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REsumo

A capacidade de realizar um movimento voluntario é considerada fundamental para a
natureza humana. Contudo, e apesar da sua importancia, a compreensao dos mecanismos
neuronais subjacentes a sua preparagao ainda nao é clara.

Neste estudo, foram examinados os sinais de fMRI, do inglés: functional Magnetic
Resonance Imaging, de 25 sujeitos saudaveis, através de uma analise localizada no tempo
da conetividade funcional, onde se calcularam 3 componentes da coeréncia de Wavelet:
magnitude, fase e phase-locking, para 32 regides cerebrais. Cada sujeito realizou 3 tarefas:
repouso, movimento (pressao de um botao) em livre-arbitrio e induzido por um estimulo
visual, sendo assim possivel comparar as redes neuronais envolvidas em cada uma. Para a
obtengdo destas comparagoes, e das respetivas medidas topoldgicas de grafos, foi utilizado
o software GraphVar. Um ultimo objetivo consistiu no estudo da relacao entre os sinais de
fMRI e do intervalo entre picos R do sinal cardiaco, adquirido simultaneamente. Dado o
forte papel das oscilagoes lentas (<0.1 Hz) na iniciacao de movimentos voluntarios, todas
as metodologias foram aplicadas segundo 3 bandas de frequéncia diferentes: 0.01-0.027
Hz, 0.027-0.073 Hz e 0.07-0.13 Hz.

Os resultados obtidos nas comparagoes entre tarefas revelaram uma grande seme-
lhanca entre a medida de magnitude e phase-locking, sugerindo que quando dois sinais
estao bastante sincronos numa dada janela temporal, ou seja, houve pouca variagao da
fase, também apresentam uma elevada magnitude da coeréncia. De todas as regides cujas
conexoes eram mais significativas em movimentos voluntarios, houve grande destaque do
talamo e da parte opercular do giro frontal inferior ipsilaterais. Relativamente a medida
de fase, foi observado um forte padrao de alternancia entre inibigao e excitacao em ambos
os hemisférios de cada regiao. Na relagao entre os sinais de fMRI e cardiaco, confirmou-se
a ativacao de regioes envolvidas no controlo da funcao cardiovascular, como é o caso da
insula. De um modo geral, os resultados demonstraram a utilidade destas medidas de
conectividade funcional para a elucidagao do papel das oscilagdes lentas na preparacao e

execucao de movimentos voluntarios.

Palavras-chave: Movimento voluntario, Oscila¢oes lentas, fMRI, Coeréncia de Wavelet,

Circuitos neuronais, Teoria de grafos, Sinal cardiaco.
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ABSTRACT

The ability to perform a voluntary movement is considered crucial to human nature. How-
ever, despite its importance, the understanding of the neuronal mechanisms underlying
its preparation is still unclear.

In this study, the functional Magnetic Resonance Imaging (fMRI) signals of 25 healthy
subjects were examined through a time-domain analysis of functional connectivity, where
3 components of Wavelet coherence were calculated: magnitude, phase and phase-locking,
for 32 brain regions. Each subject performed 3 tasks: rest, movement (button press) in
free will and induced by a visual stimulus, enabling the comparison of the neural net-
works involved in each one. To obtain these comparisons, and their topological measure-
ments of graphs, the GraphVar software was used. A final goal was to study the coupling
between the oscillations of the fMRI and heart rate beat-to-beat interval (acquired simul-
taneously) signals. Given the strong role of slow oscillations (<0.1Hz) in the initiation of
voluntary movements, all methodologies were applied according to 3 frequency bands:
0.01-0.027Hz; 0.027-0.073Hz; 0.07-0.13Hz.

The results obtained in the comparisons between tasks revealed a great similarity
between the measure of magnitude and phase-locking, suggesting that when two signals
are very synchronous in a given time window, that is, there was little variation of phase,
they also present a high magnitude of coherence . Of all the regions whose connections
were more significant in voluntary movements, there was great prominence of the right
partitions of thalamus and pars opercularis of the inferior frontal gyrus. Regarding the
phase measurement, a strong pattern of alternation between inhibition and excitation
was observed in both hemispheres of each region. In the relationship between fMRI and
cardiac signals, the activation of regions involved in the control of cardiovascular function
was confirmed, as is the case of insula. Globally, the results demonstrated the usefulness
of these measures of functional connectivity to elucidate the role of slow oscillations in

the preparation and execution of voluntary movements.

Keywords: Voluntary movement, Slow oscillations, fMRI, Wavelet coherence, Neural

circuits, Graph theory, Cardiac signal.
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pressionar um botao sempre que sentissem vontade de o fazer, e ainda, pela
observagao de um reldgio, cujo ponteiro rodava a uma velocidade de 2.5 s por
rotacao, tentassem memorizar a posicao deste no momento em que sentiram
pela primeira vez a intengao de agir. Este preciso momento da tomada de
consciéncia foi designado por w-time, e era relatado depois do movimento ter
ocorrido. Os resultados obtidos mostraram que em média, o w-time foi de 200
ms, aproximadamente. Ao comparar este valor com o comeco do RP (entre
1-2 s antes do movimento), concluiu-se que os movimentos voluntarios eram
iniciados por processos mentais inconscientes, muito antes de surgir a vontade
de agir. Adaptadode [2]. . . . . . ... ..

Redes neuronais do movimento voluntario. A primeira rede (imagem da es-
querda) comega nos ganglios basais e cortex pré-frontal, que em seguida trans-
mitem informacgao para a pre-SMA, e desta para o M1, por meio da SMA. Na
segunda rede (imagem da direita), a informacao vinda do S1 é transmitida
para representagoes de nivel intermediario no cértex parietal, e dai, para a

parte lateral do cortex pré-motor, que se projeta para M1. Adaptado de [2]. .

Na imagem da esquerda € possivel observar a conversao da magnetizagao lon-
gitudinal, M, (a vermelho), para a magnetizacao transversal, My, (a roxo),
apos a aplicacao do pulso RF de 90°, na frequéncia de Larmor. Posteriormente,
a M, ficara a precessar no plano xy, induzindo um sinal na bobina recetora
(imagem central). Assim que o pulso RF é desligado, esse sinal, também desig-
nado por FID (imagem da direita), que possui varia¢des positivas e negativas
a medida que oscila na frequéncia de Larmor, vai decaindo ao longo do tempo

devido a perda de coeréncia de fase. Adaptadode [29]. . . . .. ... ... ..

Ilustracao do Relaxamento Longitudinal. Ao ser aplicado um pulso RF de 90°,
a magnetizagao longitudinal (M,) passa do seu valor maximo de equilibrio
para M, = 0. Em seguida, a recuperagao de M, para o equilibrio ocorre expo-
nencialmente, através da constante de relaxacao T1. Passado um intervalo de

tempo igual a T1, 63 % de M, é recuperado. Adaptadode [29]. . .. ... ..
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T2%, ao longo do tempo. O decaimento T2* da-se mais rapidamente que o T2,
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do sangue venoso devido a presenca de dHb (imagem com tom mais escuro).
No entanto, assim que ocorre um aumento da concentracao de HbO,, pela su-
bida do fluxo sanguineo na regiao ativada, da-se um aumento do sinal BOLD,
tornando a imagem mais clara. Adaptadode [36]. . . . . ... ... ... ...
I[lustragao da resposta BOLD a um estimulo tnico, onde se pode observar o
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Representagao grafica da resposta BOLD modelada (imagem da direita) pela
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de [43] . . .
Representacao 3D dos 3 tipos de conetividade cerebral (em cima) e respetivas
matrizes de conetividade (em baixo), onde as linhas e colunas irao representar
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Anatémica. (B) Conetividade Funcional. (C) Conetividade Efetiva. Adaptado
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2.10 Representagao da conetividade cerebral como um grafo. Os nés dizem respeito

2.11

as regides cerebrais, e as conexdes as ligagoes entre duas regides. Adaptado de

Ilustracao de algumas medidas topoldgicas de grafos. As medidas de integra-
¢ao sao baseadas em comprimentos do caminho curtos (a verde), enquanto que
as medidas de segregacao baseiam-se na maior parte das vezes em triangu-
los (a azul) mas também incluem a decomposi¢ao em moddulos (forma oval).
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no tamanho e nimero dos caminhos mais curtos entre nds. Os hub (a preto)
assentam muitas vezes num alto numero de caminhos curtos. Padroes de co-
netividade local sao quantificados por motivos de rede (a amarelo). Adaptado
de [50]. . . .o
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CapriTULO

INTRODUCGAO

Um dos problemas classicos que mais tem suscitado diversos debates por neuroci-
entistas em todo o mundo relaciona-se com a iniciagao de movimentos voluntarios por
livre-arbitrio. Sabe-se que o controlo voluntario esta na origem da nogao que temos de nos
mesmos, e que as incapacidades de o detetar ou expressar sao sintomas de varias doencas
psiquiatricas e neuroldgicas, como a esquizofrenia e a sindrome do membro fantasma [1],
[2]. No entanto, e apesar da sua importancia, a compreensao dos mecanismos neuronais
que dao origem a este tipo de movimentos ainda nao é totalmente clara, o que se deve, em
grande parte, a dificuldade do seu estudo a nivel experimental, por serem independentes

de um estimulo externo.

Com o enorme desenvolvimento de técnicas nao-invasivas nas ultimas décadas, ou
nao fosse este um dos empreendimentos cientificos mais importantes em Medicina e
Engenharia Biomédica (tal como se pode verificar pelo grau de prioridade, e grande
financiamento que lhe tém sido concedidos na Unido Europeia e EUA [3]), tornou-se
possivel identificar os circuitos neuronais envolvidos na preparagao destes movimentos,
o que tem levado a um maior entendimento dos respetivos processos cerebrais. De entre
as regioes cerebrais que mais se destacam na bibliografia existente pela sua envolvéncia na
iniciagao de acdes voluntarias, estio a Area Motora Suplementar, o Cértex Motor Primério,

a Insula e o Cingulo Anterior [4].

A imagem por Ressonancia Magnética funcional, do inglés, functional Magnetic Reso-
nance Imaging (fMRI), que esta entre uma das modalidades mais utilizadas pela comu-
nidade cientifica, tem vindo a dar um forte contributo na identificacao destes circuitos
cerebrais, através da utilizacado de um método, denominado Blood Oxygenation Level De-
pendent (BOLD). Este método possibilita o mapeamento funcional da atividade neuronal
pelo estudo de alteragdes no nivel de oxigenagao do sangue, e tem a capacidade de re-

fletir a forma como diferentes regidoes do cérebro comunicam eficientemente entre si, na
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realizacao de certas tarefas, ou mesmo durante o repouso [5]. Surge assim o conceito “co-
netividade”, que caracteriza esta abordagem do cérebro como um sistema de elementos
interligados, ou seja, de regides cerebrais, que interagem dinamicamente. Desta forma, o
seu estudo veio facilitar a clarificacao de processos cerebrais de nivel mais elevado, como
a memoria, a cognicao e o raciocinio, e ainda, de diversas fisiopatologias cerebrais, como
a doenca de Parkinson, Alzheimer, entre outras [6].

Diversos estudos de fMRI no estado de repouso tém demonstrado que as oscila¢des
que se observam no sinal BOLD apresentam frequéncias dominantes entre 0.01 e 0.1 Hz.
Contudo, estas oscilacdes de baixa frequéncia também foram detetadas noutros sinais
fisiologicos como na pressao sanguinea (ondas Mayer), frequéncia cardiaca e sinal de Ele-
troencefalografia (EEG), sendo que a sua origem, entre neuronal e vascular, tem sido alvo
de grande debate. Em particular, foram encontradas evidéncias que demonstraram que
a intengao de realizar movimentos voluntarios em livre-arbitrio ndo surge da atividade
cerebral sozinha, uma vez que € influenciada por oscilagoes cardiovasculares nesta banda

de frequéncia [7].

1.1 Objetivos

A presente tese foi realizada maioritariamente no Instituto de Biofisica e Engenharia
Biomédica (IBEB), e teve como principal objetivo o estudo da conetividade funcional de
baixa frequéncia, durante a execucao de uma tarefa de movimento voluntario, onde se
pretendia obter comparagoes entre os circuitos neuronais ativos nesta tarefa, com outras
associadas ao repouso e movimento impulsionado por um estimulo. Para tal, analisaram-
se os dados de fMRI de 25 individuos saudaveis, que foram disponibilizados através de
uma colaboracao com a Universidade Técnica de Graz, na Austria. Cada individuo foi
sujeito a dois ensaios, A e B, e trés tarefas distintas: repouso, movimento livre (em que
teria de pressionar um botao sempre que sentissem vontade de o fazer) e movimento
(pressao do mesmo botao) solicitado por um estimulo visual periédico.

A realizagao desta tese enquadra-se no seguimento de teses anteriores, cujos objetivos
eram o mesmo que esta, distinguindo-se na medida da coeréncia da transformada de
Wavelet aplicada, ja que numa foi utilizada a magnitude, e noutra o phase-locking. O
estudo presente diferencia-se dos precedentes por fazer uma analise localizada no tempo,
em vez de usar toda a série temporal BOLD, e ainda, pelo calculo das diferencas de fase
da coeréncia de Wavelet.

Primeiramente, foi necessario calcular os valores de coeréncia da transformada de
Wavelet localizados no tempo, para diferentes conjuntos de regides cerebrais e trés ban-
das de frequéncia, 0.01-0.027 Hz, 0.027-0.073 Hz e 0.07-0.13 Hz, segundo trés medidas
diferentes: magnitude, phase-locking e fase. Por fim, utilizou-se um software denominado
GraphVar que, através dos valores de coeréncia adquiridos anteriormente, permitiu a rea-

lizagao de testes estatisticos necessarios para a extragao das conclusdes pretendidas sobre

2



1.2. RESUMO DOS CAPITULOS

o objetivo inicial. Para além disso, este software também foi utilizado para caracterizar as
redes neuronais obtidas, através do calculo de diferentes medidas topologicas de grafos.
Um ultimo objetivo deste trabalho baseou-se no estudo da interagao entre as oscilagoes
lentas do sinal BOLD e as oscilagoes do intervalo de batimentos cardiacos da frequéncia
cardiaca, por forma a identificar quais as regioes cerebrais onde as diferencas significati-
vas entre a tarefa de movimento livre e as tarefas de repouso, sao influencias pelo sistema

cardiovascular.

1.2 Resumo dos capitulos

Esta tese esta organizada em 4 capitulos principais:

* Capitulo 2 (‘Contetidos tedricos’): contém uma revisao da literatura sobre o tema,
assim como de todos os conceitos associados ao mesmo, onde se distingue 3 grandes
seccoes: uma referente aos principios fisicos da fMRI; outra sobre estudos do mo-
vimento voluntario e respetivos circuitos neuronais; e por fim, uma descricao dos
diferentes tipos e medidas de conetividade cerebral, e ainda, das métricas topologi-

cas de grafos.

* Capitulo 3 (‘Materiais e Métodos’): descreve os procedimentos experimentais, sujei-
tos e protocolo de aquisi¢cao dos dados de fMRI que serao analisados, e ainda, todas

as metodologias implementadas.

* Capitulo 4 (‘Resultados e Discussao’): inicialmente serao apresentados os resultados
obtidos (e respetivas observagoes), e posteriormente, sera feita uma analise dos

mesmos com base na bibliografia existente.

* Capitulo 5 (‘Conclusao e Trabalho futuro’): por fim, e como o préprio nome indica,
contém as conclusoes finais de toda a tese e perspetivas para trabalhos futuros

relacionados com este tema.






CapriTULO

ConNnTEUDOS TEORICOS

Neste capitulo sera apresentada uma revisao da literatura sobre o tema, assim como de
todos os conceitos associados ao mesmo. Esta dividido em 3 grandes secgoes: a primeira
relaciona-se com os estudos do movimento voluntério e respetivos circuitos neuronais; a
segunda descreve os principios fisicos da fMRI; e a terceira, contém uma descrigao dos
diferentes tipos e medidas de conetividade cerebral, e ainda, das métricas topologicas de
grafos.

2.1 Movimento voluntario

A capacidade de realizar um movimento voluntario é considerada fundamental para
a natureza humana [2]. Todos nds temos a forte conviccao de que exercemos o controlo
voluntario sobre as nossas agoes, e que sao as decisoes conscientes destas que nos le-
vam a agir. Ao mesmo tempo, assume-se que estas mesmas acoes, resultam da atividade
neuronal nas areas cerebrais pré-motoras e motoras [8].

