnica inteiramente
nao invasiva [7] e ndo recorrer ao uso de radiacao ionizante, tem despertado o interesse de

investigadores de variadas areas, nomeadamente os ligados ao desporto.

A aquisicdo de imagens de ressonancia magnética funcional aplicada aos misculos permite
avaliar alteracoes fisiologicas e tomar conhecimento do envolvimento dos diferentes musculos

recrutados durante determinada actividade fisica [6].

O estudo realizado por Fleckenstein et al., em 1988, com T, demonstrou que a execucgao de
exercicio fisico induz alteracbes na intensidade de sinal, sendo 1til para a identificacdo

individual dos musculos [35].
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4.3. Difusao

A técnica de difusdo em ressondncia magnética consiste na obtencdo de imagens com base
nas diferentes caracteristicas de mobilidade das moléculas de dgua nos tecidos bioldgicos,
fornecendo dados e informacbes tuteis na caracterizacdo da sua composicdo, estrutura e
organizacao [36] [37]. Esta técnica é obtida de modo nao invasivo, in vivo e aproveitando o
contraste natural obtido pelas diferencas de difusao das moléculas de dgua, ndo requererendo

desta forma o uso de agentes de contraste ex6genos [38].

A existéncia de macromoléculas, a organizacao das fibras, membranas e outros constituintes
dos tecidos, condicionam o movimento das moléculas da dgua, o qual se faz através do
processo fisico da difusdo. Assim, os padroes de difusdo revelam detalhes microscépicos sobre
a estrutura do tecido sendo possivel aferir sobre o seu estado normal ou patolégico. A
difusdo diz-se isotropica ou anisotrépica, se o movimento das moléculas é livre ou

condicionado a certas direcgoes, respectivamente [37].

Esta técnica apresenta duas variantes de aplicagdo, a imagem ponderada em difusao (DWI")
e o tensor de difusdo (DTI¥). A imagem ponderada em difusdo realga as diferencgas de
movimentagdo da moléculas de agua, independentemente da direccdo do deslocamento
tomado, enquanto que o tensor de difusdao dé enfase a direccdo do movimento de difusao
pela determinacao do vector do tensor de difusdo. Através do tensor de difusdo, é desta
forma possivel ter nocdo da orientacdo da difus@o e por conseguinte da orientacdo e

organizacao das microestruturas dos tecidos em estudo.

O mapeamento do processo de difusao de moléculas de dgua permite a obtencao de medidas
quantitativas da taxa difusdo para cada voxel e da direccdo do movimento de moléculas de
agua, descrito vectorialmente em trés dimenstes espaciais. Na realidade mede-se o

coeficiente de difusdo aparente, ADC'.

Y Do inglés, Diffusion Weighted Imaging.
1 Do ingles, Diffusion Tensor Imaging.
16 Do inglés, Apparent Diffusion Coeficient.

32



Ana Rita Justo Pereira

5. Métodos Experimentais

5.1. Caracterizacao da amostra de

voluntarios

Neste estudo participaram sete vonluntarios, seis do sexo feminino e um do sexo masculino,
com idade média de 26 e uma variacao de 4+ 6 anos, peso médio de 62 e variagdo de + 8 Kg
(Tabela B. 1 do anexo B), todos eles saudéveis, sem antecedentes patolégicos e com préatica
desportiva regular. Todos os voluntarios foram previamente informados sobre as condigoes

de participacdo neste estudo e inscritos na Clinica de Ressonancia Magnética de Caselas.

5.2. Fases da aquisicao de imagens

Todas as imagens foram adquiridas durante o desenvolvimento da presente dissertagao, com
o apoio e colaboracdo dos profissionais médicos e técnicos da Clinica de Ressonancia

Magnética de Caselas e conjuntamente com os colegas do grupo de investigacao.
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As imagens foram adquiridas num equipamento de ressonancia magnética General Electrics,

modelo Signa HDzt, de 1,57T.

A aquisicdo das imagens foi feita ao longo de trés meses, num total de catorze sessoes, sete
para aquisicoes BOLD e T, e outras sete para DTI, geralmente & mesma hora do dia.
Idealmente, as imagens de BOLD, T, e DTI deveriam ser adquiridas imediatamente antes e
apos o exercicio, em sessoes individuais, porque a recuperagdo do musculo é rapida
(segundos). No entanto, tal nao foi possivel ser realizado, tenho sido condensadas as
aquisicoes BOLD e T; na mesma sessao, dando preferéncia a técnica BOLD que foi
adquirida imediatamente apds o exercicio cessar. A técnica DTI nao foi acoplada a Ts por

ser mais longa que a BOLD.

As diferentes sequéncias e pardmetros de aquisicdo das imagens obtidas, sdo apresentadas na

Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Parametros e Sequéncias utilizadas nas diferentes aquisigées.

Espess.
TE TR Matriz FOV Ne Volumes
Sequéncia Corte
(ms) (ms) aquisicdo  (mm) cortes temporais

(mm)
DP FSE 7,6 4140,0 256x256 250 3,9 54 1
T: FSE 105,8 2000,0 256x256 250 3,9 54 1

BOLD EPI-GE 35,0 3622,0 64x64 250 3,9 54 60

DTI EPI-SE 76,1 10 000,0 64x64 250 3,9 56 1

Todos os exames de ressondncia magnética foram adquiridos em duas fases, uma pré e a
outra pos-exercicio. A fase pré-exercicio iniciou-se com a aquisi¢do de imagens ponderadas
em T, seguida das imagens anatomicas de Densidade Proténica, e imagens funcionais
BOLD, enquanto que a fase pds-exercicio iniciou-se pela aquisicio das imagens BOLD,
seguida pelas imagens ponderadas em T, e finalmente as de Densidade Proténica. No anexo
C sao apresentados os tempos de inicio de cada sessdo de aquisicdo de imagens BOLD, T, e
DP, para cada voluntario. Em relacdo a duragao das sequéncias, a DP demorou 6 minutos, a
T, 5min05s e a BOLD 3mind8s. Realca-se ainda, que as aquisicoes BOLD foram
deliberadamente efectuadas antes e imediatamente depois do exercicio, devido a recuperagao

rapida dos musculos e ao rapido decaimento do sinal apds a activagdo muscular. A aquisi¢ao
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das imagens para cada uma das sequéncias, iniciou-se primeiro na metade superior da perna

e depois na metade inferior.

Foi necessario recorrer ao uso de um suporte fisico, feito de fibra de carbono e teflon, para
garantir a adequada imobilizacdo da perna e pé. Para além de efectuar a imobilizacdo, este
suporte permitia evitar a deformacao dos musculos da perna, evitando o contacto directo
desta com a mesa e assegurar que a posicdo da perna e pé era mantida igual nas fases pré e

pés-exercicio (Figura 5.1).

Figura 5.1: Suporte fisico (A) utilizado para a imobilizagdo da perna direita (B).

O joelho, perna e tornozelo foram envolvidos, superior e inferiormente, por bobines planas
(Figura 5.2).

Figura 5.2: Perna direita imobilizada j& com a colocagao da bobine (A e B).

O paradigma de exercicio utilizado neste estudo foi o salto unipedal, realizado em posicao

ortostatica sobre a perna dominante dos voluntarios. A perna direita foi a perna dominante
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em todos, a excepcdo do voluntario n® 7. O salto foi realizado na prépria sala do exame, ao
lado do equipamento de ressondncia e de uma forma padronizada (com as suas maos nas

ancas e o olhar fixo num mesmo ponto sobre a linha do horizonte).

O salto unipedal foi escolhido como paradigma simples de exercicio, permitindo obter de
forma rapida variacGes de intensidade de sinal, através da obtencdo do estado de maxima
exaustdo muscular. Foi essencial garantir que o salto unipedal fosse executado por cada
voluntario até ser atingido o nivel de méaxima exaustdo muscular, avaliando os sete
voluntarios sob as mesmas condigoes e portanto de uma forma padronizada. A realizagdo do

salto unipedal implica o movimento de flexdo plantar do pé.

O tempo de realizacdo dos saltos diferiu entre os voluntarios, dependendo da condigao fisica
de cada um e durou em média 1min30s. Apds atingir a exaustdo muscular méaxima, o
reposicionamento dos voluntarios sobre a mesa da ressonancia fez-se de forma rapida e

imediata, garantindo o mesmo posicionamento nas fases pré e pés-exercicio.

Entre a fase de repouso e a fase de aquisicdo de dados pds-exercicio, embora o voluntario
tenha saido e voltado a entrar no equipamento, ndo se procedeu a nenhuma alteracao dos

parametros técnicos do equipamento.

5.3. Processamento de Imagem

A abordagem inicialmente definida consistia no processamento das imagens através da
correccao de movimento e co-registo, seguida da recolha de dados para andlise. Contudo na
fase de processamento de imagem foram detectados certos obstaculos que impediram o
avango da andlise de dados pela abordagem inicial. Consequentemente, um novo
procedimento foi criado, no qual de forma deliberada foi rejeitada a utilizagdo de qualquer

tipo de processamento de imagem, analisando-se as aquisicOes originais.

5.3.1. Correccao de Movimento e Co-registo

Geralmente, a correccdo de movimento e o co-registo sdo etapas predominantes do

processamento e andlise de imagem [39],[40].