O facto de os movimentos voluntarios serem independentes de um estimulo, tem
complicado o seu estudo a nivel experimental, ja que envolve um fenémeno intrinseco
a um organismo e invisivel a um observador [9]. A solucao encontrada por muitos neu-
rocientistas para este problema, foi dar a cada participante do estudo experimental uma
instrucao ou estimulo que apenas determinasse o que este teria de fazer, em uma destas
trés maneiras: o participante realiza uma acao pré-determinada, mas escolhe quando
pretende fazé-la (como foi feito no estudo efetuado para a obtencao dos dados desta tese);
o participante realiza uma a¢ao num tempo especifico, mas escolhe qual o nimero de
acOes que realiza; ou o participante escolhe se pretende ou nao realizar a agao [2]. Assim,
a informacgao necessaria a realizagao do movimento era, obrigatoriamente, gerada pelo

proprio sujeito, tal como pretendido. No entanto, e apesar das grandes descobertas feitas
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neste campo, compreender os mecanismos neuronais subjacentes a preparagao destes
movimentos, tem sido um desafio de longa data para a Neurociéncia [10].

Em 1964, Kornhuber e Deecke descobriram uma atividade eletroencefalografica lenta
(frequéncia inferior a 1 Hz), e negativa, antecedendo um movimento voluntario (fletir
um dedo livremente no tempo) entre 1 a 2 s, que designaram como Bereitschaftpotential,
ou Readiness Potential (RP) [11]. Este sinal de EEG foi interpretado como um indicador
do processo de preparacao de movimentos voluntarios (condi¢ao necessaria para estes
ocorrerem), e podia ser dividido em duas componentes, parte inicial e final. Estas, por
sua vez, sao encontradas em areas cerebrais distintas, e influenciadas por diferentes fa-
tores como a complexidade e o tipo (fixo ou ndao) do movimento, respetivamente [12].
Assumindo-se assim a existéncia de pelo menos dois processos diferentes associados a
estas duas componentes. A parte inicial, que comeca aproximadamente 2 s antes do movi-
mento, pode ser localizada bilateralmente nas areas motoras pré-suplementar, do inglés,
Pre-Supplementary Motor Area (pre-SMA), e suplementar, do inglés, Supplementary Motor
Area (SMA). A parte final, por sua vez, s6 surge 400 ms antes do movimento ser iniciado, e
ocorre no cortex pré-motor e motor contralateral. A lateralizagao desta Gltima parte é uti-
lizada para calcular o Lateralized Readiness Potential (LRP), e esta associada a preparagao
do movimento especifico da mao, aparecendo depois da tomada de consciéncia [13].

Por ter sido a primeira evidéncia neurofisioldgica de preparacao do movimento no
cérebro humano, esta descoberta gerou uma vasta e significante pesquisa nesta area: desde
estudos clinicos de pacientes com distirbios do movimento, como por exemplo na doenca
de Parkinson [14], até estudos sobre a consciéncia e livre-arbitrio, como a conhecida
experiéncia de Libet et al.[15], que tem sido, até a data, uma das aplica¢cdes do RP mais
interessantes. Nesta experiéncia, como é possivel observar na figura 2.1, foi pedido aos
participantes que pressionassem um botao sempre que sentissem vontade de o fazer, e
ainda, pela observagao de um reldgio, cujo ponteiro rodava a uma velocidade de 2.5 s por
rotagao, tentassem memorizar a posi¢ao deste no momento em que sentiram pela primeira
vez a intencao de agir. Este preciso momento da tomada de consciéncia foi designado por
w-time, e era relatado depois do movimento ter ocorrido. Os resultados obtidos mostraram
que, em média, o w-time foi de aproximadamente 200 ms. Ora, tendo em conta que o RP
comeca entre 1-2 s antes do movimento, concluiu-se que os movimentos voluntarios
sao iniciados por processos mentais inconscientes, muito antes de surgir a vontade de
agir. Libet e os colegas, sugeriram ainda, que este intervalo de tempo entre o w-time e
a realizagao do movimento, permitia que o proprio individuo pudesse inibir, de forma
consciente, uma acao iminente antes da sua execucao.

Ao mostrar que a intengao consciente nao podia ser a causa da preparagao neural e do
proprio movimento, foi considerada como uma prova neurocientifica contra o conceito
de livre-arbitrio, dando assim inicio a longos e controversos debates em torno deste tema
[16]. Para além disso, e apesar de ter sido bastante replicada, esta experiéncia foi alvo
de muitas criticas, principalmente pela subjetividade imposta pelo w-time, que podera

levar a que este nao seja de confianga. Um exemplo disso relaciona-se com a forma como
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1 Observar reldgio 2 Anotar a posicdio do reldgio 3 Realizar agdio 4 Relatar a posiciie do religio
no momento em gue surge no momento da intencio
aintencGo consciente comscente

o)

Readiness potertial (pv)

Tempaols)

Figura 2.1: Ilustracao da experiéncia de Libet et al.. Os participantes foram solicitados a
pressionar um botao sempre que sentissem vontade de o fazer, e ainda, pela observacao
de um reldgio, cujo ponteiro rodava a uma velocidade de 2.5 s por rotagao, tentassem
memorizar a posi¢ao deste no momento em que sentiram pela primeira vez a inten¢ao
de agir. Este preciso momento da tomada de consciéncia foi designado por w-time, e era
relatado depois do movimento ter ocorrido. Os resultados obtidos mostraram que em
média, o w-time foi de 200 ms, aproximadamente. Ao comparar este valor com o comego
do RP (entre 1-2 s antes do movimento), concluiu-se que os movimentos voluntarios eram

iniciados por processos mentais inconscientes, muito antes de surgir a vontade de agir.
Adaptado de [2].

o participante divide a aten¢ao entre o reldgio e a propria preparagao motora, que podera
conduzir a obtencao de resultados diferentes. Haggard salienta ainda que a verdadeira
acao voluntaria proveio da tomada de decisao inicial do participante de fazer parte do
estudo, e por isso, os processos decorrentes desta acao, ao contrario da vontade de agir, é

que permitem a aquisi¢ao dos dados experimentais [2].

Esta interpretacao classica de que o RP esta diretamente relacionado com a preparacao
do movimento, e que a decisao para a sua realizacao ja foi iniciada inconscientemente por
processos neuronais, foi desafiada por novas evidéncias, que vieram provar o contrario.
Por exemplo, Haggard e Eimer utilizaram a correlagao temporal para investigar a hipdtese
do RP estar na base da intengao consciente de agir [17]. Os seus resultados demonstraram
que ao contrario do proprio RP, o LRP era um melhor candidato para o processo cerebral

relacionado com a inten¢ao motora. Conclusoes essas que também estao em concordancia
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com o estudo de Trevena e Miller [13].

Outros estudos mostraram ainda que o RP podera ser encontrado na auséncia de
planeamento e execu¢ao dos movimentos: em 2010, Trevena e Miller mostraram que o
RP nao dependia da decisao para realizar um movimento, ja que nao foram encontradas
diferencas entre uma decisao para mover e outra para nao mover [18]. Mais recentemente,
Alexander et al. realizaram uma experiéncia parecida a de Libet et al., onde os participan-
tes teriam de escolher 1 de 4 letras colocadas dentro de um rel6gio, e memorizar a posigao
deste no momento da tomada de decisao. Nalguns ensaios os sujeitos apenas tinham de
tomar a decisao, enquanto que noutros, teriam de tomar a decisao e ainda pressionar
um botao. Verificou-se que ambos os casos eram antecedidos pelo RP, e que este nao se
distinguia entre os ensaios com, e sem resposta motora [19]. Estudos como estes mostram
assim que o RP nao reflete uma preparagao motora, mas sim, um sinal neural do processo
de decisao [16], e que devido a fraca relagao causal entre o inicio da atividade cerebral e o
tempo da intenc¢ao consciente de agir sugerem que o RP reflete processos independentes
do livre-arbitrio e consciéncia [20].

Em 2012, um estudo realizado por Schurger et al. veio aumentar as evidéncias em
relacao a esta interpretagao anterior do RP, pela implementagao de um modelo de decisao
estocastica [21]. Esta decisao, que ocorre por volta de 150 ms antes do movimento, estava
associada a flutuacoes estocasticas em curso na atividade neural, e s6 acontecia se estas
atingissem um determinado limiar. Como é possivel ver pelo tempo em que esta decisao se
sucede, verifica-se que o w-time referido na experiéncia de Libet et al. (aproximadamente
200 ms) esta em concordancia com este modelo, o que permitiu resolver o problema
do livre-arbitrio, ja que a parte do RP correspondente a antes do w-time nao esta mais
associada a preparagao do movimento. O facto de processos cognitivos e motivacionais
terem uma contribuicao no RP, é também outro indicador de que este nao representa um
sinal neural de preparagao do movimento, sendo que um dos estudos que provou isso foi
o de Rigoni et al., onde se comparou um grupo de individuos cuja crenga no livre-arbitrio
foi reduzida através de informagoes especificas, com outro grupo que nao recebeu esta
informacao [22]. Foi verificado que o primeiro grupo apresentava um sinal de RP de
amplitude inferior ao segundo, entre 1300 ms e 600 ms antes da pressao do botao, o que
na verdade corresponde a componente inicial deste.

Outra interpretacao do RP foi proposta mais recentemente por Schmidt et al., desig-
nada por Slow Cortical Potential Sampling Hipothesis (SCPSH), que sugeria que os movi-
mentos voluntarios eram facilitados, ou impedidos, por flutuagdes continuas dos potenci-
ais corticais lentos (<1 Hz), uma vez que estes eram mais provaveis de ocorrer em declives,
ou picos, negativos destas flutuagdes [16]. Assim, principalmente a parte inicial do RP,
era considerada como um modulador da inicia¢ao do movimento, e nao um fator causal
necessario para este ocorrer.

Depois da realizagao da experiéncia de Libet et al., diversos estudos comegaram por
investigar a base neuronal da intengao consciente. Por exemplo, Soon et al., através da

utilizacao da fMRI, descobriram que o resultado de uma decisao, neste caso, escolher
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com qual das maos iria ser realizado o movimento, podia ser codificado na atividade
cerebral dos cortices pré-frontal e parietal, até 10 s antes de entrar em consciéncia [23].
Concluiram assim, que este intervalo de tempo poderia estar associado ao funcionamento
de uma rede de areas cerebrais de controlo de alto-nivel, responsaveis por preparar a

decisao de agir muito antes de esta ser consciente.

2.1.1 Redes neuronais ativas nos movimentos: livres e impulsionados por

estimulo

A identificacao de redes de areas cerebrais responsaveis pela preparacao e planea-
mento de movimentos voluntarios, mostrou ser a melhor prova neurocientifica contra
interpretagoes retrospetivas, em que estes eram iniciados pela inten¢ao consciente de agir.
Para além disso, a ideia de que as a¢Oes voluntarias sao de certa forma especiais, é apoiada
por evidéncias de vias neuronais distintas associadas as ag¢oes voluntarias e impulsiona-
das por estimulos, em que certas areas motoras corticais apresentam preferéncia por uma
dessas agoes [24].

Em 2008, Haggard sugeriu a existéncia de duas redes neuronais envolvidas no movi-
mento voluntario (ver figura 2.2) [2]. A primeira rede inicia-se na pre-SMA, que por sua
vez, recebe informacao dos ganglios basais e do cortex pré-frontal, e termina no Cortex
Motor Primario (M1), por meio da SMA. Na segunda rede, a informagao vinda do Cértex
Sensorial Primario (S1) é transmitida para representacdes de nivel intermediario no cor-
tex parietal, e dai, para a parte lateral do cortex pré-motor, que se projeta para M1. Apesar
de ambas as redes neuronais serem importantes para as acoes voluntarias, a segunda rede
esta mais ligada a situagdes em que é necessario agir imediatamente, como por exemplo,
na escolha entre a¢oes alternativas, ao contrario da primeira, em que nao ha qualquer
instrucao imediata para iniciar o movimento.

O papel da SMA e pre-SMA, na preparagao de movimentos voluntarios foi demons-
trado quando se identificou estas areas como fontes principais da parte inicial do RP,
enquanto que o M1 contralateral, estava associado a parte final deste [12]. Diversos es-
tudos tém vindo a comprovar que a atividade na pre-SMA antecede a da SMA, que por
sua vez, antecede a do M1. Por exemplo, Cunnington et al., através de uma analise de
correlagao dos dados de fMRI, verificaram que a atividade da SMA antecede a do M1, em
0.52 s (valor médio) [25].

Num estudo realizado em 2002, Cunnington et al. utilizaram a fMRI para examinar
a localizacao espacial e os tempos relativos de ativacao de areas cerebrais envolvidas nos
movimentos voluntarios, e impulsionados por estimulos [26]. Os resultados obtidos, de-
monstraram que em ambos os movimentos houve ativacao das areas motoras mediais,
incluindo a pre-SMA, a SMA e o cortex cingulado rostral, assim como ativa¢ao nos cor-
tices insular, parietal superior e motor primario contralateral. No entanto, verificou-se
que os ganglios basais s6 foram ativos no movimento voluntario, salientando-se assim,

o papel destes neste tipo de agoes. Relativamente aos tempos de ativacao, foi observado
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. . Cartex Motor
—Area Motora Suplementar Cortex Primério
/ Pré-motor

. / Cortex Sensorial Primario
Area Motora / — Cortex Motor Primério

Pré-suplementar \ Cortex Parietal

Cortex Sulco Intraparietal

Pré-frontal

Figura 2.2: Redes neuronais do movimento voluntario. A primeira rede (imagem da
esquerda) comeca nos ganglios basais e cortex pré-frontal, que em seguida transmitem
informacao para a pre-SMA, e desta para o M1, por meio da SMA. Na segunda rede
(imagem da direita), a informacgao vinda do S1 é transmitida para representagoes de nivel
intermediario no cortex parietal, e dai, para a parte lateral do cortex pré-motor, que se
projeta para M1. Adaptado de [2].

que a resposta hemodinamica da pre-SMA comecou significativamente mais cedo nos
movimentos voluntarios, em compara¢ao com os movimentos impulsionados por esti-
mulo. Sendo mais uma evidéncia do envolvimento desta area nos processos cerebrais de

preparacgao de agoes voluntarias.

Nguyen et al. investigaram a interacao entre a atividade neuronal da SMA e do cértex
cingulado medial anterior, do inglés, Anterior Mid-Cingulate Cortex (aMCC), na prepara-
¢ao de movimento voluntarios, através da aquisicao simultanea de dados de EEG e fMRI
[10]. Pela analise dos resultados, verificaram que estas areas possuem conexoes reciprocas
fortes, que agem para sustentar a atividade uma da outra, e que essas mesmas intera-
¢Oes eram mediadas pela amplitude do RP. Desta forma, concluiram que a conectividade
efetiva entre estas regioes esta subjacente ao seu contributo funcional na preparacgao de

movimentos voluntarios.

O papel das oscilacoes lentas na iniciagao do movimento voluntario, assim como a
conectividade funcional entre a insula e SMA, foram estudados por Pfurtscheller et al.
no ano de 2014, através da andlise dos valores de coeréncia da transformada de Wavelet
dos sinais BOLD de fMRI [4]. Os resultados demonstraram que as oscila¢des lentas destes
sinais (banda de frequéncia entre 0.07 e 0.13 Hz) na insula, antecediam as da SMA, entre
0.5 e 1 s. Sugerindo assim que as oscilacoes hemodinamicas lentas nestas duas areas,

poderao condicionar a iniciagdo do movimento voluntario.
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2.1. MOVIMENTO VOLUNTARIO

2.1.1.1 Circuitos neuronais obtidos em teses anteriores

Como ja mencionado inicialmente, os dados utilizados nesta tese ja foram previamente
analisados no contexto de outras teses, no entanto, e contrariamente ao estudo presente,
nao fizeram uma analise localizada no tempo, mas sim de toda a série temporal BOLD.
Os resultados relativos a cada tese serao apresentados na forma: "Tarefal"> "Tarefa2", o
que significa que a "Tarefal"apresenta maior medida de conetividade que a "Tarefa2".