O movimento do voluntdrio durante a aquisicio do exame pode ter efeitos indesejados,
nomeadadamente o aparecimento de artefactos nas imagens adquiridas, alterando o sinal

obtido e os mapas de activagdo quando se trata de imagens funcionais [41].
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O co-registo permite a associagdo de volumes de dados (de fases de aquisi¢do ou sequéncias
diferentes) possibilitando o alinhamento destes e maximizacao da similaridade entre si [41].
Deste modo, é possivel a associacdo de volumes de dados da ressonancia magnética funcional
a outros volumes de dados, designados de referéncia. A referéncia, pode ter sido adquirida a
priori ou posteriori, e ambos os volumes de dados devem ser relativos a um mesmo

voluntario.

O proposito da correccdo de movimento consiste no alinhamento de séries de imagens,
através da aplicagdo de um ajuste de forma a minimizar ou remover artefactos presentes na
imagem [40]. A correcgio de movimento geralmente refere-se a correcgbes pequenas, na
ordem dos milimetros [39][40], tais como translagoes ou rotagoes. Muitos algoritmos de
correccao de movimento aplicam ajustes de corpo-rigido, assumindo que a estrutura
examinada se mantem constante dentro dos limites externos rigidos e fixos, como os ossos da
calote craniana que delimitam a cabeca [40], podendo ndo ser tdo eficazes quando a

estrutura em estudo nao satisfaz estas condicoes.

Os motivos pelos quais foi rejeitada a utilizagdo do processamento de imagem serao

explicados na seccao 7, Resultados Experimentais.

5.3.2. Programa de processamento de imagens: FSL

O programa FSL [42] possui intimeras ferramentas especializadas na analise e processamento
de imagens cerebrais de ressonadncia magnética, ressonancia magnética funcional e DTI,

tendo sido desenvolvido em Oxford, UK por membros do Analysis Group.

A ferramenta de analise FEAT FMRI, é uma ferramenta concebida para a analise de dados
de ressonincia magnética funcional. Através da ferramenta FEAT é possivel o
processamento de dados funcionais contendo varios volumes temporais. A correccao de
movimento (MCFLIRT) pode ser escolhida no menu FEAT, assim como o co-registo das
imagens funcionais. MCFLIRT, acréonimo para Motion Correction FMRIB’s Linear Image
Registration Tool, é uma ferramenta eficaz para a correccdo de movimento e para o co-

registo linear de imagens.

A conversao das imagens DICOM para nifti, formato lido pelo FSL, foi conseguida através
do programa dem2niigui, e de nifti para DICOM utilizando o mddulo Image Viewer do
pograma MedINRIA.
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5.4. Marcacao de Regioes de Interesse

A marcacao dos ROIs'" foi feita sobre os musculos Tibial Anterior, Gémeo Interno, Gémeo
Externo e Solear, de igual modo para todos os voluntarios, utilizando uma ferramenta

apropriada do programa OsiriX® [43].

Dos 54 cortes obtidos por cada aquisicao BOLD, foram seleccionados 10 cortes da parte
superior da perna para marcacdo dos ROIs. A seleccio destes cortes foi feita de uma forma
ascendente e alternada, a partir do corte mais inferior da aquisi¢gdo superior, a qual abrange

a parte mais volumosa do ventre muscular.

Por cada imagem axial, foram marcados quatro ROIs circulares idénticos (Figura 5.3) (cada
um com uma area de 0,63 cm?), exceptuando-se os poucos casos em que a area dos musculos
nao o permitiu. A marcagdo dos ROIs foi feita manualmente e cuidadosamente, sempre pelo
mesmo operador, tendo como referéncia as imagens anatémicas de Densidade Proténica e

evitando a inclusao de vasos sanguineos, tecido adiposo ou féascias.

um: 10910

7 Do Inglés, Region Of Interest.
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Figura 5.3: Marcagdo de ROIs sobre as imagens DP (A e C) e BOLD (B e D) do voluntério n® 4, nas fases pré
(A e B) e pos-exercicio (C e D) para o corte z = 46,07.

5.5. Analise do sinal BOLD

Para os 7 voluntarios e em todos os 10 cortes seleccionados na parte superior da perna,
foram registados os valores de intensidade sinal BOLD nos quatro ROIs marcados, para

todos os 60 volumes temporais obtidos por aquisicao BOLD.

A informagao recolhida refere-se a intensidade média de sinal dos voxeis contidos nessa
area, sendo que em cada voxel, a intensidade de sinal estd dependente do tempo de

relaxagao, da sequéncia utilizada e das estruturas e tecidos nele contidos.

Durante a marcacgdo de ROIs houve um certo cuidado na escolha da correcta posicao dos
ROlIs, pela convicgao de que tal facto possa influenciar o sinal resultante. Um desses factores
seria a inclusdo de vasos sanguineos, tecido adiposo ou fascias que condicionariam variagoes

acentuadas do sinal ndo dependentes do efeito BOLD no musculo.

O numeros de pixeis presentes numa area de 0,63 cm? de ROI, para as aquisicoes DP e

BOLD, sao apresentados na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2: Calculo do ntimero de pixeis por area de ROI.

Matriz FOV Dimenséao do Area do N°¢ de pixeis
aquisicao (mm) pixel (mm?) ROI (mm?) no ROI
DP 256x256 250 1 63 66
BOLD 64x64 250 15 63 4

5.6. Analise estatistica

A anélise estatistica dos resultados obtidos permite demonstrar a veracidade ou falsidade
das hipoteses colocadas sobre os dados, com base na teoria. Os dados adquiridos foram
analisados no software SPSS (v.20, SPSS Inc., Chicado, IL, USA) permitindo retirar

informacao necesséria & analise e discussao de resultados.

Os testes estatisticos dividem-se em duas categorias: os teste paramétricos e os nao
paramétricos. A diferenca entre as categorias baseia-se nos requisitos: os testes paramétricos
exigem que a varidvel dependente possua distribuicdo normal, sendo uma condi¢do a
garantir para as amostras de dimensao inferior ou igual a 30, enquanto que os testes nao
paramétricos aplicam-se a amostras de dimensido pequena que ndo possuam distribuigao

normal [44].

A aplicacao do teste paramétrico teste t para amostras emparelhadas permite a comparacao
entre duas médias de duas amostras emparelhadas. O emparelhamento de amostras adequa-
se ao presente estudo, uma vez que as amostras dizem respeito a duas fases de medicao de
sinal, pré e poés-exercicio, para cada voluntario. Assim sendo, pretende-se verificar se as
variagoes da fase pré para a pds-exercicio sdo significativas e se a média da fase pds é
superior a média da fase pré-exercicio. Para o teste de apenas duas amostras emparelhadas,
ao contrario do teste de amostras independentes, ndo ¢ necessirio assegurar a

homocedasticidade das varidncias [45].

O intervalo de confianca utilizado nos testes estatisticos é de 95%, o que equivale a garantir
com 95% de confianga que o valor verdadeiro do parametro estd contido nesse intervalo. A
partir do estabelecimento de um intervalo de confianga, um p-value é atribuido a cada

resultado e consoante esse valor seja menor ou maior do que o nivel de significAncia, a=5%,

40



Ana Rita Justo Pereira

a variacdo entre as amostras do par diz-se estatisticamente significante ou nao,

respectivamente.

Dentro do “estatisticamente significante” considera-se variacdo muito significativa se p-value
< 0,01 e extremamente significativa se p-value < 0,001 [45]. O p-value define-se como a
probabilidade de ser obtida uma estatistica de teste igual ou mais extrema a observada

quando se assume verdadeira a hipétese nula.
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6. Resultados Experimentais

Apés a visualizagdo e processamento das imagem funcionais obtidas, os dados foram
devidamente tratados e analisados. Sobre as imagens de BOLD, Ty e DTI foram recolhidos
dados de ROIs marcados sobre os musculos Tibial Anterior, Gémeo Interno e Externo e

Solear, que sdo apresentados nesta secgao.

Inicialmente foi recolhida informacao dos ROIs sobre imagens processadas. Porém ao serem
detectados erros e claras incongruéncias a nivel das imagens e dos dados, uma nova
abordagem foi definida, rejeitando a etapa do processamento de imagem. Assim, como ja
referido, foram analisadas as imagens originais adquiridas e recolhida a informacao dos ROIs

dos musculos de interesse.

Os resultados relativos a nova abordagem tomada, sdo apresentados nesta secgdo para cada
voluntario individualmente e para a totalidade dos sete voluntarios. Sao igualmente
apresentados os resultados dos ganhos percentuais obtidos pelas técnicas de ressonéncia
magnética incluidos no projecto: BOLD, Ty e DTI. Dos dados de T, e DTI apenas serao

apresentados os necessarios ao estudo comparativo a realizar.
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Na andlise dos resultados de cada voluntario foram obtidos os gréficos que evidenciam a
variagao temporal de intensidade de sinal BOLD, nas fases pré e pés-exercicio, para cada um

dos musculos.

Em cada um dos 60 volumes temporais adquiridos pela técnica BOLD, foi calculada a média
da intensidade de sinal BOLD nos 10 cortes escolhidos para marcacao dos ROIs. Estes 60
valores médios sao apresentados nos graficos de cada voluntéario, nas fase pré e pos-exercicio

para cada musculo.

Constam nas tabelas em anexo, os dados obtidos e informagdo sobre os valores méaximo,

minimo, média e desvio padrao dos mesmos, relativo a cada voluntéario.

No estudo geral englobando os sete voluntarios, pretendeu-se analisar o ganho da variagao
de sinal entre as duas fases, pelo que este foi calculado individualmente para cada
voluntario, para cada musculo e posteriormente determinada a média dos ganhos dos sete

voluntarios.