Uma dessas teses foi realizada por Joao Gens dos Santos desde o final de 2015, até
ao inicio de 2016, onde este utilizou o phase-locking como medida de conetividade [27].
Para além disso, foi somente analisada uma banda de frequéncia, de 0.07 a 0.13 Hz, e um
conjunto de regioes cerebrais do atlas Automated Anatomical Labeling (AAL). Quanto aos

resultados obtidos, verificou-se que as comparagoes entre tarefas ("Repouso”, "Movimento

Livre", "Movimento com estimulo") que apresentaram conexdes significativas foram:

* "Repouso">"Movimento Livre"- fortes conexdes no hemisfério esquerdo entre a
insula e as regides do calcarino, cingulo anterior, precuneus, M1 e SMA. Outras
ligagoes também foram encontradas associadas ao cingulo posterior e medial, S1 e

ganglios basais (ntcleo caudado e putamen).

* "Repouso’e "Movimento Livre"<"Movimento com estimulo"- verificou-se um grande
numero de ligacoes entre regides do coértex motor como a SMA, M1 e S1, do cortex
visual, como o calcarino, e ainda, no nucleo caudado dos ganglios basais e insula. A

maior parte destas conexoes encontrava-se no hemisfério esquerdo.

A tese realizada na sequéncia da anterior foi feita por Joao Calisto durante o ano de
2016, onde este estudou a magnitude da coeréncia num conjunto de regioes do atlas
AAL [28]. A sua analise foi baseada em 3 bandas de frequéncia distintas: 0.06-0.10 Hz,

0.07-0.13 Hz e 0.10-0.16 Hz, obtendo-se os seguintes resultados mais significativos:

* Banda de frequéncia de 0.06-0.10 Hz: relativamente a comparacao "Movimento
Livre"> "Movimento com estimulo'no ensaio A, verificaram-se fortes conexdes entre
ainsula e as regioes: M1, SMA, calcarino, precuneus e parte opercular do giro frontal
inferior, tudo no hemisfério esquerdo. O precuneus também apresentou ligagoes
com a SMA, cingulo medial, M1 e parte opercular do giro frontal inferior. No ensaio
B salientou-se o envolvimento no cingulo anterior esquerdo com a insula e a parte
opercular do giro frontal inferior nos hemisférios esquerdo e direito, respetivamente.
Quanto as comparagdes "Repouso"> "Movimento Livre"foi destacada a regiao do
cingulo posterior esquerdo que apresentou conexoes significativas com areas do
mesmo hemisfério, como o M1, parte opercular do giro frontal inferior, SMA, insula,
precuneus e cingulo anterior (este também no hemisfério direito). A comparagao
oposta revelou a presenca de conetividade entre o precuneus e areas como a insula,

o M1 e a parte opercular do giro frontal inferior, no hemisfério direito.
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* Bandade frequéncia de 0.07-0.13 Hz: nas comparagoes onde "Repouso">"Movimento
Livre", verificou-se que os resultados foram mais ou menos semelhantes aos anteri-
ores, destacando-se novamente o cingulo posterior. Quanto ao "Movimento Livre">
"Movimento com estimulo'as iinicas conexdes significativas foram entre o precu-
neus e a insula, e entre esta e a SMA e M1. Acrescentando a estas houve ainda
ligagoes entre o cingulo medial direito e o cingulo posterior de ambos os hemisfé-

rios.

* Banda de frequéncia de 0.10-0.14 Hz: de um modo geral, e comparativamente
as bandas de frequéncia anteriores, os resultados apresentaram conexdes menos
significativas, exceto para o cingulo posterior esquerdo que permaneceu bastante

ativo com outras regides do mesmo hemisfério.

2.2 Imagem por Ressonancia Magnética

A imagem por Ressonancia Magnética, do inglés, Magnetic Resonance Imaging (MRI), é
uma técnica de diagnodstico ndo invasiva, que permite a obtengao de imagens anatémicas
de elevada resolugao e sensibilidade ao contraste entre diferentes tecidos moles do corpo
humano. Para além disso, o facto de ser um método seguro, por nao utilizar radiagao
ionizante, tem ultrapassado outras modalidades como a Tomografia Computorizada (TC)
[29]. Com os grandes avangos alcancados ao nivel do hardware e software nas ultimas
décadas, tornou-se possivel a producao de imagens em periodos de tempo mais curtos, o
que fez aumentar o potencial deste método em aplicagoes clinicas e de investigacao[30].

O principal foco desta técnica, que tem como base o principio de Ressonancia Magné-
tica Nuclear (RMN), descoberta em estudos independentes por Bloch et al. [31] e Purcell
et al. [32], no ano de 1946, assenta nas diferentes propriedades magnéticas dos nuacleos
atémicos. O nucleo de maior interesse € o do atomo de hidrogénio, constituido por um
protao de carga positiva, devido ao seu momento magnético intenso e abundancia nos
tecidos bioldgicos (visto que € um dos constituintes da agua e da gordura) [33].

Quando os protdes nao se encontram na presenca de um campo magnético, os respe-
tivos momentos magnéticos apresentam orientagoes aleatorias, pelo que a magnetizagao
resultante sera nula. No entanto, assim que um campo magnético forte é aplicado, como
no caso de um paciente colocado dentro de um scanner de MRI, estes tendem a ser alinha-
dos na direcao deste e em duas orientagoes possiveis (dois niveis discretos de energia).
Como existe um maior nimero de protoes na diregao paralela (nivel de menor energia), é
originada uma magnetizacao na direcao longitudinal (M,). Esta separagao de energia em
dois niveis leva a que os protdes precessem com uma fase aleatéria entre eles, mas numa
frequéncia angular especifica ao ntcleo e campo magnético, designada por frequéncia de
Larmor.

Por forma a medir a magnetizagao resultante (ver figura 2.3), é necessario aplicar

um pulso de Radiofrequéncia (RF) perpendicularmente ao campo e na frequéncia de
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Larmor, fazendo com que os nucleos entrem no estado excitado, pela absor¢ao da energia
RF. Isto ira levar a que estes se agrupem, entrando em coeréncia de fase e passem do
plano longitudinal para o transversal, o que dara origem a magnetizacao transversal(M,,).
Quando o pulso é desligado, os ntucleos emitem a energia absorvida e a amplitude da
magnetizagao transversal ¢ medida ao longo do tempo pelas bobinas recetoras de RF,
dando origem a um sinal elétrico sinusoidal designado por Free Induction Decay (FID),

que sera posteriormente convertido numa imagem de Ressonancia Magnética (RM).
i

z

/900 + f’_ FlD

Y y

—
X Tempo

Figura 2.3: Na imagem da esquerda é possivel observar a conversao da magnetizacao
longitudinal, M, (a vermelho), para a magnetizacao transversal, M,, (a roxo), apds a
aplicacdo do pulso RF de 90°, na frequéncia de Larmor. Posteriormente, a M,, ficara a
precessar no plano xy, induzindo um sinal na bobina recetora (imagem central). Assim
que o pulso RF é desligado, esse sinal, também designado por FID (imagem da direita),
que possui variagoes positivas e negativas a medida que oscila na frequéncia de Larmor,
vai decaindo ao longo do tempo devido a perda de coeréncia de fase. Adaptado de [29].

Este processo de recuperagao do equilibrio é realizado através de dois mecanismos:

- Relaxamento transversal (ou spin-spin): onde ocorre a redu¢ao da magnetizagao
no plano transverso, devido a perda de coeréncia de fase dos nucleos.

- Relaxamento longitudinal (ou spin-rede): em que a magnetizacao longitudinal é
recuperada a medida que os nucleos retornam ao alinhamento original.

Ambos os mecanismos, como é possivel ver nas figuras 2.4 e 2.5, sao modelados por
equacgOes exponenciais, cujas constantes temporais sao especificas a cada tecido e defini-
das por: T1 (na relaxacao longitudinal) e T2 (na relaxacao transversal). O T1 é o tempo
necessario para a recuperacao de 63 % de M,, e o T2, o tempo decorrido até ser alcangado
37 % do valor maximo de M,,. Na presenca de inhomogeneidades magnéticas, como
um campo magnético ndao homogéneo, ou a presenca de agentes de suscetibilidade nos
tecidos (por ex.: materiais de contraste de MRI), ocorre a perda de coeréncia de fase mais
rapidamente, levando ao surgimento de um tempo de decaimento transverso inferior a
T2, designado T2* [34].

A obten¢ao de uma imagem de RM, que se representa por uma matriz de numeros cor-
respondentes as localizacoes espaciais, € conseguida através da aplicacao de 3 gradientes
de campo (Selecao de corte, Codificagao em fase e Codificagao em frequéncia), que consis-

tem na sobreposigao de variagoes lineares de campo magnético, no campo principal (B)
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Figura 2.4: Ilustracao do Relaxamento Longitudinal. Ao ser aplicado um pulso RF de 90°,
a magnetizagao longitudinal (M,) passa do seu valor maximo de equilibrio para M, = 0.
Em seguida, a recuperacao de M, para o equilibrio ocorre exponencialmente, através da
constante de relaxacao T1. Passado um intervalo de tempo igual a T1, 63 % de M, é
recuperado. Adaptado de [29].
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Figura 2.5: (A) Iustracao do Relaxamento Transversal. A perda de coeréncia de fase
da magnetizacao transversal M,, da-se de forma exponencial com uma constante de
decaimento igual a T2, que corresponde ao tempo necessario até M,, atingir 37 % da
sua magnetizac¢ao inicial (valor maximo).(B) Decaimento de T2 e T2*, ao longo do tempo.
O decaimento T2* da-se mais rapidamente que o T2, devido as inhomogeneidades do
campo, que provocam uma perda da coeréncia de fase mais rapida. Adaptado de [29].

[29]. Uma vez que a frequéncia de precessao dos protdes é dependente da intensidade de
By, permite que a frequéncia do sinal seja alterada dependendo da sua posi¢ao ao longo
do gradiente. A fase de precessao, por sua vez, também pode ser modificada, conforme

a duracao da aplica¢ao do gradiente. Assim, a aplicacao de pulsos simultaneos de RF,
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levara a que os protdes cuja frequéncia de Larmor se enquadra na largura de banda do
pulso RF entrem em ressonancia, através da absorcao de energia.

Posteriormente, os dados de RM sao guardados numa matriz no dominio da frequén-
cia, designada por k-space. Esta é uma matriz de duas dimensoes, cujas entradas sao
valores positivos e negativos da frequéncia espacial, codificados como nimeros comple-
xo0s, onde a componente real e imaginaria corresponde a magnitude e fase do sinal de RM.
Em seguida, é aplicada uma transformada de Fourier inversa que ira passar do dominio

da frequéncia para o espacial, obtendo-se assim a imagem de RM.

2.2.1 Imagem por Ressonancia Magnética Funcional

A fMRI veio revolucionar a Neurociéncia ao permitir localizar e estudar in vivo, uma
ampla gama de fungoes do Sistema Nervoso Central (SNC), incluindo o processamento de
informagao em sistemas sensoriais, motores, cognitivos e linguisticos, tornando-se assim
numa ferramenta indispensavel no meio cientifico [35]. Apesar de ser uma técnica baseada
na MRI, distingue-se desta por adquirir neuroimagens funcionais, ao invés de anatémicas,
através do estudo de alteragoes na oxigenacao, fluxo e volume sanguineo que ocorrem em
resposta a atividade neuronal — resposta hemodinamica. Estas mudangas metabolicas e
fisiologicas, podem ser resultantes de variagoes no estado cognitivo induzido por uma
tarefa/estimulo (por ex.: atividade motora, como pressao de um botao com o indicador,
ou estimulo visual), ou de processos nao regulados no cérebro em repouso [36].

Nas altimas décadas, tém sido desenvolvidos diversos métodos capazes de realizar
o mapeamento cerebral por fMRI. Estes, por sua vez, podem ser sensiveis a perfusao
sanguinea local, como o Arterial Spin Labeling (ASL) [37], ao volume sanguineo, como a
injecao de agentes de contraste de RM [38], ou a oxigenacao sanguinea, como o contraste
BOLD desenvolvido por Ogawa et al. [39], em 1990, que é o método mais utilizado.

O grande ponto de partida do contraste BOLD sao as diferentes propriedades magné-
ticas da Hemoglobina (Hb), uma vez que esta quando transporta oxigénio é diamagnética
(oxi-Hemoglobina, HbO,), caso contrario, torna-se paramagnética (desoxi-Hemoglobina
(dHb)). Assim que uma area é ativada no cérebro, ocorre um aumento do fluxo e volume
sanguineo nesta regiao, visto que ha necessidade de um maior consumo de oxigénio, e
outros nutrientes, como a glucose [30]. Estes acontecimentos irao levar a que haja um
aumento mais do que necessario do fluxo sanguineo, resultando numa diminuicao da con-
centracao local de dHb. A reducao de dHb ira provocar distor¢oes na homogeneidade do
campo magnético em redor do tecido cerebral, aumentando assim o T2*. Passados 1 a 2's
ocorre uma resposta de vasodilatacao, aumentando a concentracao de HbO, e reduzindo
a de dHb, o que ira resultar numa subida do sinal BOLD, como é possivel observar na
figura 2.6.

A resposta BOLD que se observa posteriormente a aplicacao de um estimulo é por
isso uma medida indireta da atividade neuronal, sendo normalmente caracterizada pela

funcao de resposta hemodindmica, do inglés, Haemodynamic Response Function (HRF).
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Figura 2.6: Esboco de um capilar no tecido cerebral durante o repouso (em cima) e uma
ativacao (em baixo). Os circulos a vermelho representam a HbO,, e os a azul, a dHb.
E possivel observar também que o sinal de MRI é reduzido no lado do sangue venoso
devido a presenca de dHb (imagem com tom mais escuro). No entanto, assim que ocorre
um aumento da concentragao de HbO,, pela subida do fluxo sanguineo na regiao ativada,
da-se um aumento do sinal BOLD, tornando a imagem mais clara. Adaptado de [36].

Tal como é possivel ver na figura 2.7, esta apresenta normalmente um atrasode 1 a 2's
relativamente ao comeco da atividade neuronal, atingindo o seu valor maximo entre os
5 e os 8 s. Depois de atingido o pico, observa-se o post stimulus undershoot, onde o sinal
decresce para um valor inferior a linha de base, mantendo-se assim durante 20 s ou mais
[40]. Este efeito deve-se ao facto de o fluxo sanguineo decrescer mais rapidamente que
o volume sanguineo, permitindo que uma grande concentra¢cao de dHb permaneca nas
regides cerebrais ativadas anteriormente. Para além disto, é também possivel observar
inicialmente uma ligeira depressao no sinal, designada por initial dip, que apesar de ser
mais rara de encontrar, resulta da extracao de oxigénio antes do aumento do fluxo do
sangue oxigenado [6].

Normalmente, e considerando um sistema linear invariante no tempo, a resposta
BOLD observada, x(t), resulta da combinagao da funcao de apresentagao do estimulo

v(t), com uma HRF canénica, h(t), através de uma operacao matematica de convolugao:
x(t) = (v+h)(t) (2.1)

Na figura 2.8 é representada graficamente esta operacao de convolugao e o respetivo
resultado na resposta BOLD, quando se aplica um estimulo aleatério. No entanto, existem
outros métodos, que apesar de serem menos utilizados, permitem fazer a modelacao do
sinal BOLD, como o modelo de Balloon, que é um modelo fisiolégico nao linear [42].

Comparativamente a outras técnicas de imagem funcional, como a Tomografia por
emissao de positroes, do inglés, Positron Emisson Tomography (PET), EEG e Magnetoen-
cefalografia (MEG), a fMRI é a que possui uma resolucao espacial mais elevada, com o
tamanho do pixel a variar entre 3 e 4 mm [36]. No entanto, alguns dos pontos fracos

desta técnica baseiam-se na baixa resolucao temporal(devido ao desfasamento de tempo
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Figura 2.7: Ilustracao da resposta BOLD a um estimulo tnico, onde se pode observar o
initial dip, que resulta da extragao de oxigénio antes do aumento do fluxo do sangue oxige-
nado, e o post stimulus undershoot, em que o fluxo sanguineo decresce mais rapidamente

que o volume sanguineo, permitindo que uma grande concentracao de dHb permaneca
nas regioes cerebrais ativadas anteriormente. Adaptado de [41].
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Figura 2.8: Representacao grafica da resposta BOLD modelada (imagem da direita) pela
operacao matematica de convolugao entre a fungao de apresentagao dos estimulos (ima-
gem da esquerda) e a HRF canodnica (imagem central). Adaptado de [43]

de 5-8 s, entre a resposta hemodinamica e a atividade neuronal), por comparag¢ao com
EEG, por exemplo, e no surgimento de artefactos provenientes de diversas fontes como:
movimento da cabeca e do cérebro, processos de interpolacao e reconstrucao, e efeitos
vasculares associados a flutuagoes fisiolodgicas periddicas, como a respiragao (0.2-0.3 Hz)
e o batimento cardiaco (1 Hz, aproximadamente) [6].