Em relagdo a andlise estatistica pretendeu-se a comparacao entre amostras emparelhadas
feita pelo teste t. O emparelhamento das amostras fez-se entre as duas fases do exercicio,
para cada musculo, ao nivel individual do voluntario e do conjunto dos sete voluntarios. A
comparacao entre amostras emparelhadas pelo teste t averigua se as variagoes obtidas entre
as fases pré e pés-exercicio para cada musculo sdo estatisticamente significativas ou nao, a
partir do p-value em relagdo ao nivel de significincia. Consoante o tamanho da amostra,
certos requisitos tém de ser assegurados. No estudo individual do voluntario, as amostras
possuem dimensao superior a 30 (N=60) logo é assumido'® que a sua distribui¢do aproxima-
se da distribui¢ao normal, sendo possivel aplicar o teste t. Para o estudo dos sete voluntérios
como um todo, foi necessario calcular a média dos 60 volumes temporais obtidos pelo
BOLD, para cada fase, musculo e voluntario. A tabela resultante tem dimensdo N=7, pelo
que foi necessario verificar se os requisitos do teste t eram cumpridos, conforme descrito de

seguida, na secgao 6.2.8.

¥ Assegurado pelo Teorema de Limite central.
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6.1. Problemas com co-registo e correccao

de movimento

Durante a andlise dos ROIs marcados nas imagens apds co-registo e correcgao de
movimento, foram detectados certos erros na imagem e incoeréncias nos valores obtidos. Dos
sete voluntarios apenas sdo representados graficamente os dados de dois, que foram
escolhidos aleatoriamente, para demonstrar o comportamento andémalo do sinal obtido
(Figura 6.1 e Figura 6.2).

Variagao temporal de intensidade de sinal BOLD para o
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Figura 6.1: Varia¢do temporal anémala da intensidade de sinal BOLD para o voluntario n® 3, quando foi

considerado o processamento de imagem.
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Figura 6.2: Varia¢do temporal anémala da intensidade de sinal BOLD para o voluntario n® 5, quando foi

considerado o processamento de imagem.
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Pela observacao das figuras acima representadas verifica-se que entre as fases pré e pos-
exercicio houve uma diminui¢do da intensidade de sinal BOLD, em oposi¢io ao esperado
(aumento de intensidade de sinal BOLD apéds realizagdo de actividade fisica). Ambas as
fases sdo caracterizadas por intensidades constantes de exercicio ao longo do tempo, nao

apresentando grandes variacoes.

No que diz respeito aos erros detectados nas imagens, verificou-se que a realizagdo do co-
registo e correccdo de movimento, inverteu a orientacdo das imagens. Os musculos anteriores
eram apresentados com localizagdo posterior e os musculos posteriores, com uma localizagao

anterior (Figura 6.3).

Figura 6.3: Exemplo de erro na imagem BOLD do voluntario n° 3. O tibial anterior esté, segundo esta imagem,
situado na regido posterior e o Tricipite Sural na regido anterior.

A existéncia de anomalias de orientacdo da imagem e incongruéncias no comportamento do

sinal, levou a nao utilizacdo do processamento de imagem.

6.2. Comportamento de sinal BOLD

Todos os dados apresentados em seguida, tém por base as imagens originais, sem a etapa de

processamento de imagem (co-registo e correccao de movimento).
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6.2.1. Voluntario n° 1

A variagdo temporal de intensidade de sinal BOLD obtida para o voluntario n® 1 é a

seguinte:
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o voluntario n° 1
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Figura 6.4: Variacao temporal de intensidade de sinal BOLD para o voluntéario n® 1.

Verificam-se de um modo geral dois aspectos: intensidades constantes de sinal BOLD
durante os 60 volumes temporais da fase pré-exercicio para cada musculo e valores de
intensidade de sinal superiores na fase poés-exercicio em comparacao a fase pré, com
decréscimo gradual de intensidade de sinal ao longo dos 60 valores temporais, para cada

musculo.

Os valores de intensidade tomados pelo conjunto dos quatro musculos de interesse na fase
pré-exercicio sao relativamente préximos (Tabela B. 5 do anexo B). Na fase pds-exercicio,
todos os musculos apresentam valores mais elevados de sinal, demonstrando o aumento de
intensidade de sinal consequente da activacao muscular, com posterior decréscimo conforme
evidenciado na Figura 6.5. Apenas o miusculo tibial anterior permite a visualizagdo do
aumento de intensidade de sinal, em oposicdo aos restantes musculos que experimentam ja

nesta fase o decréscimo de sinal.

Os resultados da andlise estatistica do teste t, indicam a existéncia de variagoes
extremamente significativas entre as fases pré e pds-exercicio para todos os musculos, com

um p-value <0,001.
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Figura 6.5: Valores de intensidade sinal para a fase pds-exercicio para os musculos A — Tibial Anterior, B

Gémeo Interno, C — Gémeo Externo e D — Solear.

6.2.2. Voluntario n° 2

A wvariacdo temporal de intensidade de sinal BOLD obtida para o voluntario n® 2 esta

representada na Figura 6.6.

Todos os musculos em estudo apresentam valor de intensidade de sinal BOLD constante ao
longo dos 60 volumes temporais da fase pré-exercicio. Apds o exercicio, verifica-se um
aumento consideravel de intensidade de sinal para os musculos que constituem o tricipite
sural, seguido de um decréscimo de intensidade de sinal. Dada a escala utilizada de
intensidade de sinal no grafico da variacdo temporal, o tibial anterior ndo apresenta
aparentemente variacdo entre as duas fases. No entanto a observagdo dos valores maximos e
minimos na Tabela B. 6 do anexo B, confirma que existe variacdo, embora pequena. Na
Figura 6.7, o musculo tibial anterior (A) evidencia um aumento de intensidade de sinal e

decréscimo na fase pds-exercicio.

Os valores de p-value <0,05 obtidos pelo teste estatistico permitem afirmar que as variacoes

entre as fases consideradas sdo estatisticamente significativas para os pares em estudo.

48



Ana Rita Justo Pereira
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Figura 6.6: Variacdo temporal de intensidade de sinal BOLD para o voluntéario n® 2.
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Figura 6.7: Valores de intensidade sinal para a fase pds-exercicio para os musculos A — Tibial Anterior, B —
Gémeo Interno, C — Gémeo Externo e D — Solear.
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6.2.3. Voluntario n°® 3

A variagdo temporal de intensidade de sinal BOLD obtida para o voluntario n® 3 é a

seguinte:
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Figura 6.8: Variacdo temporal de intensidade de sinal BOLD para o voluntério n® 3.

Os efeitos de intensidade de sinal constante na fase pré-exercicio e a sua variacdo positiva

entre as fases pré e pds-exercicio verificam-se igualmente para o voluntario n® 3.

No entanto certas alteragoes sdo visiveis no grafico temporal. Os valores de intensidade de
sinal dos musculos, apesar de constantes ao longo da fase pré-exercicio, apresentam valores
de intensidade bastante mais dispares entre si, por comparacdo aos restantes voluntarios. No
entanto, o tibial anterior mantem-se como o miisculo que exibe maior intensidade de sinal

na fase pré-exercicio e o gémeo interno como o que exibe menor intensidade.

Durante a fase pds-exercicio, contrariamente ao verificado até agora, o tibial anterior nao
exibe decréscimo, tendo-se verificado mesmo um aumento de intensidade de sinal (Figura
6.9).

O teste estatistico aplicado confirma as varia¢es ocorridas entre as duas fases e com um p-

value < 0,05, essas variacoes dizem-se estisticamente significativas.
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Figura 6.9: Valores de intensidade sinal para a fase pds-exercicio para os musculos A — Tibial Anterior, B —
Gémeo Interno, C — Gémeo Externo e D — Solear.

6.2.4. Voluntario n° 4

A variagdo temporal de intensidade de sinal BOLD obtida para o voluntario n® 4 é a

seguinte:
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Figura 6.10: Variacdo temporal de intensidade de sinal BOLD para o voluntério n® 4.
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Na fase pré-exercicio todos os musculos permancem com intensidade de sinal constante,
apresentando o tibial anterior o maior valor de intensidade de sinal. Apds a pausa para
exercicio, todos os musculos evidenciam um aumento de intensidade de sinal seguido de um
decréscimo de intensidade de sinal (Figura 6.11). Os musculos tibial anterior, gémeo externo

e solear apresentam ligeiro decréscimo.
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Figura 6.11: Valores de intensidade sinal para a fase pds-exercicio para os musculos A — Tibial Anterior, B

Gémeo Interno, C — Gémeo Externo e D — Solear.

6.2.5. Voluntario n° 5

3

A wvariacdo temporal de intensidade de sinal BOLD obtida para o voluntario n°® 5 é

apresentada na Figura 6.12.

O voluntario n°® 5 apresenta um padrao geral de comportamento de sinal semelhante aos
restantes voluntarios. Observa-se contudo que os valores de intensidade de sinal sdo muito
superiores a todos os outros voluntdrios. Durante a fase pré-exercicio, os musculos
apresentam valores de intensidade semelhantes entre si e por vezes coincidentes,
verificando-se no entanto, um ligeiro declive negativo de intensidade de sinal para o gémeo

interno.

Apés a pausa e exercicio, sdo verificadas variagoes de intensidade de sinal estatisticamente

significativas (p-value <0,05) para todos os miusculos. Paradoxalmente o musculo tibial
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anterior apresenta valores pods-exercicio mais baixos que os de pré-exercicio, evidenciando

posteriormente um aumento de sinal (Figura 6.13 A).

Durante a fase pds-exercicio, o gémeo externo demonstra uma evolugdo negativa mais
acentuada de sinal que os outros musculos e o gémeo interno exibem um aumento e

decréscimo de sinal.
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Figura 6.12: Variacdo temporal de intensidade de sinal BOLD para o voluntario n® 5.

Tibial Anterior Gémeo Interno

4000 4000

S &

= g

@ 3900 ‘w3900

() [}

< <

o 3800 o 3800

ke <

g &

= 3700 = 3700

o g

Q Q

& 3600 | 3600

Ll o o o o o o — o o =3 o o o
0 () 0 [« 0 o 0 o 10 (e} 10 (=)
™ <t <t 0 0 Ne) (A < <t 0 lin) =)

tempo (s) tempo (s)
A B

93



Processamento de Imagens BOLD de Ressonancia Magnética do Musculo
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Figura 6.13: Valores de intensidade sinal para a fase pds-exercicio para os musculos A — Tibial Anterior, B

Gémeo Interno, C — Gémeo Externo e D — Solear.

6.2.6. Voluntario n° 6

A variagdo temporal de intensidade de sinal BOLD obtida para o voluntario n® 6 é a

seguinte:
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Figura 6.14: Variagdo temporal de intensidade de sinal BOLD para o voluntario n° 6.

O padrao de comportamento de sinal BOLD do voluntario n°® 6 obedece ao padrao global,
apresentando uma variacdo positiva de sinal apds a realizacdo do exercicio, e o habitual
decrécimo subsequente. Os musculos tibial anterior e gémeo interno evidenciaram ainda na
fase poés-exercicio aumento de sinal. Foi verificado um acentuado agrupamento na

distribui¢ao do sinal em ambas as fases.
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As variagoes entre as fases sdo extremamente significativas com p-value <0,001.
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Figura 6.15: Valores de intensidade sinal para a fase pds-exercicio para os musculos A — Tibial Anterior, B

Gémeo Interno, C — Gémeo Externo e D — Solear.

6.2.7. Voluntario n® 7

A wvariacdo temporal de intensidade de sinal BOLD obtida para o voluntario n® 7 esta

representada na Figura 6.16.

Verificou-se que ao longo da fase pré-exercicio, todos os musculos revelaram comportamento
semelhante com intensidade de sinal constante, apresentando mais uma vez o tibial anterior

os valores de intensidade de sinal superiores e o gémeo interno, os inferiores.

Apos a pausa para exercicio, os musculos solear, gémeo interno e externo evidenciaram um
aumento de intensidade de sinal seguido de um decréscimo linear (Figura 6.17) e o tibial
anterior evidencia paradoxalmente uma diminui¢do de intensidade de sinal entre as duas
fases, tal como observado anteriormente no voluntario n® 5. Todas as variagGes entre as

duas fases sao significativas com p-value <0,05.
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Figura 6.16: Variacdo temporal de intensidade de sinal BOLD para o voluntério n® 7.
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6.2.8. Resultados do ganho percentual para os sete voluntarios

A quantificagdo da variacao de intensidade de sinal entre as fases pré e pds exercicio, faz-se
através do ganho percentual. O cédlculo do ganho percentual foi realizado para cada musculo
através da diferenca entre o valor de intensidade de sinal BOLD do primeiro volume
temporal na fase pds-exercicio e o valor de intensidade de sinal BOLD do dltimo volume
temporal na fase pré-exercicio, dividido pelo valor de intensidade de sinal BOLD do udltimo
volume temporal na fase pré-exercicio (Equagao 6.1). Sobre a Figura 6.18 estao marcados os

volumes temporais, o ultimo na fase pré e o primeiro na fase pds-exercicio.

(SI do BOLD POS — SIdo BOLD PRE) ‘1

Ganho (%) = ~
(%) SI do BOLD PRE

00 Equacgao 6.1

primeiro volume

temporal POS

[ntensidade de ¢

tltimo volume
temporal PRE

©C O ©O O O O O O O O O O O o ©o o o©
~~ "~ ~~ ~ ~~ "~ ~

.~ ~ .~ ~ .~ ~ .~ .~

Figura 6.18: Indicag¢ado do dltimo volume temporal da fase pré-exercicio e primeiro volume

temporal da fase pds-exercicio.

O ganho percentual foi calculado para cada individuo, e seguidamente calculada a média dos
ganhos percentuais, obtendo-se desta forma um ganho médio dos sete voluntarios. Na
Tabela B. 12 do anexo B sao apresentados os valores de ganho percentual obtidos para cada
musculo e a média calculada para todos os voluntérios, evidenciando o ganho total de cada
miusculo na amostra de voluntérios. Este ganho total esta representado na Figura 6.19, sobre

a forma de gréafico de barras com o respectivo desvio padrao.
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Ganho Percentual
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Figura 6.19: Ganho percentual obtido para os musculos da perna com a técnica BOLD.

Para a consideragdo do ganho percentual, os valores de intensidade de sinal pré-exercicio
foram normalizados a 0%, constatando-se que na fase pds-exercicio os valores de intensidade
de sinal aumentaram, com uma maior variagdo para o gémeo externo (GE: 46,7 + 17,7%),
gémeo interno (GI: 42,9 + 15,9%) e solear (S: 38,2 £+ 4,8%) e uma variagdo menor para o
tibial anterior (TA: 6,9 + 9,9%).

No estudo geral considerando os sete voluntérios, foi realizado o teste t para amostras
emparelhadas para confirmar estatisticamente se variagoes obtidas entre as fases pré e pos-

exercicio para cada musculo eram significativas ou néo.

Na Tabela B. 13 do anexo B, sdo apresentadas as médias de cada musculo, para todos os
voluntarios nas duas fases, anteriormente calculadas. Como a amostra é agora de dimensao
pequena (N=T7), tem de se garantir que as amostras seguem distribui¢bes normais para se
poder aplicar o teste t para amostras emparelhadas. Foi verificado que as amostras nao
seguiam distribui¢Ges normais, havendo a existéncia de um erro aleatério, designado outlier.
Assim, na tentativa de corrigir os desvios causados pela existéncia do outlier (voluntario n®
5) eliminou-se a contribuigdo deste voluntario e de novo, foi realizado teste a normalidade.
Verificou-se entdo que as amostras seguiam agora distribuigoes normais e sendo possivel a

aplicagao do teste t.

Os resultados obtidos do teste t para amostras emparelhadas sem o outlier, apresentaram
variagOes extremamente significativas (p-value <0,001) para os pares de musculos gémeo
interno, gémeo externo e solear entre as fases pré e pds-exercicio e variagbes nao

significativas (p-value >0,05) para o par tibial anterior.
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6.2.9. Analise da variagao do Ganho Percentual com o peso dos voluntarios

Com o intuito de perceber se o peso dos voluntarios condicionava os resultados finais de

ganho, procedeu-se a comparagao grafica destas varidveis, como se apresenta de seguida.

Peso do voluntarios

D
S

Peso (Kg)
>~
o
|

[\~
o
|

4 6 1 5 7 3 2
n° do voluntario

Ganho Percentual - GE

10

o
|

N s D
o O
! !

Ganho Percentual
(e}
|

4 6 1 5 7 3 2
n? do voluntario

Figura 6.20: Comparagao entre peso dos voluntdrios e o ganho percentual do musculo Gémeo Externo (GE).

O misculo gémeo externo foi escolhido para a representacdo do ganho, por ser o que
apresentava as maiores variagoes de intensidade de sinal, verificando-se que néo existe

nenhuma correlagao entre as variaveis.

6.3. Comparacao com outras técnicas de
IRM

A titulo de curiosidade sdo apresentados os resultados e feita uma comparacdo entre as trés
diferentes técnicas de ressonancia magnética incorporados no mesmo estudo: BOLD, T, e
DTI.
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A comparacgao realizada entre os resultados obtidos é predominantemente qualitativa, uma
vez que diz respeito a trés técnicas que avaliam pardmetros diferentes, apesar de terem por
base a mesma amostra de voluntédrios. Pretende-se, apesar de tudo, verificar se os diferentes

padroes de evolucao de sinal demonstram semelhancgas entre si.
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Figura 6.21: Ganho percentual obtido para os musculos da perna segundo a técnica BOLD.
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Figura 6.22: Ganho percentual de sinal T9, obtido para os musculos da perna.
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Figura 6.23: Ganho percentual de sinal DTI (ADC) obtido para os musculos da perna
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Os valores de ganho percentual do estudo de Ts sdo muito inferiores aos observados para

DTT e BOLD, o que é realgado na avaliagio comparativa da Figura 6.24 e na Tabela 6.1.

Ganho percentual: T2, DTI e BOLD

50,0

Tibial Anterior Gémeo Interno Gémeo Externo Solear

Mestudo T2 Mestudo ADC- DTI M estudo BOLD

Figura 6.24: Andlise comparativa entre técnicas de RM: T2, DTT (ADC) e BOLD.

Tabela 6.1: Comparagio entre os valores médios do ganho percentual com respectivos desvio padrao, para cada
musculo e para cada técnica.