Analise estatistica

O modelo linear generalizado, do inglés, General Linear Model (GLM), tem sido o mé-
todo estatistico mais utilizado para analisar dados de fMRI, permitindo estabelecer re-
lagcoes entre a atividade cerebral e as tarefas realizadas [40]. Essencialmente, o GLM

considera os dados de fMRI (Y) como a soma ponderada de diferentes fun¢des do modelo
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(matriz design, X), com pesos desconhecidos (f) e ruido gaussiano aleatério (€), definindo-
se pela seguinte expressao:
Y=XB+e, (2.2)

onde € ~ N(0,V), sendo V a matriz de covariancia que engloba informacdes sobre as
autocorrelagoes temporais dos dados. Em seguida, a analise ira consistir no ajustamento
dos modelos aos dados, por forma a estimar os parametros desconhecidos que definem as
fung¢oes do modelo.

Na maioria dos estudos, é de grande interesse realizar inferéncias ao nivel do grupo
em dados de fMRI, como por exemplo, comparar um grupo de pacientes com outro de
controlo. Tendo em conta a estrutura hierarquica destes dados, uma das formas de os
analisar é utilizar um modelo GLM por efeitos mistos, em que combina a variancia entre
individuos e a variancia dentro de cada um, permitindo extrair conclusdes para a po-
pulacdo em geral [44]. Apesar desta analise poder ser feita de uma vez s6 (com apenas
um modelo/nivel), usualmente utiliza-se uma abordagem mais acessivel designada por
Summary statistics a dois niveis, ja que permite reduzir o tempo e as dificuldades do ponto
de vista computacional [45]. No primeiro nivel os dados de cada sujeito sao analisados
separadamente, permitindo obter as médias individuais e as variancias dentro de cada

um. Temos assim, para o individuo i:
Yi = Xifi+ € (2.3)

com €; ~ N(0, V;). Por fim, no segundo nivel, irdo ser utilizados os parametros estimados
de todos os individuos (tanto a variancia, como os f5;), para fazer as inferéncias pretendi-

das ao nivel do grupo através do modelo [44]:

léi = X¢Pg + € (2.4)

onde €, ~ N(0,02).

Por vezes, a utilizacao de contrastes é de grande interesse neste contexto, uma vez que
permite estabelecer comparagoes entre os parametros estimados de cada grupo (/§g). Para
tal, é escolhido um vetor de contrastes unidimensional (c) que ira especificar a combinagao
linear destes parametros, cﬁg. No caso em que se pretende comparar dois grupos (G1 e G2,
por exemplo), alguns dos vetores de contraste mais comuns e respetivo efeito de interesse

seriam:

* ¢ =[1 O] permite verificar o efeito de um grupo s6, neste caso do G1 - onde a

hipétese nula seria Hy = 1., + 0.4,

* ¢=[1 1]: permite verificar a contribui¢ao de ambos os grupos (G1+G2) - onde a

hipétese nula seria Hy = 1.4, + 15,

* ¢ =[1 —1]: permite verificar quando o grupo 1 é superior ao grupo 2 (G1>G2) -
onde a hipétese nula seria Hy = 1.4, — 1.5,
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2.3 Conetividade Cerebral

Compreender a organiza¢ao de uma rede tao complexa como a do cérebro humano,
€ 0 primeiro passo para perceber as suas fungdes como um sistema integrado [46]. Ini-
cialmente, os estudos neurocientificos baseavam-se na localizagao de regides que eram
ativas pela realizacao de certas tarefas. No entanto, e com os continuos avangos ao nivel
de técnicas ndo invasivas de analise da funcao cerebral, o estudo da conetividade cerebral,
em que se considera o cérebro como uma entidade dindmica cujo funcionamento depende
da interacao e comunicagao entre diversas regides, tem despertado grande interesse junto
da comunidade cientifica [47].

A conetividade cerebral pode ser definida e medida de diversas formas, dependendo
do método utilizado para observar a anatomia e fisiologia do cérebro, e da maneira como
os dados neuronais sao analisados [48]. Contudo, é possivel distinguir trés tipos principais
de conetividade cerebral: conetividade anatdmica ou estrutural, conetividade funcional e

conetividade efetiva [49]:

* Conetividade anatomica/estrutural: refere-se as conexdes anatomicas entre pares
de regides cerebrais, que normalmente correspondem a tratos de matéria branca
[50]. As técnicas de imagem ponderada por difusao, como a Diffusion Tensor Ima-
ging (DTI), apesar de terem uma baixa resolucao espacial, permitem a reconstrugao
desses tratos no cérebro e sao tUteis na marcagao de alteracoes temporais que possam

ocorrer nos mesmos [51].

* Conetividade funcional: corresponde a correlacao temporal entre a atividade de
duas regioes cerebrais, independentemente da existéncia ou nao de ligagao anato-
mica [50]. E considerada como um conceito estatistico, e dependendo da medida
utilizada, pode refletir interagoes lineares ou nao lineares, assim com interagoes em
diferentes escalas de tempo [52]. O seu estudo tem sido baseado através de técnicas
de mapeamento funcional, como a fMRI, EEG, MEG e PET.

* Conetividade efetiva: as conexoes efetivas representam influéncias causais diretas
e indiretas, que uma regiao cerebral produz noutra [50] . Diversas técnicas tém sido
utilizadas para estudar este tipo de conetividade, como por exemplo, a Dynamic
Causal Modeling (DCM), a causalidade de Granger e a combina¢ao de neuroima-
gens funcionais com a estimulacdo magnética transcraniana, do inglés, Transcranial
Magnetic Stimulation (TMS).

Enquanto que a conetividade estrutural podera permanecer bastante estavel, em es-
calas de tempo de pelo menos segundos a minutos, 0 mesmo nao acontece com a cone-
tividade funcional e efetiva, ja que podem sofrer rapidas reconfiguragdes na ordem de

centenas de milissegundos no decurso da atividade neuronal espontanea, ou provocada
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Figura 2.9: Representagao 3D dos 3 tipos de conetividade cerebral (em cima) e respe-
tivas matrizes de conetividade (em baixo), onde as linhas e colunas irdo representar as
regioes cerebrais, e as entradas da matriz, as conexdes.(A) Conetividade Anatémica. (B)
Conetividade Funcional. (C) Conetividade Efetiva. Adaptado de [50], [53].

por uma tarefa [46]. Tal como se pode observar na figura 2.9, todos os tipos de conetivi-
dade podem ser representados pelas suas matrizes de conetividade (adjacéncia), onde as

linhas e colunas irdo representar as regioes cerebrais, e as entradas da matriz, as conexoes.

2.3.1 Medidas de conectividade funcional

Como ja foi referido anteriormente, a conetividade funcional pode ser estimada atra-
vés de diversas medidas que se podem distinguir entre lineares: como a coeréncia e corre-
lagao cruzada, ou nao lineares, como a informag¢ao mutua e a sincronizacao generalizada
[54].

A correlagao cruzada é uma das medidas mais utilizadas no dominio do tempo, forne-
cendo uma medida (entre -1 e 1) da relacao de acoplamento linear simultanea entre duas
séries temporais. Quando os cursos de tempo de duas regides cerebrais sao altamente
correlacionados positivamente (valores de correlagao perto de 1), indica que ambas sao
ativas mais ou menos ao mesmo tempo. Por outro lado, uma alta correlagao negativa (va-
lores perto de -1) implica que quando uma regiao € mais ativa, a outra € menos ativa [52].
No entanto, as técnicas de correlagao nao conseguem diferenciar entre informacoes de
frequéncia e fase dos sinais. Por esta razao, a medida de coeréncia (dominio da frequéncia)
tem sido bastante aplicada, uma vez que permite uma analise separada da frequéncia e
fase [55].

A coeréncia baseada na transformada de Fourier, permite uma analise invariante no

tempo entre séries temporais, assumindo que os sinais neuronais sao estacionarios [56].
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Define-se por:

1Sy ()
Sxx(f)'syy(f)

onde Sy,(f) € a densidade espectral cruzada entre duas séries temporais x e y, ou seja,

o(f) = (2.5)

a transformada de Fourier da fun¢ao de correlagao cruzada [57].

Esta medida de coeréncia também pode ser aplicada no dominio tempo-frequéncia,
através da utilizacao da transformada de Wavelet, que ao contrario da analise de Fourier,
fornece uma medida da coeréncia em fun¢ao do tempo,permitindo estudar a coeréncia
entre sinais nao estacionarios. Essencialmente, as Wavelets irdo decompor a série temporal
em componentes especificas a uma determinada frequéncia e tempo, através de uma
janela que se move ao longo do tempo (em vez de fixa, como na analise de Fourier), e
se adapta automaticamente a frequéncia do sinal. Apesar de existir uma diversidade de
familias de Wavelet, a de Morlet é a mais utilizada, tendo em conta a sua simplicidade e
boa adequacao para estimativas espectrais, definindo-se para a frequéncia f, e tempo 7:
(u-1)?

T) (2.6)

the, (1) = [ - exp(i2mf (u —1)). exp(~
onde ¢ ¢(u) € dado como o produto de uma onda sinusoidal na frequéncia f, com uma
funcao Gaussiana centrada no tempo 7, e desvio padrao o proporcional ao inverso de f.

A coeréncia de wavelet é entdo dada em fungdo do tempo t e frequéncia f, por:

Weot, f) = St 27)
S Walt, F)-SWiy (1, )
emane t+6/2
SW,C},(t,f):J;_b/2 WX(T,f).W;(T,f)dT (2.8)

é o espetro de Wavelet cruzado entre dois sinais x(t) e y(t), onde 6 € um escalar depen-
dente da frequéncia. Wy(t, f) e W, (1, f), sdo as transformadas de Wavelet de cada um.
Esta altima componente sera o resultado da operagao de convolugao de um sinal, por
exemplo x(u), com a familia Wavelet escolhida, sendo definida em funcao do tempo (7) e

frequéncia(f), por:

Wy(t, f) = j x(u).lp;,f(u)du (2.9)

—c0

A componente de magnitude da coeréncia de Wavelet correspondera ao quadrado
de WCol(t, f), cujos valores irdao variar entre 0 (indicando que as duas séries temporais
nao apresentam qualquer relacao linear entre elas), e 1 (uma série temporal consegue
prever a outra, de forma linear) [58]. A componente de fase, por sua vez, pode ser uti-
lizada para estudar mudangas nos tempos de ativagoes entre regides cerebrais, que sao
importantes para perceber como é estas interagem dentro da rede neuronal, fornecendo
ainda informagdes sobre a sequéncia de processos cognitivos na mesma [59]. Esta é obtida

pelo argumento do espetro de Wavelet cruzado, SWy,(t, f).
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A fase da coeréncia de Wavelet também pode ser utilizada para obter uma medida
de phase-locking, que nos permite saber de que forma as diferencas de fase entre duas
séries temporais variam ao longo de uma janela de tempo predefinida. Os resultados
representarao a média de todos os valores obtidos nessa janela, cujos valores variam entre
0, quando a fase entre ambos os sinais variou significativamente, e 1, quando nao houve
qualquer variancia da mesma.

Considerando x} e yj’[ a coeréncia entre os sinais x e y na frequéncia f, e que para um
tempo 7, a diferenca de fase entre x} e y}, ¢ dada pelo angulo de Wyrf(T).W;,f(T), entao o
phase-locking (PL) sera definido por [60]:

1J~t+b/2 Wy’f(T) W;’f(T)
0 Jiop Wy (D)l [Wyp ()]

Quando se analisa um dado espetro de Wavelet é necessario ter em conta o "cone de

PL(f,t) = (2.10)

influéncia", ou seja, a regido que ¢é afetada pela fronteira, onde os valores dos coeficientes
de Wavelet nao sao de confianca ja que se encontram influenciados por esta [61]. Este
cone é definido pelo decaimento (e-folding time) do espectro Wavelet em cada escala.

2.3.2 Caracterizacao e medidas topologicas de redes de conectividade
cerebral

O estudo da conectividade cerebral pode ser feito através de uma ampla gama de abor-
dagens de analise de rede, muitas das quais, também sao aplicadas em esforcos paralelos
para mapear e descrever outras redes bioldgicas, como por exemplo, a do metabolismo
celular [47]. Recentemente, tem havido um crescimento exponencial de estudos relacio-
nados com a aplicagdo da teoria de grafos, uma vez que permite a extragao de medidas
topologicas de redes complexas, revelando assim informagoes pertinentes sobre a organi-
zacao global e local destas [62].

Os grafos sao descricoes matematicas de um sistema composto por elementos interli-
gados, que inclui um conjunto de conexdes (arestas) e nds (vértices), que sao a unidade
funcional fundamental do sistema. No caso do cérebro, como é possivel ver na figura
2.10, os nds irdo corresponder as regioes cerebrais, e as arestas a conexodes estruturais,
funcionais ou efetivas. As regides cerebrais sao normalmente definidas através de es-
quemas de parcelacao anatémica, como é exemplo o atlas AAL [63]. As arestas também
podem ser diferenciadas dependendo da sua ponderacao, como bindrias (presenga ou
auséncia de conexao) ou ponderadas (contém informacgao sobre a forca da conexao), e da
sua direcionalidade. Tendo em conta o objetivo desta tese, serao apenas consideradas as
conexoes funcionais, que representam associa¢oes/dependéncias estatisticas, e poderao
ser estimadas através de diversas medidas, como as ja mencionadas na sec¢ao 2.3.1.

Existe uma grande diversidade de medidas topoldgicas de grafos que se podem aplicar
apoés a construcao da rede cerebral. Sporns et al., distinguiram trés classes amplas de
medidas de grafos, e respetivas medidas mais relevantes, que capturam aspetos distintos

da organizacao da rede cerebral [46]:
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Conexao

Figura 2.10: Representacao da conetividade cerebral como um grafo. Os n6s dizem res-
peito as regides cerebrais, e as conexodes as ligacoes entre duas regides. Adaptado de [51].

1. Segregacao Funcional - é a capacidade de ocorrer um processamento especializado,

dentro de grupos densamente interligados de regides cerebrais [50].

* Coeficiente de clustering: é uma das medidas mais simples de calcular o grau em
que os nds de uma rede formam agrupamentos locais, e € dado pela fracao dos
triangulos a volta do ng, ou seja, a fracao dos nos vizinhos que sao vizinhos uns com

os outros [64].

* Modularidade : medida estatistica que descreve o quao bem uma rede se pode
dividir em componentes separados (modulos) com alta conetividade interna, mas

poucas conexdes entre eles [65].

2. Integracao Funcional - é a capacidade de combinar, de forma rapida, informagoes
especializadas de regides cerebrais distribuidas [50]. Este tipo de medidas, estimam

a facilidade com que as regioes cerebrais comunicam entre si.

* Comprimento do caminho caracteristico: é o comprimento médio do caminho
mais curto entre todos os pares de nds na rede. Estima o potencial de integracao

funcional entre areas cerebrais.

* Eficiéncia global: caracteriza o quao eficiente é a rede na integragao de informagao.

3. Influéncia Funcional - é o potencial impacto que diferentes elementos da rede tém
no sistema como um todo, e a sua capacidade de transferir, ou processar, informa-

coes.

* Hubs: caracterizam-se por terem um elevado grau do no, e sao considerados os
nos mais influentes,isto é, possuem um elevado impacto em toda a rede e capaci-
dade de transferir ou processar informacao. A sua identificacao em redes cerebrais
pode ajudar a mapear as regioes do cérebro que sao criticas para a coordenagao de

interagoes funcionais.
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* Centralidade: caracterizam a importancia de um né em toda a rede cerebral, que
¢ medida através da eliminacao do mesmo, por forma a estimar a eficiéncia da rede
onde este foi retirado [66]. Um n6 com elevada centralidade torna-se essencial para

uma comunicagao eficiente na rede [67].

Outras medidas importantes, mas que nao se enquadram nestas classes, sdo o grau
do no, dado pelo nimero de arestas conectadas a este, e a small-world propensity, que
reflete a tendéncia da rede para exibir small-worldness, ou seja,uma configuragao topolé-
gica que combina simultaneamente caracteristicas de segregacao e integragao funcional,
caracterizando-se por ter um coeficiente de clustering elevado e caminhos curtos [50].