Tibial Gémeo
Gémeo Externo Solear
Anterior Interno
BOLD 6,9 + 9,9% 42,9 4+ 15,9% 46,7 + 17,7% 38,2 4 4,8%
T» -0,1 +£2,0% 3,6 £2,5% 6,3 £+ 3,3% 4,7 £ 2,6%
DTI 11,7 £ 17,0% 28,9 £+ 16,8% 35,6 + 9,8% 34,6 4+ 13,1%
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7. Discussao e Conclusoes

Nesta seccdo sao discutidos os resultados obtidos e atras apresentados. Primeiro séo
abordados e discutidos os resultados obtidos pelo co-registo e correccao de movimentos e em
seguida os resultados de sinal BOLD sem processamento de imagem. As variagoes obtidas
sdo discutidas face a base tedrica apresentada nas secgbes introdutérias e é também
apresentada uma andlise comparativa entre as diferentes técnicas de ressondncia magnética

utilizadas.

As limitagoes da dissertagdo, assim como as perspectivas futuras sdo também mencionados

nesta secgao e por ultimo, sdo apresentadas as conclusoes finais da dissertagao.
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7.1. Co-registo e Correccao de Movimento

A abordagem inicial que incluia o processamento de imagens BOLD foi alterada face aos
erros detectados. Essa alteracdo foi assumida com base em dois eventos: obtencao de dados

incoerentes ao estudo e falhas na representacao anatéomica das imagens.

Analisando os dados registados, ndao foram verificadas quaisquer relagoes entre os dados de
ROIs dos mesmos miusculo nas duas fases, pelo que se pode rejeitar a hipotese das

incoeréncias verificadas serem resultado de ajuste automatico ou calibragao do equipamento.

A razdo de existéncia dos erros é desconhecida. No entanto coloca-se a hipétese de ser
consequéncia da utilizagdo de um programa que nao ¢é especifico para o processamento de
imagens BOLD do musculo ou de alteracbes decorridas do processos de conversdao do
formato das imagens. O programa FSL é especifico para o processamento de imagens
cerebrais, pelo que a aplicagdo das suas ferramentas de processamento as imagens da perna

pode nao ser adequada.

A recolha de dados de ROIs marcados nas imagens processadas nao foi terminada para
todos os voluntarios, dada a total incoeréncia dos primeiros resultados obtidos.
Consequentemente, foi decidido reiniciar a recolha e analise dos dados dos ROIs marcados
sobre as imagens originais, sem realizar qualquer tipo de processamento de imagem. Nos
novos resultados obtidos verificou-se o desaparecimento das incongruéncias e de erros, o que

permite concluir que tais erros dependiam do processamento de imagem.

Um estudo mais aprofundado da aplicagdo de programas de processamento de imagem de

tecido muscular, pode surgir como seguimento da presente dissertacao de mestrado.

7.2. Sinal BOLD

Todos os voluntarios apresentaram de uma forma geral, um padrao semelhante de

comportamento de sinal BOLD em fung¢ao do tempo.

Pela observacao dos graficos temporais obtidos para cada voluntario verificaram-se dois
eventos distintos para todos os musculos: valores constantes de intensidade de sinal ao longo
da fase anterior ao exercicio e um aumento de intensidade de sinal apds a realizacdo de

exercicio, com posterior decréscimo.
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Na fase pré-exercicio de cada um dos sete voluntario, os diferentes musculos apresentaram
valores médios de intensidade de sinal similares, distinguindo-se um padrao de distribuicao
do sinal entre os varios musculos, onde o musculo tibial anterior apresentou sempre os
valores mais elevados, seguido do gémeo externo e solear e por ultimo com valores de

intensidade mais baixos, o gémeo interno.

De um modo geral, apés o exercicio, todos os musculos apresentaram valores de intensidade
de sinal superiores ao observado na fase pré-exercicio, seguido de decaimento da intensidade
do sinal ao longo do tempo. Esta variacdo positiva entre as duas fases é relacionavel com o

processo de activagao muscular durante a execugao de exercicio fisico.

O decaimento da intensidade de sinal verificado para a maioria dos musculos, na fase pds-
exercicio foi aproximadamente linear. Contudo foram verificadas excepgoes: dois dos
voluntarios apresentaram aumentos paradoxais de intensidade de sinal, embora ligeiros num

dos musculos (Figura 6.9 e Figura 6.13).

O facto de persistirem aumentos de intensidade de sinal para alguns musculos durante a fase
poés-exercicio, leva a colocagdo da hipdtese que o pico maximo de intensidade de sinal para
esses misculos, ainda nao tivesse sido atingido. A realizagdo de nova aquisicio BOLD
abrangendo tempos mais tardios, poderia ser uma forma de confirmar a eventual presenca

do pico maximo de intensidade e progressivo decréscimo, para esses musculos.

Observou-se ainda, duas outras excepgoes ao comportamento do esperado do sinal, em dois
voluntarios que apresentaram, para o musculo tibial anterior, diminuicdo dos valores de
sinal entre a fase pré e pds-exercicio, contrariamente ao esperado e ao verificado nos outros
voluntéarios. Tal facto é paradoxal, ndo existindo uma resposta evidente para explicar o

sucedido.

Pela observacao dos graficos temporais verificou-se que o tibial anterior apresenta os valores
mais elevados de intensidade de sinal por comparagdo aos outros musculos na fase pré
exercicio. Tal facto poderd estar relacionado com a activagdo deste musculo, por um lado no
momento de subida e posicionamento do voluntario sobre a mesa do equipamento, por outro
pelo posicionamento do pé e perna no suporte. Quando o pé estd no suporte, pode garantir-
se a sua imobilizacgdo mas nao a sua total descontraccao, e pelo facto de o pé ser colocado
A~ 0 ~ N , .. . . ~ . , .
num angulo de 90 em relacao a perna, podera condicionar a ligeira contracgao involuntaria

do musculo tibial anterior.

Em relacdo aos valores de intensidade de sinal, apenas o voluntario n® 5 se destaca dos
restantes, por ter apresentado todos os valores num patamar significativamente mais elevado

que os outros voluntarios. Este facto levou mesmo a que fosse excluido da andlise estatistica
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global envolvendo os sete voluntarios. Esta variacdo cuja causa é desconhecida, pode estar
relacionada com factores do equipamento ou factores do proprio voluntirio. Apesar de todas
as variaveis de aquisicao das sequéncias (TE, TR, espessura de corte, matriz de aquisicao,
FOV) serem iguais para todos os voluntérios, ndo se pode excluir a hip6tese de ter havido
alguma alteracao na calibragao inicial do equipamento, neste voluntario. Para verificar esta
hipdtese seria necessario realizar um novo estudo com os todos os voluntarios, garantindo
que nao havia nenhuma variagdo dos paramétros de calibracao inicial. Se no novo estudo se
verificasse uma elevacdo dos valores num outro voluntario que néao o n°® 5, esse facto

permitiria garantir que a variacdo nao era devida a factores proprios do voluntario.

Na andlise do comportamento de sinal para o conjunto dos sete voluntéarios procedeu-se ao
estudo das variagoes de sinal ocorridas entre as fases pré e pds-exercicio, avaliando o ganho
percentual médio para cada musculo. Os ganho médios mostraram um aumento percentual
maximo para os gémeos e solear e minimo para o tibial anterior. Desta forma pode concluir-
se que os misculos gémeos e solear foram muito activados durante o exercicio, e

consequentemente sdo os mais solicitados para o tipo de exercicio efectuado.

Estas variagoes estdo de acordo com a execugao do salto unipedal, onde sdo realizados
movimentos de flexdo plantar, sendo os musculos gémeo interno, gémeo externo, e solear os
principais agonistas deste movimento. Surpreendentemente, em quatro dos sete voluntérios
os valores de ganho percentual obtidos foram superiores para o gémeo externo e inferiores
para o gémeo interno. Sendo o gémeo interno mais volumoso, seria de esperar que fosse o

mais recrutado durante o exercicio.

O ganho percentual menor obtido para o tibial anterior compreende-se e pode ser explicado
devido a sua activagdo prévia na fase anterior ao exercicio (como discutido acima) e por
este ndo ser um musculo agonista do movimento de flexdo plantar, ndo sendo muito

activado durante o exercicio.

Observando o grafico de ganho percentual relativo ao estudo de BOLD para cada musculo
(Figura 6.19), constata-se que existe uma grande discrepancia entre os diferentes valores
obtidos para cada voluntério, o que explica a existéncia de desvios padrao elevados (Tabela
B. 12 do anexo B).

Analisando os valores de ganho obtidos para o musculo tibial anterior na Tabela B. 12 do
anexo B, verificou-se a presenca de valores negativos de ganho percentual para dois dos sete
voluntdarios, o que implica que a barra de erro assuma também valores negativos para este
musculo. Se o ganho percentual foi negativo, quer dizer que houve uma diminuicdo dos

valores de intensidade de sinal entre as fases pré e pés-exercicio.
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No que diz respeito a realizagdo do salto unipedal, houve o cuidado de o realizar de uma
forma padronizada (com as maos nas ancas e o olhar fixo num mesmo ponto) sem variagoes
significativas nomeadamete da frequéncia e amplitude do salto, para que ndo constituisse
factor de inducdo de erro nos resultados. A comparacdo entre o peso dos voluntarios e o
ganho percentual do gémeo externo (que foi o musculo que apresentou maior ganho
percentual), ndo demonstra nenhuma correlacio perceptivel entre estas duas varidveis
(Figura 6.20).