Na figura 2.11 é possivel observar graficamente alguns exemplos destas (e outras)

medidas topolégicas de grafos.

Modulos Hub
Estrutura Modular Betweeness centrality
Modularidade Outras centralidades

o5
D

Caminho curto Triangulo Motivo Grau do n6
Comprimento do percurso Coeficiente de Clustering Motivos anatémicos Centralidade do né
caracteristico Transitividade Motivos funcionais ~ Coeficiente de participagao
Eficiéncia Global Distribuigao do grau

Figura 2.11: Ilustragdo de algumas medidas topoldgicas de grafos. As medidas de inte-
gragao sao baseadas em comprimentos do caminho curtos (a verde), enquanto que as
medidas de segregacao baseiam-se na maior parte das vezes em triangulos (a azul) mas
também incluem a decomposicao em moédulos (forma oval). Medidas de centralidade po-
dem ser baseadas no grau do n6 (a vermelho) ou no tamanho e nimero dos caminhos mais
curtos entre nds. Os hub (a preto) assentam muitas vezes num alto nimero de caminhos
curtos. Padroes de conetividade local sao quantificados por motivos de rede (a amarelo).
Adaptado de [50].

2.3.2.1 Resultados da analise de medidas de grafos obtidos em teses anteriores

Relativamente aos resultados obtidos na tese cuja medida de conetividade foi o phase-
locking, s6 se calculou o grau do nodo para o ensaio B e banda de frequéncia de 0.07 a
0.13 Hz [27].

Grau do né: nos casos em que as tarefas de repouso eram superiores as de movi-
mento, a maior parte das regioes com elevado grau do nodo localizavam-se no hemisfério
esquerdo, salientando-se a regiao frontal inferior, juntamente a outras regioes do lobo

occipital, temporal e frontal. Nas comparagoes inversas, e contrariamente as anteriores,
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verificou-se que as regides mais significantes eram encontradas no hemisfério direito, pelo
que foi sugerido que na realizagao de movimentos por livre-arbitrio com a mao direita,
ocorre uma perda de sincronizagao de fase no hemisfério esquerdo entre as regides que
mantinham uma comunicac¢ao no estado de repouso.

Quando a tarefa de movimento com estimulo apresentava maior phase-locking que a
de movimento livre, verificou-se que a maior parte das regioes se localizava no cortex
occipital, o que ja era expectavel pela localizacao do cértex visual, enquanto que na com-
paragao oposta, a significancia foi colocada sobre o cortex frontal, onde o cingulo anterior
foi uma das areas de destaque.

Eficiéncia global: os tnicos resultados significativos com esta medida envolveram a
comparacao onde a tarefa motora com estimulo visual teve menor eficiéncia global que
o movimento livre. Tendo sido obtido um limite de 0.2 para uma maior eficiéncia global
em toda a rede.

Na tese onde a magnitude foi utilizada como medida de conetividade, foram calcu-
ladas 4 medidas de grafos: grau do no, eficiéncia global, modularidade e small-world
propensity, segundo 3 bandas de frequéncia: 0.06-0.10 Hz, 0.07-0.13 Hz e 0.10-0.16 Hz
[28]. Tendo em conta que no estudo presente so serao calculadas as medidas do grau do
no e eficiéncia global, s6 serao apresentados os resultados anteriores respetivos as estas
duas métricas.

Grau do no: verificou-se que a maior parte das regides que apresentavam um elevado
grau do nd nas comparagoes onde as tarefas de repouso eram mais coerentes que as ta-
refas de movimento (livre e com estimulo), encontravam-se no hemisfério esquerdo. As
areas que tiveram maior destaque nestas comparagoes foram: cingulo (em particular, o
cingulo posterior esquerdo), precuneus direito, insula, talamo e S1 esquerdos. Nas compa-
ragoes onde as tarefas de movimento apresentavam maior magnitude que as de repouso,
o precuneus direito foi uma das regioes de maior destaque.

Eficiéncia global: estes resultados revelaram uma maior eficiéncia global no movi-
mento livre em comparagao com as tarefas de repouso, obtendo-se um limite de 0.2 para

uma maxima eficiéncia global na rede.

2.3.3 Redes de repouso e o papel das oscilagoes lentas

A grande maioria dos estudos existentes sobre o funcionamento do cérebro, consistem
na medicao da resposta neuronal a uma dada tarefa/estimulo, contudo, foi demonstrado
que mesmo na auséncia destes, ou seja, no estado de repouso, o cérebro encontra-se
bastante ativo [68].

No ano de 1995, Biswal e os colegas foram os primeiros a demonstrar a existéncia de
conetividade funcional no repouso, ao observar que as flutuagoes espontaneas do sinal
BOLD de fMRI estavam correlacionadas entre regides do cortex sensoriomotor (associadas
ao movimento da mao), tanto entre ambos os hemisférios, como dentro de cada um [69].

Esta descoberta veio assim provar que a atividade BOLD espontdnea nao era meramente
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ruido aleatodrio, levando a que estes resultados pioneiros fossem replicados por outros
estudos, onde se verificou a existéncia de sub-redes fortemente ligadas funcionalmente
no repouso, também designadas de “redes de estado de repouso” [70], [71], [72]. Apesar
destes estudos terem utilizado diferentes métodos, mostraram uma grande sobreposicao
entre os seus resultados, aumentando assim a robustez destas redes.

Até a data, e como ¢é possivel observar na figura 2.12, foram identificadas 8 destas
redes: a rede motora primaria, as redes visuais primaria e extra-estriada, uma rede com-
posta pelas regides bilaterais temporais/insulares e o cortex anterior cingulado, do inglés,
Anterior Cingulate Cortex (ACC), duas redes lateralizadas (esquerda e direita) constituidas
pelas regides parietal e frontal superior, a rede frontal e a conhecida Default Mode Network
(DMN), que consiste nas regides temporal, parietal inferior, frontal medial e precuneus
[68],[70], [71], [73], [74], [75], [76].

motor Insular-temporal/ACC
primario

88 80

(abcde,f) (b.c.def) (bc.def) (b.c,df)

frontal

b Boe &

(bc*df) (b,ctdf) (b.df) (d.f

parietal-frontal
esquerdo

Figura 2.12: Exemplifica¢ao das 8 redes de repouso: motor primaria, visual primaria e
extra-estriado, insular-temporal/ACC, parietal-frontal (esquerdo e direito), DMN e fron-
tal, que foram identificadas nos estudos - (a) [69], (b) [70], (c) [74], (d) [71], (e) [75] e (f)
[76]. Adaptado de [51].

Contrariamente as outras redes, a DMN apresenta uma reduc¢ao na sua atividade
neuronal na realizacao de tarefas, sugerindo assim, a existéncia de um modo padrao de
linha de base da funcao cerebral, que é interrompido quando nao se esta em repouso
[77]. Uma excecao a esta desativacao quando se deixa de estar em repouso, ocorre na
presenca de processos cognitivos mais complexos, que requerem memoria de trabalho, ou
pensamentos autorreferenciados, onde apenas algumas regioes desta rede sao desativadas
[62]. Tendo em conta que a atividade e a conetividade estao ligadas a processos centrais da
cogni¢ao humana, onde se inclui a integracao de processamentos cognitivos e emocionais
[78], e a monitorizacado do mundo a nossa volta [79], levantou o interesse de estudos de
doengas neurologicas e psiquiatricas, onde ocorre uma alteracao da funcionalidade da

DMN, como é o caso do esquizofrenia [51], [80] .
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Todas estas investigagoes sobre o estado de repouso do cérebro tém revelado que a
gama de frequéncias dominantes nas oscilacdes BOLD encontra-se entre 0.01 e 0.1 Hz
[69]. Tais oscilagoes com frequéncias de interesse proximas de 0.1 Hz também podem
ser encontradas em diferentes regides cerebrais e outros sinais fisiolégicos, como por
exemplo: na disponibilidade de oxigénio no tecido cortical [81], alteracoes na Hb no
cortex occipital [82], frequéncia cardiaca [83], flutuacoes de EEG [84] e pressao sanguinea
[85]. No entanto, a verdadeira origem destas oscilagoes lentas ainda nao foi totalmente
compreendida.

Diversos estudos defendem que estas resultam de processos fisiolégicos, como os rit-
mos cardiovasculares, respiratorios e de pressao sanguinea [86], [87]. Relativamente as
flutuagoes da pressao sanguinea, também designadas por ondas Mayer, sabe-se que estas
estao associadas com a atividade do sistema nervoso simpatico. Quanto a sua origem, al-
guns estudos defendem que estas ondas resultam da atividade de um oscilador endégeno
localizado no tronco encefalico ou na medula espinhal, ja outros sugerem que este reflete
o desencadeamento de perturbagoes da componente simpatica do reflexo baroreceptor.

Outra possivel fonte para as oscilagdes lentas vem de estudos que afirmam que a sua
origem provém da co-ativagao de padroes de ativagao neuronal espontanea das regioes
destas redes (referidas acima), medidos através da HRF [78], [88]. Foi observado que
a maioria destes padrdes no repouso tendem a ocorrer entre regides cerebrais que se
sobrepoem em func¢ao e neuroanatomia, como € o caso de regioes das redes motora, visual
e auditiva [69], [71], [74], [76]. Evidéncias adicionais a esta hipotese neuronal surgiu de
estudos que comprovaram a existéncia de uma associacao (indireta) entre a amplitude de
dados de repouso de fMRI e dados eletrofisiologicos de disparos neuronais [89].

Uma questdo interessante que surge da analise de oscilagdes lentas ¢é se estas podem
ser relacionadas com inten¢ao para realizar uma ag¢ao. Num estudo realizado em 2012
por Pfurtscheler et al., foi dada a primeira evidéncia de que a intengao de realizar um
movimento voluntario em qualquer momento, neste caso, flexao do indicador em livre-
arbitrio, poderia estar relacionado com a dindmica das variaveis hemodinamicas [7]. Estas,
por sua vez, podem ser apoiadas pelo cruzamento de redes responsaveis pelo inicio de
movimentos voluntarios e controlo de variaveis cardiovasculares. Acrescentando a isto,
resultados anteriores ja tinham mostrado que a iniciagao de movimentos voluntarios, que
ocorre em intervalos relativamente constantes de 10 s, estavam relacionados temporal-
mente com oscila¢Oes lentas da pressao sanguinea autonoma (ondas Mayer) do cérebro
em repouso [90]. Tendo em conta todas estas evidéncias apresentadas sobre as oscilagoes
com frequéncias entre 0.01 e 0.1 Hz, o principal foco deste estudo sera feito segundo as

mesmas.
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CapriTULO

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serao apresentados todos os procedimentos realizados, que levaram
a obtencao dos resultados neste estudo. Inicialmente, serao descritos os participantes
e protocolo experimental, assim como todo o pré-processamento que ja foi realizado
previamente, no contexto de outras teses. Em seguida, serao descritas as duas principais
metodologias implementadas com base na analise da coeréncia de Wavelet, e por fim,
sera dado um resumo das funcionalidades do software utilizado, o GraphVar e a respetiva

aplicagao.

3.1 Participantes e Protocolo Experimental

Os dados de fMRI que serao utilizados nesta tese foram disponibilizados através de
uma colabora¢ao com a Universidade Técnica de Graz, na Austria, onde 25 individuos sau-
daveis (12 deles mulheres), com idades compreendidas entre os 19 e os 34 anos (média +
desvio padrao: 24.0 + 3.2 anos), foram estudados através de ensaios baseados em fMRI, de
acordo com a World Medical Association Declaration of Helsinki. Todos os sujeitos eram
destros, conforme determinado pelo Edinburgh Handedness Inventory, e deram o seu
consentimento por escrito, antes da sua participacao no estudo. No entanto, nenhuma in-
formacao lhes foi fornecida sobre o propdsito do mesmo. Para além disso, possuiam visao
normal e nenhum tinha historial de distarbios psiquiatricos, ou neuroldgicos, nem nunca
tinham sido submetidos a um exame de MRI. Cada individuo foi examinado duas vezes
(o primeiro ensaio designou-se por A, e o segundo, por B), no mesmo dia, mas com um
intervalo de uma hora entre sessoes. Para além da obtencao dos dados de fMRI, foi feita,
simultaneamente, a aquisicao de um Eletrocardiograma (ECG) e do sinal respiratorio.

O protocolo experimental consistiu em 2 tarefas de repouso (REST1 e REST2), e 2 de

movimento (SELF e VISUAL), que se realizaram pela seguinte ordem [4]:
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RESTTI: os sujeitos foram solicitados a ficar em repouso por 5 minutos, com os olhos
abertos, evitando adormecer e realizar qualquer movimento.

SELF: depois de uma breve pausa, ocorreu um periodo de varredura de 10 minutos,
onde os sujeitos foram instruidos a pressionar um botao com o dedo indicador direito,
sempre que sentissem vontade de o fazer. Neste passo, nao houve qualquer treino prévio,
nem dada nenhuma sugestao sobre a frequéncia ou padrao da agao, de modo a que as
condig¢oes fossem favoraveis a expressao de livre-arbitrio.

VISUAL: nesta segunda tarefa de movimento, que tal como a primeira teve uma du-
ragao de 10 minutos, os sujeitos foram instruidos a pressionar o mesmo botao sempre
que um estimulo visual periddico (periodo de 10 s) fosse apresentado. A inducao do esti-
mulo com a mesma frequéncia dos sinais BOLD que queremos estudar, foi uma escolha
consciente - um processo chamado entrainment, onde um meio como por exemplo, um
som pulsante, uma luz, ou um campo eletromagnético, é usado para estimular o cérebro
a entrar num estado especifico [91]: neste caso, a sugestao visual provocou uma resposta
que levou as ondas cerebrais a alinhar a sua frequéncia para 0.1 Hz.

REST2: o ensaio terminou com uma segunda sessao de repouso de 5 minutos, onde

era necessario respeitar as mesmas indicagoes impostas na primeira.

3.2 Aquisi¢ao e Pré-processamento dos dados

Dados de fMRI

As imagens funcionais foram obtidas num scanner de 3.0-T (Magneton Skyra, Sie-
mens). Foi aplicada uma sequéncia de imagem eco-planar, do inglés: Echo-planar Imaging
(EPI), multibanda, com um fator de multibanda igual a 6, cujas caracteristicas sao as se-
guintes: tamanho do voxel = 2x2x2 mm?, TR/TE = 871/31 ms, flip angle = 52°, matriz
de 90x104, 66 fatias axiais contiguas e FOV = 180.208 mm?. Para as sessdes de estado de
repouso, e tarefas de movimento, de cada aquisicao, foram adquiridos 400 e 650 volumes,
respetivamente.

O pré-processamento dos dados, ja realizado anteriormente no contexto de outra tese,
foi feito através da utiliza¢ao da toolbox DPARSF [92], e consistiu na corre¢ao do tempo
de corte, corregao do movimento, normalizagao para o espago MNI utilizando as imagens
T1, reamostragem para voxeis isotropicos de 2mm, suavizacao espacial com um kernel
gaussiano FWHM de 4mm e linear detrending.

Com o intuito de assegurar a estabilidade do sinal, excluiram-se os primeiros 10 volu-
mes (as fases de repouso sao agora compostas por 390 volumes cada, e as de movimento
por 640 cada). Por fim, e utilizando mais uma vez a toolbox DPARSF, foram extraidos os
cursos de tempo BOLD de acordo com a especificidade das 116 regides consideradas pelo
Atlas AAL [63]. Por sugestao da equipa da Universidade de Graz, foi excluido o cerebelo
destas 116 areas cerebrais, pelo que s6 serao consideradas as primeiras 90 regioes do

mesmo.
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Dados fisiologicos

A aquisi¢ao simultanea de um ECG foi feita dentro do scanner utilizando a Physiologi-
cal ECG Unit da Siemens. O posicionamento dos elétrodos de ECG no térax foi conseguido
através dos canais standard (Siemens Standard, lead 1). A taxa de amostragem utilizada
foi de 400 Hz. A detegao do complexo QRS foi conseguida através do plug-in FMRIB para
a toolbox EEGLAB [93]. Com esta ferramenta, utilizou-se em sucessao os algoritmos de
detecao de QRS e FASTR(remocao de artefactos induzidos pelos gradientes) para a obten-
¢ao dos cursos de tempo do intervalo entre batidas cardiacas. Estes, por sua vez, foram

interpolados & mesma frequéncia de amostragem das aquisicoes BOLD (1/871 ms™!)