7.3.BOLD, T, e DTI

A presente dissertacdo de mestrado incide sobre a aplicagdo da técnica BOLD aos musculos
da perna. Paralelamente, outros dois estudos foram realizados com DTI e T, sobre a mesma
amostra de jovens voluntarios. Uma vez que se tratam de estudos realizados em paralelo e

na mesma amostra, justifica-se uma breve analise comparativa.

O estudo com a técnica DTIT focou-se na obtengdo de informagao da difusdao da dgua nos
tecidos através das variagoes de pardmetros, nomeadamente ADC, para perceber a
influéncia da actividade fisica no musculo e a arquitectura muscular. O estudo de T baseou-
se na andlise dos tempo de relaxagio T, intrinsecos dos miusculos da perna, para a
compreensao das variagdes fisiologicas que ocorrem apds a realizacdo de exercicio fisico

intenso.

Os resultados obtidos pelas trés técnicas mostraram-se concordantes. Verificou-se uma maior
variagdo entre as fases pré e pds-exercicio para o gémeos externo, gémeo interno e solear e
uma variagdo menor para o tibial anterior. Cada estudo apresentou valores tipicos de ganho

percentual, de acordo com o ajuste da maquina e a sequéncia de aquisicao de imagens.

O ganho percentual de sinal T, apresentou, para todos os musculos, os valores mais baixos
existindo uma diferenca significativa entre estes e os das restantes técnicas, conforme
evidente na andlise da Figura 6.24. O facto da sequéncia T, na fase pods-exercicio, ser
adquirida apds as sequéncias BOLD que demoram cada uma 3min48s, poderd ter tido

alguma influéncia nos valores obtidos.

Apesar dos resultados dos nossos estudos indicarem uma concordancia nas variacoes entre
T, e BOLD nas fases pré e pos-exercicio, existem estudos de outros autores, que embora
efectuados com outro paradigma reportaram que nao existe uma correlagdo entre o aumento

de T2 e o sinal BOLD [13].
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O facto de durante a activagdo muscular haver aumento de fluxo e volume sanguineo nos
vasos, pode estar na origem da relagdo entre os aumentos de sinal BOLD e ADC. No
entanto ndo ¢é descartada a possibilidade da existéncia de outros factores que podem

condicionar esta relacao.

7.4. Limitacoes e perspectivas futuras

Ao longo do desenvolvimento do estudo e analise de resultados, certas limitagoes foram

encontradas, que podem ser contornadas e melhoradas em estudos futuros.

A existéncia de um sinal de referéncia homogéneo e imutavel, que nao dependa do
equipamento ou do voluntério, é 1til para verificar a calibracio nas diferentes sequéncias. As
sequéncias T e DP recorreram ao uso de uma cépsula de 6leo de figado de bacalhau (fixada
no revestimento cutdneo da face antero-externa da perna, no seu tergo superior) como
referéncia de sinal. A escolha desta teve por base a sua constituicdo, com gordura, sendo

facilmente visivel nas imagens T, e DP, mas néo nas imagens BOLD.

Nao foi possivel encontrar uma referéncia de sinal til, que fosse aplicavel as sequéncias
BOLD. Isto constitui uma limitagdo a presente dissertacao, por comparagdo com os estudos
de TQ.

O facto de ndo se ter prosseguido com a aplicagdo do co-registo e correcgdo de movimento as
imagens, foi inicialmente considerada como uma possivel limitacdo. No entanto, dado que os
resultados obtidos sem co-registo e correccdo de movimento foram coerentes e concordantes
com a literatura, a nao utilizagdo do processamento de imagem nao constituiu limitacdo da

presente dissertagcao.

Em estudos futuros, seria desejavel a utilizagdo de programas de processamento de imagem

especificos para o sistema musculo-esquelético.

Seria igualmente desejavel aumentar a amostra de voluntarios para o estudo, abrangendo

numero igual de ambos os géneros.
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7.5. Conclusoes finais

A presente dissertacido de mestrado foi desenvolvida com o intuito de responder as questoes:

e Sera possivel avaliar quantitativamente as variagoes de intensidade de sinal de vérios
miusculos da perna, apoés realizacdo de exercicio fisico intenso, através da técnica
BOLD?

e Serao os dados obtidos através de diferentes técnicas de ressondncia magnética:
BOLD, T, e DTI, semelhantes em termos qualitativos, para um mesmo modelo de

exercicio fisico?

Tendo em consideragao os objectivos definidos para a presente dissertacao, foi elaborado um
planeamento e definida uma estratégia de procedimento que passou por varias fases: a fase
de aquisicdo das imagens na Clinica de Ressondncia Magnética de Caselas; o registo e
analise dos resultados obtidos; a fase de tratamento estatistico dos mesmos e por ultimo a

discussao e elaboragao das conclusoes.

De acordo com os resultados obtidos pode concluir-se em primeiro lugar, que foi possivel
analisar quantitativamente as variagoes de intensidade de sinal dos musculos da perna apés
realizagdo de exercicio fisico intenso, usando a técnica BOLD e em segundo lugar, que os
resultados obtidos pelas trés técnicas BOLD, T: e DTI s@o semelhantes e concordantes.

Responde-se assim, de forma afirmativa, as duas questoes inicialmente colocadas.

Varios outros estudos indicam que a ressonancia magnética apresenta elevado potencial no
mapeamento da actividade muscular [6], de um modo ndo invasivo[8], pela utilizacdo de
varias técnicas. Os resultados apresentados na presente dissertagdo confirmam que a andlise
das alteragoes fisiologicas dos musculos pela técnica BOLD podera ser til para a avaliacao
nao invasiva da actividade muscular, constituindo-se como uma alternativa ou complemento
valido aos métodos superficiais ou invasivos. A RM apresenta-se também vantajosa em
relagdo a outras técnicas, pelo facto de nao usar radiagdo ionizante, permitindo multiplas

aquisi¢goes num mesmo individuo, sem riscos para o mesmo.

Ainda, no ambito do projecto estdo planeados estudos envolvendo Electromiografia e a
realizacdo de exercicio, utilizando os mesmos voluntarios, pelo que a andlise comparativa
serd de grande interesse em estudos futuros. A ressonancia magnética funcional deve servir
como complemento e ndo como substituto da Electromiografia, em estudos de actividade
muscular, apresentando esta ultima uma desvantagem pelo facto de nao possibilitar o estudo

de mtsculos em regiGes mais profundas.
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Por dltimo, podem também antecipar-se estudos em atletas de alta competicao, e eventuais

futuras aplicacoes desta técnica a estudos de fisiopatologia do miusculo.
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Anexos

Anexo A

Poster Electrénico apresentado no ESMRMB congress 2012

Encontra-se em anexo o poster electronico submetido e aceite no congresso 2012 — 29th
Annual Scientific Meeting, organizado pela Furopean Society for Magnetic Resonance in
Medicine and Biology (ESMRMB), realizado nos dias 4 a 6 de Outubro de 2012. O
trabalho desenvolvido durante a presente dissertacdo foi tema selecionado para
comunicagdo oral na sessao fMRI applications and methods - Poster Highlights Sessions,
cujo o titulo é “BOLD MRI evaluation of the physiological changes of various leg muscles

under intense exercise”.
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1. Purpose

The BOLD (Blood Oxygen Level Dependent) technique allows the non-invasive acquisition of
functional images of muscle in real time [1,2]. Using BOLD, it is possible to evaluate the physiological
changes of various leg muscles, assessing which muscles are more active and where hyperemia is
more pronounced under intense physical exercise [2,3,4].

2. Material and Methods

Seven young healthy volunteers (average age: 24 years + 4), who regularly practice physical exercise,
participated in this study. Imaging was conducted using a 1.5T GE Signa HD MRI (GE Healthcare,
Milwaukee WI). Inside the scanner, leg immobilization was carried out using a purpose built support,
avoiding gravitational-induced deformation of leg muscles against the table. Axial BOLD images were
obtained through the lower leg using a Gradient-Echo EPI sequence (54 slices, 60 temporal points,
TE/TR=35/3622ms, 64x64matrix, and 3.9mm thick). BOLD images were acquired prior to, and
immediately following exercise outside of the scanner. In this study Density Proton images of the
lower leg were acquired as anatomical images, using a Turbo Spin-Eco Gradient (54 slices,
TE/TR=7.6/4140ms and 3.9mm thick). The exercise paradigm used was one-legged jump movements
in a standing position, executed until exhaustion and making sure that volunteers always kept their
hands on the hips. Image analysis was performed with Osirix.

Region of Interest (ROI) analysis of Tibialis Anterior (TA), Gastrocnemius Medial (GM) and Lateral (GL)
and Soleus (S) muscles was done using Osirix, avoiding inclusion of fascia, fat or blood vessels. We
obtained 60 temporal points for each BOLD acquisition, and analyzed only 10 axial slices of the
superior part of the lower leg. This slice selection comprises the majority of muscle body, where were

marked circular ROIs (0.63cm2).
3. Results

During data acquisition at rest, BOLD signal intensity remained constant for all muscles studied. In all
cases, the values at rest were normalized to 0%.

Post-exercise, all values increased with maximal change seen in Gastrocnemius Lateral (GL: 46.7% +
18), Gastrocnemius Medial (GM: 42.9% =+ 16) and Soleus (S: 38.2% = 5), and with minimal, although
positive, change in Tibialis Anterior (TA: 6.9% * 10) (Figure 1). During the stage after exercise, a linear
decrease in BOLD signal intensity was noticeable for almost all muscles. (Figure 2, 3, 4, 5). Some
exceptions were verified where, instead of a linear decrease, some muscles experienced a decrease
with a small curvature (Figure 5).
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Figure 2: Temporal changes in BOLD signal intensity for volunteer number 1
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Temporal changes in BOLD signal intensity for volunteer no 2
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Figure 3: Temporal changes in BOLD signal intensity for volunteer number 2
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Figure 4: Temporal changes in BOLD signal intensity for volunteer number 3
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Temporal changes in BOLD signal intensity for volunteer no 4
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Figure 5: Temporal changes in BOLD signal intensity for volunteer number 4

4. Conclusion

All the volunteers exhibited similar patterns of exercise-induced BOLD signal intensity (SI) changes. For
the type of exercise performed, there was an increase in signal intensity for all muscles. The Soleus and
Gastrocnemius muscles were most solicited, showing the greatest change in oxygenation, as implied
by the increased BOLD signal. This change is consistent with theory. Plantar flexion is executed during
one-legged jump movements, and making reference only to the muscles included in this study,
triceps surae muscles, Gastrocnemius and Soleus, are the most active ones and responsible for this
movement [5]. Even so, the lower values obtained for Tibialis Anterior are accepted, being the
participation of this muscle less evident for the type of exercise performed.

The percent gain for each muscle was obtained applying a simple formula: the difference between the
first point Sl value of BOLD after exercise and the last point Sl value of BOLD at rest, divided for the last
point Sl value of BOLD at rest (See equation 1 and points marked in Figure 2). Then, the average value
for each volunteer was obtained showing the total percent gain for each muscle.

(first point SI value of BOLD after exercise — last point Sl value of BOLD at rest )
x

ore ain (%) =
Percent gain (%) last point of BOLD at rest

100

Equation 1: Percent gain

The BOLD values at rest were normalized to 0%, and from rest to post exercise stage, a gain increase
was notable for all muscles.
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BOLD images at rest and after exercise were acquired, with an average 5 minutes time delay. This
interval proved sufficient for volunteers to get out of the MRI’s table, to prepare themselves to perform
the exercise, to perform it and then get back on the MRI’s table. The exercise period lasted on average
1min30s.

In this study, the one-legged jump movement was chosen to be executed by healthy volunteers as a
simple movement paradigm allowing the fast changes in BOLD signal intensity, the fast execution

(few minutes) and acquisition.

In future, other types of exercise such as running, sprinting and cycling, performed by elite athletes,
should be preferred.

The use of BOLD imaging has many potential applications in muscle exercise physiology, being useful
for future modeling muscle effort during exercise of this nature, by a non-invasive technique.

Although the MRl is costly, it might be an alternative or complement to superficial methods or invasive
techniques and future applications in muscle exercise pathophysiology may be envisioned.
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Figura A. 1: Poster electronico submetido para o 29th Annual Scientific Meeting ESMRMB, na
sessdo MRI applications and methods - Poster Highlights Sessions.

Apresento igualmente os slides expostos durante a exposigao oral.
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]
BOLD MRI in muscle
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Discussion and Conclusion

Temporal changes in BOLD signal intensity for Temporal Changes in BOLD signal intensity
volunteer n® 1 For volunteer n° 4
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less evident

- It was possible to evaluate the physiological changes and to know which muscles
were more active under intense physical exercise, using BOLD technique.

- The use of BOLD imaging has many potential applications in muscle exercise physiology.
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Anexo B

Caracterizacao da amostras de voluntarios

Apresenta-se de seguida a descricdo das idades e pesos dos voluntarios que participaram no

presente estudo.

Tabela B. 1: Idades e pesos dos voluntarios.

Voluntario 1 2 3 4 5 6 7 | Média Desvio
Idade 20 23 35 22 30 23 30 26 6
Peso 55 74 69 53 60 55 67 62 8

Apresentacao de exemplo de dados registados

Apresenta-se de seguida a tabela de registo dos valores médios de 10 cortes axiais da perna,

para cada musculo de interesse e para os 60 volumes temporais, para o voluntario n® 1. Os

dados registados foram retirados das imagens originais adquiridas, sem processamento de
q ) p

imagem.
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Tabela B. 2: Tabela de resgisto dos valores médios de 10 cortes para cada misculo para o voluntario n° 1.

P , Valores médios de 10 cortes para cada musculo para
Valores médios de 10 cortes para cada musculo para p p

60 volumes temporais 60 volumes temporais

- : 2 T s : :

s < = A E gz = & z

8 = g 2 % 2 = 2 g S
iz £ ks £ k- £

E B @) O E = O O]

1 1112,60 796,71 1064,50 927,70 31 1107,40 790,57 1048,67 920,50
2 1114,50 794,71 1062,50 931,50 32 1105,50 788,71 1052,67 920,50
3 1115,50 793,00 1062,83 929,80 33 1107,80 789,57 1051,33 924,00
4 1111,80 796,14 1060,00 927,60 34 1108,30 791,00 1053,00 922,70
5 1110,30 794,71 1056,83 929,70 35 1107,70 788,00 1050,50 920,80
6 1114,30 793,86 1061,83 929,40 36 1106,00 789,29 1049,00 918,90
7 1113,90 793,00 1046,33 936,90 37 1107,30 791,29 1048,00 920,20
8 1109,60 797,14 1060,17 927,50 38 1107,70 784,43 1053,17 921,70
9 1113,20 794,29 1056,17 925,50 39 1109,30 787,43 1047,67 919,60
10 1113,60 794,14 1058,67 926,40 40 1106,30 786,14 1049,00 919,30
11 1113,60 793,71 1055,83 928,50 41 1108,50 789,71 1049,17 916,90
12 1110,80 792,43 1056,83 926,10 42 1106,40 785,57 1047,83 917,30
13 1112,00 794,14 1053,83 925,30 43 1102,40 789,29 1048,50 919,40
14 1111,60 790,57 1056,33 925,50 44 1104,40 787,43 1049,67 918,00
15 1108,40 793,57 1053,33 921,50 45 1105,20 792,00 1050,83 918,90
16 1112,90 792,86 1056,00 924,80 46 1105,10 786,29 1044,67 917,50
17 1106,70 792,29 1058,50 925,10 47 1105,40 788,29 1046,33 920,70
18 1108,60 792,14 1051,83 921,40 48 1107,80 784,86 1048,50 919,80
19 1109,30 791,86 1052,17 923,10 49 1107,60 792,14 1049,83 922,30
20 1109,40 793,14 1053,83 925,20 50 1110,60 790,14 1048,67 920,70
21 1110,80 787,86 1052,67 922,00 51 1108,30 791,57 1047,67 921,80
22 1110,40 789,43 1048,83 922,90 52 1107,50 787,29 1048,83 919,30
23 1108,40 791,00 1051,33 923,00 53 1110,20 788,14 1047,83 923,80
24 1108,00 789,29 1052,00 924,00 54 1111,00 790,00 1049,67 926,50
25 1108,50 791,57 1048,00 924,80 55 1109,20 795,00 1049,00 924,90
26 1107,30 786,86 1052,50 923,00 56 1109,80 786,71 1049,00 923,80
27 1107,90 790,29 1050,83 921,50 57 1108,40 792,86 1048,00 923,70
28 1108,20 789,43 1051,17 926,90 58 1111,50 789,86 1048,17 925,20
29 1109,90 789,71 1049,33 921,50 59 1110,60 792,14 1052,50 923,70
30 1109,00 790,86 1049,50 919,50 60 1111,80 791,71 1052,00 925,00
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Apresentacao de dados estatisticos dos resultados

Nesta anexo sdo apresentadas em detalhe as tabelas relativas a descricdo estatistica de

cada voluntario, onde sdao mencionadas os valores maximo, minimo, média, varidncia e

desvio padrdo dos conjuntos de amostras em estudo, auxiliando na andlise dos valores

obtidos.

Quanto aos resultados nao coerentes de sinal BOLD, os dados relativos aos dois voluntarios

analisados aleatoriamente sdo os seguintes:

Voluntario n® 3:

Tabela B. 3: Descricao estatistica para os dados ndo concordantes do voluntario n° 3.

. .. - A . Desvio
N Maximo Minimo Meédia Variancia N
padrao
Tibial Anterior 60 22200,4 22048,6 221349 849,2 29.1
® G. Interno 60 10702,7 10547,0 10606,1 455.,6 21,3
[a W
G. Externo 60 15079,8 14998.2 15038,5 314,2 17,7
Solear 60 14838.,9 14747.9 14798,7 316,1 17,8
Tibial Anterior 60 123245 121785 12250,2 3814 19,5
& G. Interno 60 9764,3 9718.9 9737,3 103,2 10,2
[a W
G. Externo 60 14192,6 13953,1 14082,7 784,1 28,0
Solear 60 12971,8 12752.,6 12914,4 1505,6 38,8

89



Processamento de Imagens BOLD de Ressonancia Magnética do Musculo

Voluntario n® 5:

Tabela B. 4: Descricao estatistica para os dados ndo concordantes do voluntario n® 5.

N Maximo Minimo Média Variincia DESVjO
padrao
Tibial Anterior 60 13566,2 13464,4 13505,0 440.,5 21,0
® G.Interno 60 10684,8 9668,8 9765,4 158974 126,1
[a W)
G. Externo 60 11210,7 10897,7 10983,5 2964,3 54,4
Solear 60 13355,0 128727 13291,9 5927,2 77,0
Tibial Anterior 60 9769,7 9705,4 9727,7 204,4 14,3
B G. Interno 60 9413,7 92942 9352,0 1101,8 33,2
[a W)
G. Externo 60 7523,0 7390,2 7484.9 618,0 249
Solear 60 10249,3 10000,6 10188,3 14420 38,0

A nova abordagem seguida, sem realizar o processamento de imagem deu origem aos

seguintes resultados:

Voluntario n® 1:

Tabela B. 5: Apresentagao dos valores maximo, minimo, média e desvio padrao dos dados do

voluntario n° 1.