3.3 Metodologia 1: Analise da coeréncia de Wavelet

As séries de tempo BOLD, previamente adquiridas e pré-processadas, comegaram
entao por ser analisadas no dominio tempo-frequéncia, através da coeréncia da transfor-
mada de Wavelet. Esta analise baseou-se no calculo de 3 medidas: magnitude, fase e phase
locking, pela utilizacao de fungoes da toolbox "Cross wavelet and wavelet coherence”[94],
implementada no Matlab.

Inicialmente, e com o objetivo de se perceber melhor o resultado grafico da aplicagao
da coeréncia de Wavelet aos dados deste estudo, foi desenvolvida uma interface em Matlab
que possibilita ao utilizador escolher quais os sinais em que pretende aplicar esta analise.
A interacdo com esta ferramenta, como é possivel ver na figura 3.1, comega pela selegao
dos 2 sinais a serem utilizados, onde se tera de predefinir: as regides cerebrais (de entre
as 90 do atlas AAL), a tarefa (de entre REST1, REST2, SELF e VISUAL), o ensaio (A ou
B), e por fim, os sujeitos (1 a 25) de interesse. Assim que é pressionado o botao " Wavelet
Coherence", serao apresentadas as séries temporais BOLD de cada sinal (em cima), assim
como o respetivo mapa de coeréncia (magnitude e fase) e transformadas continuas de
Wavelet (em baixo).

O passo seguinte consistiu no desenvolvimento de rotinas (também em Matlab), para
a obtencao de matrizes de conetividade funcional, baseadas nas 3 medidas pretendidas.
No caso do phase-locking era necessario selecionar a priori o tamanho da janela em que
sera feita a integracao na equacao 2.10, pelo que foi escolhido um kernel com tamanho 2
(namero de periodos), ou seja, correspondendo a uma janela temporal de 20 s para um
sinal com um periodo de 10 s, por exemplo. O calculo destas 3 medidas foi baseado em

32 regioes de interesse e 3 bandas de frequéncia:

* Regioes cerebrais de interesse: a escolha das regides cerebrais foi feita com base
em diversas areas e circuitos neuronais, registados na literatura como envolvidos
na execuc¢ao de movimentos voluntarios. Como ja foi referido no capitulo 2, duas
das areas largamente documentadas sao a SMA e o M1, pelo que obrigatoriamente
teriam de ser incluidas nesta lista [2], [26]. Diversos estudos também tém mostrado

o envolvimento de estruturas sub-corticais em circuitos associados a este tipo de
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Figura 3.1: Ilustragao da interface desenvolvida para analise da coeréncia de Wavelet. A
interagao com esta ferramenta, comeca pela selecao dos 2 sinais a serem utilizados, onde
se tera de predefinir: as regides cerebrais (de entre as 90 do atlas AAL), a tarefa (de entre
REST1, REST2, SELF e VISUAL), o ensaio (A ou B) e o sujeito (1 a 25) de interesse. Ao
pressionar o botao " Wavelet Coherence", serao apresentadas as séries temporais BOLD de
cada sinal (em cima), assim como o respetivo mapa de coeréncia (em baixo, imagem da
esquerda) e transformadas continuas de Wavelet (em baixo, 2 imagens mais a direita).

movimentos, como os ganglios basais, onde se incluem as partes: nucleo caudado,
putamen e globo palido [95], [96]. Mais recentemente, tem sido demonstrado o
papel do talamo na preparacao dos mesmos [96], e da insula, quanto a intencao de
os iniciar [4]. Areas do lobo parietal como a parte superior e inferior, também se
tém mostrado ativas aquando a realiza¢ao destes movimentos. O cortex cingulado
€ outra das areas bastante relatadas na preparagao e iniciagao de movimentos em

livre arbitrio[10].

Tendo em conta que serao analisados dados com base nas tarefas do VISUAL, e do
REST1/2 , foram incluidas areas como o calcarino e o precuneus, respetivamente.
Esta ultima, para além de fazer parte da DMN como descrito no capitulo 2, existem
evidéncias do seu papel na preparagao de acdes voluntarias [23]. Uma area que
também tem demonstrado um grande papel é a parte inferior do lobo frontal, mais
especificamente a parte opercular [95], [97]. Na tabela 3.1 encontra-se a lista das 32
regioes cerebrais selecionadas.

* Bandas de frequéncia: uma vez que a analise pretendida sera focada nas oscilagdes

lentas (<0.1 Hz), foram escolhidas 3 bandas de frequéncia:

1. 0.01-0.027 Hz
2. 0.027-0.073 Hz
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Tabela 3.1: Lista das 32 regides cerebrais do hemisfério direito (HD) e hemisfério esquerdo
(HE), que serao utilizadas nesta tese.

.~ . N° da Regiao
Regioes Cerebrais 10 atlas AAL
M1 (HE) 1
Regiao Central I\é{ll ((}I_III?)) 527
S1 (HD) 58
Frontal Inferior Opercular (HE) 11
Lobo Frontal Frontal Inf;l;\lz; (Og;cular (HD) 15
SMA (HD) 20
Cingulo Anterior (HE) 31
Cingulo Anterior (HD) 32
Cingulo Medial (HE 33
Lobo Temporal Cingulo Medial ((HD)) 34
Cingulo Posterior (HE) 35
Cingulo Posterior(HD) 36
. . Calcarino (HE 43
Lobo Occipital Calcarino (HD)) 44
Parietal Superior (HE) 59
Parietal Superior (HD) 60
. Parietal Inferior (HE 61
Lobo Parietal Parietal Inferior ((HD)) 62
Precuneus(HE) 67
Precuneus(HD) 68
Nucleo caudado (HE) 71
Nicleo caudado (HD) 72
Putamen (HE) 73
Nucleos cinzentos Putamen (HD) 74
sub-corticais Globo palido (HE) 75
Globo palido (HD) 76
Talamo (HE) 77
Talamo (HD) 78
Insula Insula (HE) 29
Insula (HD) 30

3. 0.07-0.13 Hz

Esta selegao foi feita tendo em conta a predomindncia destas frequéncias nos sinais
BOLD de fMRI, no estado em repouso [51]. A separacao desta gama de frequéncias
em 3 bandas diferentes foi feita anteriormente, por estudos eletrofisiolégicos, em
que foi designada a banda 1. como slow 5, a 2. como slow 4 e a 3. como slow 3 [98],
[99]. No entanto esta altima banda engloba apenas parte da slow 3, visto que esta
considera as frequéncias entre 0.073 e 0.198 Hz. A razao pela qual se irao analisar 3

bandas de frequéncias diferentes, baseia-se no facto de estudos, como o de Gohel e
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Biswal [100], que demonstram que a integracao funcional entre regides cerebrais no
repouso ocorre em diversas bandas de frequéncia, fazendo com que a conetividade

funcional no repouso seja considerada um fenémeno multibanda.

3.4 Metodologia 2: Extracao dos pontos localizados no tempo

Tendo em conta o objetivo principal desta tese, onde se pretende fazer uma analise
localizada no tempo da coeréncia de Wavelet, foi preciso desenvolver um critério que nos
permitisse distinguir entre pontos temporais considerados como “Movimento” e “Nao
Movimento” nas tarefas SELF e VISUAL, por forma a obter as matrizes de coeréncia nos
mesmos.

O critério implementado baseou-se na convolu¢ao entre uma fungao de apresentagao
do estimulo (em que no caso do SELF os estimulos seriam as pressoes dos botoes em
livre-arbitrio, e no VISUAL, o estimulo visual) e uma HRF canénica. Para a funcao de
apresentacao do estimulo foi criado um vetor de 0’s e 1’s, em que 0 significaria a auséncia
de estimulo, e 1 a sua presenga. A HRF canoénica foi obtida através de uma fung¢ao da
toolbox Statistical Parametric Mapping (SPM), em que é considerada como a combinacao

linear de 2 fung¢des gama [6]:

toq—l ay Bt ta2—1 a2 ,—Bot
h(t) = By e c Pye
I(ay) I(az)

(3.1)

onde a;=6, a,=16, 1 = pp=1,c=1/6, eI, a fungao gama.

Depois de obtidas estas duas fun¢oes, normalizou-se a HRF candnica (divisao pelo
valor maximo), e por fim, foi aplicada a operacao de convolugao, através do comando
conv do Matlab. No entanto, foi necessario corrigir um atraso temporal de 16 s entre a
apresentacao do estimulo e o comeco da HRF, provocado pela aplicagao deste comando.

O passo seguinte consistiu em selecionar um limite superior e inferior, que pudesse
classificar os pontos temporais como “Movimento” (caso o respetivo valor de convolu-
cao fosse igual ou superior a esse limite), e “Nao Movimento” (caso o respetivo valor de
convolugao fosse igual ou inferior a esse limite). Para a escolha desses limites foi obtido
o histograma cumulativo dos valores de convolug¢ao em que se considerou um percentil
empirico de 30%, ou seja, o limite inferior era o valor maximo de convolugao correspon-
dente a 30% dos valores mais baixos, enquanto que o limite superior era o valor minimo
correspondente a 30% dos valores mais elevados.

A selegao deste percentil foi feita com base no numero de pontos que se obtinham
em 3 classes, onde a primeira correspondia aos pontos considerados como "Movimento",
a segunda como "Nao Movimento" e a terceira aos pontos que nao se enquadravam em
nenhuma das 2 classes anteriores. Foi entao obtido o nimero de pontos nas 3 classes
para 9 percentis diferentes, de 5 a 45%, com um intervalo de 5% entre cada um. Optou-
se pelo percentil de 30% visto que permitia um melhor equilibrio entre discriminagao

e obten¢ao de um numero suficiente de pontos nas 3 classes. Na figura 3.2, é possivel
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observar graficamente os procedimentos aplicados segundo este critério, com base num

exemplo especifico.

Procedimentos para a obtengao dos pontos localizados no tempo

1) Funcao de apresentacado do estimulo 2) HRF canonica
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Figura 3.2: Procedimentos realizados para a obteng¢ao dos pontos localizados no tempo,
com base no critério implementado. Os resultados presentes nesta figura correspondem
ao sujeito 21, ensaio A e tarefa SELF.

Por fim, foram obtidas as matrizes de conetividade com base nesses pontos seleciona-
dos pelo critério. E de salientar que a classificacao dos pontos como “Nao Movimento”
“Movimento” foi somente aplicada a tarefa SELF, tendo em conta o objetivo deste estudo.
Relativamente a tarefa VISUAL s6 foram considerados os pontos “Movimento”. No caso
das tarefas de repouso REST1 e REST?2, o critério de selecao dos pontos foi feito com base
no namero de pontos dados como “Movimento” no SELF, onde se extraiu aproximada-

mente a mesma quantidade de pontos das séries temporais em repouso, com a mesma
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distancia entre eles.

Todas as matrizes de conetividade que estejam incluidas no cone de influéncia (regiao
afetada por efeitos de borda, cujos valores nao sao de confianca [61]), seja parcial ou

totalmente, nao serao consideradas na analise.

Relativamente ao critério de classificacao dos pontos temporais como "Movimento'e
"Nao Movimento", foi implementado um segundo critério, apesar de nao ter sido utili-
zado tendo em conta as suas desvantagens em relagao ao critério escolhido. Este critério
alternativo baseava-se no numero de movimentos que eram encontrados numa janela de
tempo: se o numero de movimentos incluidos nessa janela fosse igual ou superior a um
certo valor, seria considerado como "Movimento"; se o nimero de movimentos fosse igual

ou inferior a outro valor, entao considerariamos "Nao Movimento".

Comparativamente ao critério escolhido para a analise, verifica-se que este apresenta
duas grandes limitagoes: a escolha de uma janela temporal, ao contrario de pontos isola-
dos; e ter de se predefinir a partida 2 valores limite de movimentos, o que poderia levar
a reducao do namero de resultados obtidos. No entanto, e tendo em conta que esta alter-
nativa chegou a ser implementada na pratica, decidiu-se desenvolver uma interface com
base nestes dois critérios, onde o utilizador poderia escolher qual dos dois aplicar. Foi
ainda acrescentada outra op¢ao, que possibilita a obtencao das matrizes de conetividade
em pontos aleatorios no tempo, escolhidos pelo utilizador. Como é possivel ver na figura
3.3, para além da escolha do critério de interesse, é possivel escolher quais os sujeitos,
ensaio e regides cerebrais em que se pretende aplicar a analise. Juntamente a isso, o utili-
zador tera de selecionar qual a banda de frequéncia e a medida da coeréncia de Wavelet
que deseja. A opgao "default" do critério de convolugao, considera o percentil de 30% que

foi utilizado para obter os resultados nesta tese.

3.5 Aplicacao da toolbox GraphVar

3.5.1 Resumo geral e descrig¢ao das funcionalidades

Para a obtencao dos resultados pretendidos, foi utilizada uma toolbox denominada
GraphVar (versao 1.02 Turbo GLM). Esta ferramenta, como é possivel observar na figura
3.4, é uma interface grafica user-friendly, que permite uma vasta analise de grafos da
conectividade funcional cerebral e a exploracao interativa de resultados estatisticos. Pos-
sibilita ainda a constru¢ao de redes e a caracterizagao das respetivas propriedades através
de medidas topologicas da teoria de grafos, para analises estatisticas da comunicagao

neuronal.

Por ser composta por uma diversidade de rotinas e toolboxes, como por exemplo: Brain
Connectivity Toolbox (BCT) [50], Graph Analysis Toolbox (GAT) [101] e Network Based Sta-
tistic Toolbox (NBS) [102], permite utilizar diferentes implementacoes, dependendo do

objetivo pretendido. Tal como demonstrado na figura 3.5, existem duas vias de analise
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Figura 3.3: [lustracao da interface desenvolvida para a obtenc¢ao das matrizes de coeréncia
de Wavelet localizadas no tempo. O utilizador tem a possibilidade de escolher qual o
critério de interesse, os sujeitos, ensaio e regides cerebrais em que se pretende aplicar a
analise. Juntamente a isso, tera de selecionar qual a banda de frequéncia e a medida da
coeréncia de Wavelet que deseja. A opcao "default" do critério de convolugao, considera o
percentil de 30% que foi utilizado para obter os resultados nesta tese.
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Figura 3.4: Tlustragao da interface do GraphVar.

distintas: a construcao de redes de grafos para posterior obtencao das respetivas medidas
topoldgicas, ou a analise estatistica direta das matrizes de conetividade.

Este software corre no MATLAB (MathWorks,Inc.), e aceita como dados de entrada
matrizes quadradas (nxn), em formato .mat, que contenham informacgao sobre a conetivi-

dade entre os nds da rede. No entanto, e apesar desta funcionalidade nao ter sido aplicada
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Figura 3.5: Esquematico do fluxo de trabalho do GraphVar. As duas vias de analise possi-
veis sao: a construcao de redes de grafos para posterior obtencao das respetivas medidas
topoldgicas; e a analise estatistica direta das matrizes de conetividade. Adaptado de [103].

nesta tese, uma vez que as matrizes de conetividade foram obtidas a partir de outros mé-
todos (ja descritos em cima), também tem a capacidade de gerar matrizes de conetividade
baseadas na correlacao de Pearson, correlagao parcial, correlagao de spearman, percentage

bend correlation ou informag¢ao mutua de séries temporais de entrada.

3.5.1.1 Raw matrix

Depois de obtidas as matrizes de conetividade é possivel fazer uma analise estatistica
sobre essas mesmas matrizes. Para isso, € necessario ativar o painel “Raw matrix (link
wise)” da interface, selecionando a op¢ao “Raw matrix”. Se as matrizes de conetividade
envolverem correlacdes (r), é aconselhavel transformar os valores de correlagdo em valores
de z, utilizando a opgao “r to z”, que faz a transformacao r para z de Fisher, ja que a
distribuicao nao é Gaussiana.

Caso se pretenda restringir a andlise a links que sejam significativos em primeiro lu-
gar, deve-se escolher o limite pretendido na opgao “Connectivity Thr”. Para além disso,
também ¢é possivel escolher que tipo de ponderagao é aplicada as conexoes (valores de
conectividade): nenhuma alteracao; utilizar valor absoluto; ou considerar os valores nega-

tivos como zero.