Desvio
N Maximo Minimo Média
padréao
Tibial Anterior 60 1115,5 1102,4 1109,3 2,7
@ G. Interno 60 7971 784.4 790,8 3,0
o
o
G. Externo 60 1064,5 1044,7 1052,1 4,6
Solear 60 936,9 916,9 923,4 3,8
Tibial Anterior 60 1293,3 1262,1 12778 8,6
2 G. Interno 60 1055,7 987.,4 1026,2 21,2
oW
G. Externo 60 1494,0 1401,5 1452,1 28,6
Solear 60 1263,6 1154,0 1198,2 32,5
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Voluntario n® 2:

Tabela B. 6: Apresentaciao dos valores maximo, minimo, média e desvio padriao dos dados do

voluntario n® 2.

Desvio
N Maximo Minimo Média
padrao
Tibial Anterior 60 1157,6 11471 1154,6 2,0
@ G. Interno 60 750,7 7415 7454 2,3
=
=
G. Externo 60 941,0 925,3 934,0 2.7
Solear 60 822,6 809,3 815,4 2,9
Tibial Anterior 60 1206,7 1181,5 1196,8 5,7
2 G. Interno 60 1050,5 965,5 1008,7 26,3
[a W}
G. Externo 60 1218,3 1078,7 1150,6 40,7
Solear 60 1094,8 1027,6 1051,6 18,9

Voluntario n® 3:

Tabela B. 7: Apresentaciao dos valores maximo, minimo, média e desvio padriao dos dados do

voluntario n? 3.

.. L. L. Desvio
N Maximo Minimo Média -
padréao
Tibial Anterior 60 1206,8 1192,8 1200,1 3,3
® G. Interno 60 608,8 590,1 596,4 4.7
=l
G. Externo 60 864,4 8429 853,5 5,3
Solear 60 809,4 792,6 797,6 2,2
Tibial Anterior 60 1361,7 1329,3 1346,2 8.8
B G. Interno 60 935,7 846,2 892,0 26,7
[a W)
G. Externo 60 1303,2 1201,2 1257,4 S22

Solear 60 1103,4 1078.,9 1091,0 6,0
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Voluntario n® 4:

Tabela B. 8: Apresentaciao dos valores maximo, minimo, média e desvio padriao dos dados do

voluntario n® 4.

.. L. L. Desvio
N Miaximo Minimo Média B
padrao
Tibial Anterior 60 1107,3 1077,0 1091,0 7,6
© G. Interno 60 660,8 636,9 647,8 7,2
W}
G. Externo 60 792,6 770,2 781,2 5,1
Solear 60 830,8 813,7 821,8 4.7
Tibial Anterior 60 11727 1090,2 11225 23,0
& G. Interno 60 1095,4 998,6 1046,5 31,8
W}
G. Externo 60 1383,6 1311,0 1355,4 21,2
Solear 60 1199,8 1115,2 1148,6 23,7

Voluntario n® 5:

Tabela B. 9: Apresentagiao dos valores maximo, minimo, média e desvio padriao dos dados do

voluntario n? 5.

.. L. L. Desvio
N Miaximo Minimo Meédia N
padrao
Tibial Anterior 60 3862,1 3701,7 3813,6 25,8
® G. Interno 60 3158,0 3035,5 3098,3 32,3
[a W}
G. Externo 60 3615,0 3472,0 3523,9 25,9
Solear 60 3593,2 3469,4 3562,6 17,5
Tibial Anterior 60 3906,5 3759,8 3841,2 41,3
& G. Interno 60 3965,0 3806,4 3914,1 39,2
[a W
G. Externo 60 4777,3 3935,7 4354,6 236,2
Solear 60 4731,9 4284.,4 4546,7 141,3
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Voluntario n® 6:

Tabela B. 10: Apresentagido dos valores maximo, minimo, média e desvio padriao dos dados do
voluntario n® 6.

Desvi
N  Méiximo  Minimo Média esvio
padrao
Tibial Anterior 60 966,9 947.5 953,2 2,7
® G. Interno 60 798,8 786,1 790,7 2,8
ol
G. Externo 60 9477 931,3 940,8 3,9
Solear 60 887,2 872,1 876,1 2,8
Tibial Anterior 60 1166,2 11151 1150,4 9.8
B G. Interno 60 1129,0 1092,0 1115,0 10,5
W}
G. Externo 60 1225,0 1144,7 1189,9 22,2
Solear 60 1211,5 1131,6 1172,7 23,7

Voluntario n® 7:

Tabela B. 11: Apresentagido dos valores maximo, minimo, média e desvio padriao dos dados do
voluntario n® 7.

(. . - Desvio
N Maximo Minimo Meédia N
padrao
Tibial Anterior 60 9984 983,6 988.,4 4,1
© G. Interno 60 13,7 684,6 697,3 8,5
=
G. Externo 60 833,0 800,4 811,6 9,7
Solear 60 807,4 761,0 78,7 13,5
Tibial Anterior 60 906,8 891,5 898,7 3,2
B G. Interno 60 915,4 861,3 886,0 15,3
[a W)
G. Externo 60 12884 1183,6 1236,3 31,7
Solear 60 1085,2 999,2 1041,2 23,2
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Os dados obtidos para o ganho percentual de cada individuo assim como os valores
méaximo, minimo, média dos ganhos dos sete voluntarios e desvio padrao sdo apresentados

em baixo:

Tabela B. 12: Valores obtidos de ganho percentual entre as fases pré e pés-exercicio para os

varios voluntarios.

o)
= g g E &
1 2 3 4 5 6 7 7 2 S BT
S s = A o
Tibial
K 14,1 3,3 11,0 8,8 -0,7 20,8 -8,9 20,8 -8,9 6,9 9,9
Anterior
Gémeo
32,6 40,9 55,5 71,5 25,3 42.5 32,1 71,5 25,3 429 15,9
Interno
Gémeo
42,0 29,2 54,6 76,1 33,4 30,9 60,8 76,1 29,2 46,7 17,7
Externo

Solear 36,6 33,6 38,1 46,9 32,7 38,6 40,8 46,9 32,7 38,2 4,8

Tabela B. 13: Valor médio de cada voluntario, nas fases pré e pés-exercicio para cada maisculo.

Tibial Anterior G. Interno G. Externo Solear
Voluntario

pré pos pré pos pré pos pré pos
1 1109,27 127779 790,80 1026,17 1052,07 1452,15 923,42 1198,25
2 1154,61 1196,80 745.42 1008,71 934,0 1150,57 815,44 1051,63
3 1200,10 1346,24 596.37 891,98 853,5 1257,44 797,6 1090,96
4 1091,03 1122,47 647.76 1046,49 781,18 1355,43 821,77 1148,59
5 3813,62 384117  3098.3 391414  3523.88  4354,61  3562,58  4546,67
6 953,22 1150,42 790.7 1115,01 940,.79 1189,86 876,06 1172,68
7 988,42 89,.71 697.33 886,01 811,63 1236,25 778,67 1041,22

94



Ana Rita Justo Pereira

Anexo C

Aquisicoes na sessao BOLD e T,

Neste anexo sdo apresentados os tempos de inicio de cada sequéncia e a ordem de aquisi¢ao
seguida , em funcao do voluntario. Em relagdo a duracao das sequéncias, a DP demorou 6

minutos, a Ty 5min05s e a BOLD 3min48s.
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Tabela C. 1: Tempos iniciais de cada sequéncia, consoante o voluntario.

Processamento de Imagens BOLD de Ressonancia Magnética do Musculo

1 2 3 4 5 6 7
Thsin 22:05:18 20:46:07 20:46:53 22:34:20 21:25:50 22:10:42 20:32:35
T, Tnt 22:11:14 20:52:08 20:53:14 22:40:16 21:32:54 22:16:43 20:38:32
22:17:22 20:44:392
20:58:09 20:59:41 22:46:22 21:40:09 22:22:38
DP Sup 22:25:31 0:52:59
DP Inf 22:32:17 21:04:58 21:07:00 22:53:09 21:46:00 22:29:31 20:59:41
BOLD 22:39:33 21:12:47 21:14:13 23:01:13 21:51:49 22:36:38 21:07:22
Sup
BOLD 22:44:15 21:17:22 21:18:58 23:05:56 21:56:26 22:41:21 21:11:50
Inf
BOLD 22:53:29 21:24:38 21:28:09 23:15:22 22:06:31 22:46:25 21:16:39
Sup
BOLD 22:58:56 21:30:05 21:32:45 23:19:54 22:11:12 22:54:52 21:27:00
Inf
T, Sup 23:03:29 21:34:42 21:37:24 23:24:29 22:15:50 22:59:31 21:31:55
T, Tnt 23:09:16 21:40:28 21:43:11 23:30:15 22:21:37 23:05:17 21:37:42
DP Sup 23:15:11 21:46:17 21:49:04 23:36:01 22:27:27 23:11:08 21:43:29
DP Inf 23:21:58 21:53:09 21:56:21 23:42:49 22:34:19 23:18:02 21:50:17
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