3.5.1.2 Construgao e calculo da rede

A construcao das redes de grafos no painel “Network Construction” comega pela selecao
das regides cerebrais de interesse e do tipo de limite a ser aplicado: significativo, relativo,
absoluto, Sparse Inverse Covariance Estimation (SICE), ou nenhum. O limite significativo
esta relacionado com os valores de p-value ndo paramétricos que sao obtidos na criagao
de séries temporais aleatorias. O limite relativo ira limitar a matriz de associagado numa
forma proporcional, ou sejam se for escolhido um limite de 0.1, por exemplo, isto significa
que somente 10% das conexoes mais fortes é que serao consideradas na analise. O limite

absoluto ira definir o valor minimo apresentado de conexoes entre 2 nds, isto ¢é, se for
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escolhido um limite de 0.1, implica que todos os valores de conetividade abaixo desse
valor nao serao tidos em conta. O limite SICE, apesar de nao ser dos métodos de limitacao
mais comuns, permite a construcao de grafos binarios com densidades predefinidas[104].

No painel “Network calculation”, estao listadas a maior parte das medidas topoldgicas
de grafos implementadas na BCT, permitindo o calculo e extragao destas na forma binaria
ou ponderada, e direcionada ou nao direcionada. Acrescentando a isto, é ainda possivel
realizar a normalizagao destas medidas através de uma divisao com a média do respetivo

modelo nulo.

3.5.1.3 Analise Estatistica: GLM

Para a analise estatistica sobre as matrizes de conetividade, ou medidas topolédgicas
das redes cerebrais, o GraphVar tem como base o modelo linear generalizado GLM.Neste
modelo, é possivel selecionar as covariaveis (variaveis continuas) de interesse em "Between
covariates" que irao levar a estimativa dos coeficientes de regressao, em relagao as varia-
veis dependentes. Antes da analise, estas covariaveis serdo descorrelacionadas por forma
a eliminar a colinearidade com o valor médio (intercept). Se se pretender estimar os efei-
tos de variaveis categdricas, médias de grupos individuais e diferengas emparelhadas
entre grupos, as variaveis do modelo terao de ser introduzidas em "Between factors". Isto
ird permitir realizar comparagoes entre dois grupos, 2 sample t-test, ou mais do que 2
grupos, ANOVA. As "nuisance covariates"sao varaveis que serao eliminadas das variaveis
dependentes, antes de qualquer anélise. Caso se pretenda fazer uma analise com medidas
repetidas em dois pontos temporais, as variaveis terao de ser introduzidas em "within
covariates"por forma a estimar os coeficientes de regressao. A op¢ao "within_ID " permi-
tira associar as variaveis (por exemplo, os sujeitos), que terao medidas repetidas. Para
além disto, ainda é possivel aplicar interacgdes, ou seja, encontrar diferengas nos pesos
de regressao, entre variaveis categoricas (1* ordem), continuas (2* ordem), ou variaveis
categoricas e continuas (3* ordem).

O GraphVar permite ainda a aplicacao de testes paramétricos, onde se assume que
os dados sao normalmente distribuidos, e nao paramétricos, onde esta assun¢ao nao é
requerida. Como testes paramétricos temos por exemplo o t-test e ANOVA, que permitem
comparar 2 ou mais grupos, respetivamente, com base nas médias de cada populagao. Re-
lativamente aos testes nao paramétricos, existe dois tipos diferentes: teste do modelo nulo
ao nivel da rede (“rand NW”) e ao nivel da métrica (“permutation”). Para a comparagao
de grupos, utilizam-se os testes de permutacao com um certo nimero de repeticoes esco-
lhidas pelo utilizador, onde em cada repeticao, as medidas da rede de cada sujeito serao
aleatoriamente reatribuidas para um dos grupos, de maneira a que cada grupo aleatoério
obtenha o mesmo numero de sujeitos que os grupos originais. Em seguida, as diferencas
entre grupos nas medidas da rede serao colocadas numa distribui¢ao de permutacao,
onde um p-value sera calculado com base na posicao do percentil. Alguns exemplos de

testes ndo paramétricos sao o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (correspondente ao 2
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sample t-test) e o teste de Kruskal-Wallis por postos (correspondente a ANOVA).

3.5.2 Aplicacao da analise pretendida

Uma vez que se pretende estudar as diferengas entre o SELF e as restantes 3 tarefas,
a utilizagao do GraphVar consistiu essencialmente na comparagao entre as mesmas. No
entanto, e depois de analisadas todas as func¢des da interface, acabou por se verificar que
este programa nao tinha a capacidade de fazer a analise estatistica que era pretendida, ja
que ndo aceita mais do que 1 matriz por sujeito e tarefa. A impossibilidade de realizar
esta analise com base nas diversas matrizes que tinham sido obtidas, foi confirmada por
comunicagao pessoal com o préprio autor principal do programa, Johann Kruschwitz do
Charité — Universitatsmedizin, em Berlim. Uma vez que se pretendia calcular numa 2°
fase as métricas de grafos para os mesmo dados, foi mantida a decisao de utilizar este
software para a obtencao dos resultados, contudo, as matrizes de conetividade tiveram de
ser alteradas.

Tendo em conta que a analise desejada passava pela implementacdo de um modelo
GLM misto a dois niveis (mixed-effects GLM model [6]), aplicou-se no primeiro nivel a
equagao 2.3, que ira permitir obter os parametros estimados para cada individuo, ou
seja, as médias de todas as matrizes, como explicado na seccao 2.2.1, do capitulo 2. Em
seguida, e tendo agora uma matriz para cada individuo e tarefa, utilizou-se cada uma
dessas matrizes como dados de entrada no GraphVar, onde este tera a capacidade de fazer
a analise do segundo nivel. Essencialmente, o que o programa faz é aplicar a equagao 2.4
(seccao 2.2.1, do capitulo 2) a cada grupo, neste caso, cada tarefa, utilizando um contraste
c=[1 —1], para a obten¢ao das comparacgoes entre as tarefas de interesse.

Relativamente aos sujeitos que serao incluidos nesta etapa, nem todos farao parte,
devido ao critério utilizado para classificar como "Movimento" e "Nao Movimento". Sendo
assim, s6 serao utilizados os sujeitos cujos nameros de pressdes do botao foram superiores
a 5, e inferiores a 1000. Com base nisto, excluiram-se os sujeitos 10, 20 e 23, por terem
menos de 5 movimentos, e o 13, por ter mais de 1000.

Nesta analise da comparagao entre tarefas considerou-se as 32 regioes de interesse ja
definidas previamente, 3 medidas de coeréncia e 3 bandas de frequéncia. Numa primeira
fase foi realizada a analise estatistica direta das matrizes de conetividade, onde foram
comparadas as matrizes do SELF com as do REST1, REST2 e VISUAL, e ainda uma com-
paragao entre as matrizes “Movimento” e “Nao movimento” do proprio SELF. Para tal,
depois de introduzidas todas as matrizes de cada grupo no GraphVar, foi ativada, pos-
teriormente, a op¢ao “Raw matrix” (mantendo desativadas todas as outras opgoes deste
painel). Em seguida, no painel “GLM” foi introduzida a variavel de interesse no campo
“between factors”, e selecionada a opgao “permutation” com 5000 repetigdes, por forma a
realizar um teste nao paramétrico.

A segunda fase de analise no GraphVar consistiu na construgao das redes cerebrais, e

calculo das respetivas medidas topologicas. Neste passo, foi selecionada a opgao “Relative”
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no painel “Network construction”, considerando os limites : 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 e 0.5. Posteri-
ormente, foi ativada a opgao “calculate graph metrics” do painel “Network calculation”, e

selecionadas as medidas de grau do no e eficiéncia global.

3.6 Metodologia 3: Coeréncia entre sinal BOLD e intervalo RR

Por fim, e com o objetivo de estudar a interacao entre sinal BOLD e sinal cardiaco,
aplicou-se a coeréncia da transformada de Wavelet entre as oscilacoes BOLD espontaneas,
e as oscilagoes do intervalo entre batimentos cardiacos da frequéncia cardiaca. Esta analise
foi feita sobre as 32 regides cerebrais e 21 sujeitos ja previamente selecionados, tendo em
conta as comparagoes entre o SELF e as duas tarefas de movimento (REST1 e REST?2).

O estudo da coeréncia de Wavelet, e tal como nas duas metodologias ja descritas
anteriormente, baseou-se nas medidas de magnitude, fase e phase-locking, segundo as 3
bandas de frequéncia: 0.01-0.027 Hz, 0.027-0.073 Hz e 0.07-0.13 Hz. Ver figura 3.6.

O primeiro passo consistiu no desenvolvimento de rotinas em Matlab, que permiti-
ram a criagao de vetores especificos a cada sujeito, medida e banda de frequéncia, onde
mais uma vez se recorreu as funcoées da toolbox "Cross wavelet and wavelet coherence”, e
a exclusao da regiao fora do cone de influéncia. Em seguida, e depois de obtidas todas
as matrizes, foi necessario proceder a aplicagao de um teste de normalidade dos valores
de coeréncia, para permitir saber qual o teste estatistico indicado (paramétrico ou nao-
paramétrico), j& que nao é possivel fazer essa analise no GraphVar, tendo em conta os
requisitos das matrizes de entrada do programa (matrizes nxn).

Para tal, procedeu-se a aplicagao do teste de Kolmogorov-Smirnov (teste nao paramé-
trico que permite averiguar se os dados seguem uma distribui¢cao normal [105]), através
da funcao kstest do Matlab que retorna o valor 1, caso os dados venham de uma populagao
com distribuicao normal, ou o valor 0, caso contrario. Os resultados deste teste demonstra-
ram que para todos os casos em estudo os valores nao seguiam uma distribui¢ao normal,
pelo que se prosseguiu com um teste nao paramétrico para obter os valores de p-value e
extrair as conclusoes necessarias.

O teste nao paramétrico aplicado foi o de Wilcoxon, que permite avaliar se duas amos-
tras independentes provém de distribui¢des com medianas iguais. Desta forma, utilizou-
se a fungao ranksum do Matlab, que aplica esse teste aos dados pretendidos, fornecendo o
p-value resultante do mesmo, de acordo com um nivel de significancia de 0.05. Neste caso,
as duas amostras do teste foram dois vetores, um correspondente ao SELF e outro a uma
tarefa de repouso, que continham o valor da respetiva medida de coeréncia para cada
sujeito e regioes cerebral. Para ser mais facil analisar os resultados finais, utilizaram-se
testes unilaterais, de forma a determinar qual das duas tarefas envolvidas apresentava

maior coeréncia.
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Figura 3.6: Exemplifica¢ao do sinal BOLD (a); sinal do intervalo RR (b); e da coeréncia
de Wavelet entre ambos os sinais (c). Estes resultados sao referentes a regiao M1 do HE,
tarefa SELF, banda de frequéncia de 0.07 a 0.13 Hz, ensaio A e sujeito 1.
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CaprPiTULO

REsuLTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serao apresentados os resultados obtidos através da toolbox GraphVar,
segundo as metodologias 1 e 2, e dos testes estatisticos da metodologia 3. Em seguida, sera
feita uma analise e discussao destes mesmo resultados, com base na literatura existente.
Desta forma, sera possivel averiguar a potencialidade dos métodos implementados nos

respetivos objetivos, previamente estabelecidos nesta tese.

4.1 Exploracao dos resultados no GraphVar

A exploragao de resultados no GraphVar ¢é feita através da interface apresentada na

figura 4.1, onde se pode encontrar 3 painéis distintos:

* Selegao dos resultados: contém quatro janelas distintas — “Variables”, onde é possi-
vel escolher qual a variavel independente de interesse (por ex., tipo de movimento);
“GraphVar”, permite selecionar a variavel dependente (por ex., a medida de grafo
pretendida); “Threshold” e “Brain Areas”, contém os limites e areas cerebrais prede-

finidos no painel “Network Construction”, respetivamente.

» Fungoes gerais: neste painel é possivel especificar qual o nivel de significancia, e o
método de correcdo a aplicar aos resultados paramétricos (corre¢cao Bonferroni ou
False Discovery Rate (FDR)) e nao-paramétricos (Random Networks/Groups). A opgao

“NBS” permite ainda obter uma representacao 3D das redes neuronais [106].

* Visualizador de resultados: dependendo das op¢des selecionadas nos dois painéis
acima, sera possivel observar os resultados pretendidos (de acordo com a dimensi-
onalidade das medidas de grafos) e respetiva informacao, que ira aparecer onde o
mouse estiver posicionado: 1° linha — regido cerebral do eixo dos yy; 2° linha — regiao

cerebral do eixo dos xx; 3% linha — diferenca entre as médias dos grupos (d); 4° linha
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— t-Value; 5% linha — p-Value. No caso de comparagoes de grupo os resultados serao
apresentados conforme a diferenca que é exibida na parte de baixo da interface, por
exemplo, se estivermos a comparar os grupos REST1 e SELF: Type_Mov_Rest1 —
Type_Mov_Self, significa que se o valor de d de um par de regides for positivo, entao
a medida de conetividade em estudo é maior no grupo REST1 do que no SELF, e

vice-versa.

Results - X

Variable. Graphvar Threshold Brain Arcas Show Vars/Areas with more than 5 | significant | Fiter | novis function v Save
[ a1

Intercept corr_area
Type_bov

Hide non Significant Export Data Show p-Values | Aloha | evel [0.05 Load

Correction
Crrrartad Ainna | sus
Random Networks(Groups ~ 0.05
Variabies. Granhvars Thrasholds. Arain Araas

Selected ~ Selected v Selectsd v ||selected v GetComponent NBS.

Brain Area: Insula_L
067571

1(40) = 1.937360 F q0.05

5 10 15 20 25 30
Type_Mov_Rest1-Type_Mov_Self=0 v L= Open Single Subject > Plot Conn Meanhatrix

Figura 4.1: Ilustragao da interface de exploracao dos resultados do GraphVar. Na parte de
cima da interface encontram-se 2 painéis, onde é possivel escolher as variaveis, limites e
regides cerebrais que se pretendem visualizar, e ainda, as correc¢des e nivel de significancia
a aplicar. No painel de baixo é possivel observar os resultados pretendidos (de acordo
com a dimensionalidade das medidas de grafos) e respetiva informacao, que ira aparecer
onde o mouse estiver posicionado: 1? linha — regiao cerebral do eixo dos yy; 2* linha —
regiado cerebral do eixo dos xx; 3° linha — diferenca entre as médias dos grupos (d); 4°
linha - t-Value; 5 linha — p-Value.

4.2 Comparacgao entre tarefas

4.2.1 Analise das matrizes de conetividade

Os resultados que se encontram nesta sec¢ao foram obtidos através do GraphVar,
tendo em conta as metodologias 1 e 2, por forma a estabelecer comparacdes entre as
tarefas de interesse e identificar as conexoes funcionais mais relevantes em cada uma. Pri-
meiramente serao apresentados os resultados correspondentes as medidas de magnitude,
em seguida de phase-locking, e por fim, das diferencas de fase.

Como referido anteriormente, estes resultados sao apresentados tendo em conta a
diferenca d = Tarefa, — Tarefa,, pelo que quando a medida de conetividade for superior

na Tarefa, (comparativamente a Tarefa,), cada par de regides apresentara um valor de d
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positivo, representado pela escala de cores quentes, e quanto maior for o valor de d, mais
significativa sera a conexdo. Quando for a Tarefa, a possuir uma medida de conetividade
mais elevada que a Tarefa;, entdo o valor de d é negativo, e sera apresentado na escala de
cores frias, sendo que quanto menor for o valor de d, mais significativa sera a conexao.
Nas comparagoes obtidas teremos as seguintes diferencas d, de acordo com a respetiva

tarefa:

SELF: dg = Movimento — Ndao Movimento

REST1: dg; = REST1 - SELF

REST2: dg, = REST2 — SELF

VISUAL: dy = SELF — VISUAL

Apenas serao exibidos os resultados cujos p-values nao-paramétricos sao considerados
significativos, de acordo com o nivel de significancia de 0.05. Em cada eixo das matri-
zes que serao apresentadas, as regioes cerebrais estao identificadas através do respetivo
numero do atlas AAL. Para a obtencao dos resultados foi aplicada a correcao Random
Networks/Groups.

Relativamente aos resultados das comparagoes dentro do SELF, nao foram obtidas
quaisquer conexoes significativas. Desta forma, e tendo em conta que com o limite de
30% escolhido para diferenciar entre "Movimento" e "Nao Movimento" nao se obtiveram
ligagoes relevantes, repetiu-se as metodologias 1 e 2 para limites mais baixos, até um
minimo de 5% e com um intervalo de 5% entre limites. No entanto, os inicos resultados
obtidos foram com a medida de fase na banda de 0.07 a 0.13 Hz, considerando os limites
de 5% e 10%. Por esta razao, s6 serao apresentadas as comparacdes entre o SELF e as
tarefas REST1, REST2 e VISUAL, em todos os resultados de magnitude e phase-locking, e
ainda, nas 2 bandas de frequéncia mais baixa da medida de fase (0.01-0.027 Hz e 0.027-
0.073 Hz).

4.2.1.1 Resultados de Magnitude

* Banda de Frequéncia: 0.01-0.027 Hz

Estes resultados encontram-se na figura 4.2.

Relativamente a comparagao REST1>SELF do ensaio A, verifica-se uma forte conexao
entre o M1 contralateral e as regides: talamo e parietal superior do hemisfério esquerdo
e, M1 e S1 do hemisfério direito. A comparagao oposta apresentou um maior nimero de
resultados, observando-se fortes ligacOes entre o calcarino esquerdo e as areas bilaterais
do cingulo medial e posterior. A parte opercular do giro frontal inferior no hemisfério di-
reito também mostrou conexdes entre o cingulo medial e a SMA de ambos os hemisférios.
Passando agora para o ensaio B, observa-se que de um modo geral foi obtido um padrao

bastante diferente do ensaio anterior, apesar de certas conexodes terem permanecido, como
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aquelas associadas ao talamo contralateral. Considerando a compara¢ao REST1>SELF,
vé-se claramente uma forte coeréncia da insula e talamo contralaterais com outras regioes
de ambos os hemisférios, como o calcarino e por¢des anterior e medial do cingulo, no
primeiro caso, e 0 M1, a SMA e a parte superior do lobo parietal, no segundo.

A comparagao onde SELF>REST?2 foi a que apresentou resultados mais relevantes
comparativamente ao seu oposto, salientando-se assim as comunicagoes do talamo direito
com as regioes: parte opercular do giro frontal inferior, insula, cingulo medial e precuneus
do hemisfério direito e, cingulo posterior e nticleo caudado do hemisfério esquerdo. A
parte opercular do giro frontal inferior ipsilateral também revelou uma forte conetividade
com as areas: SMA, cingulo medial e nacleo caudado contralaterais, e cingulo posterior
ipsilateral. Contrariamente ao ensaio anterior, no ensaio B obteve-se resultados mais
significativos com REST2>SELF, revelando o envolvimento do talamo contralateral (como
aconteceu no REST1) e parietal inferior ipsilateral em diversas liga¢oes. Globalmente,
verifica-se a existéncia de um padrao bastante consistente em ambas as tarefas de repouso,
quando se passa do ensaio A, onde havia uma maior ativagao de regides ipsilaterais no
SELF, para o B, em que ha uma forte ativagao de areas contralaterais no repouso. Esta
alteracao do padrao de um ensaio para outro podera estar associada a estratégias criadas
pelos sujeitos na pressao do botao, levando a que no segundo ensaio haja uma ativagao
diferente das areas cerebrais.

Finalmente, quanto aos resultados associados a tarefa do VISUAL é possivel verificar
que foram mais escassos, e das poucas conexoes significativas o SELF revelou uma maior
conetividade, o que vai ao encontro do que era esperado, tendo em conta que esta banda
de frequéncia nao engloba a frequéncia de interesse (0.1 Hz). Contudo, é de salientar a
ativagao do putamen com o M1, insula e S1 no hemisfério esquerdo.

* Banda de Frequéncia: 0.027-0.073 Hz

Estes resultados encontram-se na figura 4.3.

Comegando por observar a comparagao entre o REST1 e o SELF no ensaio A, constata-
-se uma grande semelhanca com os resultados obtidos na banda de frequéncia anterior,
verificando-se ainda um aumento de ligacOes associado as regioes: parte opercular do
giro frontal inferior esquerdo e talamo direito. O mesmo nao acontece no ensaio B, onde
para além de se encontrar um padrao geral diferente, todas as conexdes apresentadas
foram superiores no SELE. Algo interessante de se mencionar é o facto de se voltar a
obter uma maior ativacao em regioes do hemisfério direito no SELF. Para além disso, é
de notar uma grande consisténcia entre ambos ensaios, uma vez que a conetividade entre
diversas regides se manteve, como € o caso das conexdes que envolviam a parte opercular
do giro frontal inferior direito, e mais especificamente, entre o cingulo posterior esquerdo
e medial direito, e entre o calcarino esquerdo e o cingulo posterior direito.

No caso das comparagoes entre o REST2 e o SELF de ambos os ensaios verifica-se que

de uma forma global foram bastante semelhantes aos da banda de frequéncia anterior.
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Figura 4.2: Resultados das matrizes de magnitude referentes a banda de frequéncia de
0.01 a 0.027 Hz. As imagens dos lados esquerdo e direito dizem respeito aos ensaios A e
B, respetivamente, sendo que por baixo de cada uma encontra-se a férmula da diferenca
d correspondente a tarefa em estudo.

Em relacao ao REST1 da banda de frequéncia presente, confirma-se apenas a semelhanca
com o ensaio A do REST2. As conexdes mais significativas envolvem a parte opercular do
giro frontal inferior e o talamo ipsilaterais no ensaio A, e talamo contralateral no ensaio
B.
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Figura 4.3: Resultados das matrizes de magnitude referentes a banda de frequéncia de
0.027 a 0.073 Hz. As imagens dos lados esquerdo e direito dizem respeito aos ensaios A e
B, respetivamente, sendo que por baixo de cada uma encontra-se a formula da diferenca
d correspondente a tarefa em estudo.

Mais uma vez, e como aconteceu anteriormente, os resultados associados ao VISUAL
foram quase inexistentes, revelando apenas as conexdes entre o putamen e o S1 e parietal
inferior contralaterais; entre o cingulo posterior e o precuneus ipsilaterais; e entre o globo

palido e a parte opercular do giro frontal inferior contralaterais, no ensaio A. No ensaio
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B, apenas foi encontrada a ligagao entre o parietal inferior esquerdo e o putamen direito.
* Banda de Frequéncia: 0.07-0.13 Hz

Estes resultados encontram-se na figura 4.4.

Os resultados das comparagoes onde o REST1 é mais coerente que o SELF no ensaio
A, mostram algumas diferencas em relacao as duas bandas de frequéncia mencionadas
acima: o precuneus esquerdo apresenta fortes conexdes com regioes do hemisfério direito:
insula, partes medial e posterior do cingulo, calcarino, S1, partes superior e inferior do
lobo parietal; e a parte opercular do giro frontal inferior contralateral com a SMA, insula,
cingulo medial, S1 e parietal superior do hemisfério esquerdo, calcarino e talamo bilate-
rais, e cingulo posterior direito. No entanto, é de notar que houve algumas regides que
permaneceram ativas, como é o caso da parte opercular do giro frontal inferior direito
que conecta com o cingulo medial bilateral, cingulo posterior esquerdo e talamo direito.
A ligagao do cingulo posterior contralateral com o cingulo medial ipsilateral também
aparece aqui, tal como nos dois casos anteriores. No ensaio B observa-se mais uma vez
um elevado namero de conexoes significativas no repouso associadas as regioes do M1,
parte opercular do giro frontal inferior e insula contralaterais.

Os resultados associados ao REST2 mostraram-se bastante interessantes, ja que apa-
rentam uma certa reprodutibilidade em relagao ao REST1, destacando-se como regioes
mais coerentes no repouso o M1, a parte opercular do giro frontal inferior e a insula
contralaterais. A parte opercular do giro frontal inferior direita aparece novamente com
maior magnitude no SELF. Verificam-se ainda bastantes semelhancas em relacao as ban-
das de frequéncia anteriores, onde se salienta o talamo e a parte opercular do giro frontal
inferior ipsilaterais. A grande consisténcia destas observagoes (entre ensaios, e entre ban-
das de frequéncia), permite-nos assegurar uma grande robustez perante os resultados
obtidos com estas comparagoes.

Quanto a tarefa do VISUAL, e como ja era de esperar nesta banda de frequéncia, tendo
em conta que engloba a frequéncia de interesse de 0.1 Hz (e o fenémeno de entrainment
[91]), todas as ligagOes observadas em ambos 0s ensaios apresentam maior coeréncia no
VISUAL em comparagao com o SELF na maior parte das regioes, exceto para o globo
palido e cingulo posterior bilaterais, niicleo caudado ipsilateral e, parte opercular do giro

frontal inferior e talamo contralaterais (esta tltima regiao, s no ensaio A).

4.2.1.2 Resultados de Phase-Locking

* Banda de Frequéncia: 0.01-0.027 Hz

Estes resultados encontram-se na figura 4.5.
Relativamente ao ensaio A verifica-se que a maior parte das conexdes significativas
sao superiores no SELF em relacao ao REST1, onde as 3 partes do cingulo (anterior ip-

silateral, medial bilateral e posterior contralateral) aparecem em grande destaque pela

49



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

(1) M1_HE
(2)m1_HD
(11)Fr_Inf_Op_HE 01
(12)Fr_inf_Op_HD
(19) SMA_HE
(20} smA_HD
(29) Insula_HE
(30) Insula_HD
(31) Cing_Ant_HE 05
(32) Cing_Ant_HD
|
) Ci s HD
(43) Calcarino_HE
(44) Calcarino_HD 0
(57) S1_HE
(58) S1_HD
(59) Par_Sup_HE
(60) Par_Sup_HD
(61) Par Inf HE
(62) Par_Inf_HD -0.05
(67) Precuneus_HE
(68) Precuneus HD
(71) Niic_Cau_HE
(72) Nuic_Cau_HD
(73) Putamen_HE
(74) Putamen_HD 0.1
(75) Glo_Pal_HE
(76) Glo_Pal HD
(77) Talamo_HE
(78) Talamo_HD

8
121112 1920293031323334353643 44 57 58 59 60 616267 68 717273747576 77 78 121112 19202930313233 343536434457 585960 61626768 717273747576 77 78

a) Ensaio A: d =RESTI - SELF b) Ensaio B: d =REST1 - SELF

(1ym1_HE

(2m1_HD 01
(11)Er_Inf_Op_HE
(12)Fr_Inf_Op_HD
(19) SMA_HE
(20) smA_HD
(29) Insula_HE
(30) Insula_HD
(31) Cing_Ant_HE
(32) Cing_Ant_HD

(33) Ci

(44) Calcarino_HD

1_HE

(58) S1_HD

(59) Par_Sup_HE

(60) Par_Sup_HD
(61) Par Inf HE -0.05

(62) Par_Inf_HD

(67) Precuneus_HE

(68) Precuneus HD

(71) Nuic_Cau_HE

(75) Glo_Pal HI
(76) Glo_Pal_HD
(77) Talamo_HE
(78) Talamo_HD
12 1112 192029 30 3132 33 34 35 36 43 44 57 58 59 60 61 62 67 68 717273 147516 11 18

121112 1920293031323334353643 44 57 58 59 60 616267 68 717273747576 77 78

¢) Ensaio A: d =REST2 - SELF d) Ensaio B: d =REST2 - SELF

(1) M1_HE
(2m1_HD
(11)Fr_Inf_Op_HE

(33) Cin, |
(34) Cing Med_HD
(35) Cing_Pos_HE
(36) Cing_Pos_HD
(43) Calcarino_HE

15

F

(68) Precuneus HD
(71) Niic_Cau_HE
(72) Niic_Cau_HD
(73) Putamen_HE
(74) Putamen HD |

"l
|

(78) Talamo_HD

78
12 1112 1920 29 30 31 32 33 34 35 36 43 44 57 58 59 60 61 6267 68 7172 73747576 77 18

|, ] | | ||
12 1112 1920 2930 31 32 33 34 35 36 43 44 57 58.59 60 61 62 67 68 7172737475 76,71 78
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Figura 4.4: Resultados das matrizes de magnitude referentes a banda de frequéncia de
0.07 a 0.13 Hz. As imagens dos lados esquerdo e direito dizem respeito aos ensaios A e B,
respetivamente, sendo que por baixo de cada uma encontra-se a formula da diferenga d
correspondente a tarefa em estudo.

quantidade de ligagoes com outras regides como o: talamo direito, ganglios basais (globo
palido bilateral, putdmen direito, niicleo caudado esquerdo), precuneus e calcarino ipsi-
laterais. Tal como aconteceu nos resultados de magnitude, observam-se as liga¢oes entre

o cingulo posterior esquerdo e o medial bilateral; entre o M1 direito e esquerdo (neste
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caso, quando REST1>SELF); e entre a parte opercular do giro frontal inferior direito e a
insula, e ganglios basais (nticleo caudado e putamen esquerdos). Quanto aos resultados
no ensaio B verifica-se que ha um menor numero de conexdes e que nao ha uma grande
reprodutibilidade entre ambos os ensaios. A regiao do talamo contralateral volta a ser
alvo de destaque, apresentando conetividade superior no repouso em comparagao com o
SELF.

Nas comparagoes do ensaio A, onde o REST2 apresenta maior phase-locking em re-
lagao ao SELF, o nucleo caudado ipsilateral conecta fortemente com o cingulo medial
direito e posterior bilateral, e ainda, com o calcarino direito. O globo pélido direito tam-
bém comunica com o precuneus bilateral e putamen ipsilateral. Quando o SELF>REST2
obtiveram-se resultados semelhantes aos mencionados com o REST1, onde se deu des-
taque a parte opercular do giro frontal inferior e talamo ipsilaterais. No ensaio B so se
encontram conexdes onde o REST2 é mais coerente que o SELF salientando-se as fortes
comunicagoes do talamo contralateral, parte opercular do giro frontal inferior e parietal
inferior ipsilaterais com outras regides de ambos os hemisférios.

Em relagao aos resultados associados ao VISUAL, e como aconteceu na magnitude, as
conexoes obtidas foram todas superiores no SELF, sendo que as ligagdes mais significativas
no ensaio A envolveram o S1 com o putamen no hemisfério esquerdo, e a SMA com o
S1 no hemisfério direito. Relativamente ao ensaio B é possivel observar que houve um
aumento do numero de conexdes comparativamente ao ensaio anterior, salientando-se
assim o globo palido contralateral que comunica fortemente com a insula, o cingulo
medial, o S1, o parietal superior e inferior do hemisfério esquerdo, e o nticleo caudado do
hemisfério direito. Mais uma vez, é observavel a conexao entre o cingulo medial direito e

o posterior esquerdo, o que torna esta ligacao bastante robusta.
* Banda de Frequéncia: 0.027-0.073 Hz

Estes resultados encontram-se na figura 4.6.

Tal como na banda de frequéncia anterior, a maior parte das conexdes do ensaio A
foram obtidas com a comparacao SELF>REST1, onde se destaca novamente a parte oper-
cular do giro frontal inferior e talamo ipsilaterais. O ensaio B ja aparenta um padrao
mais distinto do observado na banda de frequéncia anterior, contudo, mostra uma certa
reprodutibilidade com o ensaio A, como é possivel verificar pela ativacao das duas re-
gides ja mencionadas acima. Outras ligagoes significativas envolvem o nucleo caudado
contralateral que aparece conectado as regioes frontal inferior opercular, SMA e insula do
hemisfério esquerdo, calcarino direito e parietal inferior bilateral; o calcarino esquerdo
com as partes ipsilaterais do M1, frontal inferior opercular, SMA e insula; e por fim, o
parietal inferior esquerdo com a SMA esquerda, insula direita, cingulo anterior direito,
medial bilateral e posterior esquerdo, e S1 contralateral.

Passando agora para os resultados do REST2, observa-se que uma das regiao que mais

se destaca é o tdlamo, como aconteceu nos resultados anteriores do REST1 e também
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Figura 4.5: Resultados das matrizes de phase-locking referentes a banda de frequéncia de
0.01 a 0.027 Hz. As imagens dos lados esquerdo e direito dizem respeito aos ensaios A e
B, respetivamente, sendo que por baixo de cada uma encontra-se a formula da diferenca
d correspondente a tarefa em estudo.

na banda de frequéncia de 0.01 a 0.027 Hz, sendo que no ensaio A ocorre a ativagao
desta regiao no hemisfério direito quando SELF>REST2, e no ensaio B, no hemisfério
esquerdo quando REST2>SELF. No Ensaio A ha ainda um cluster a envolver o cingulo

médio bilateral, com a SMA bilateral, insula e cingulo anterior contralateral.
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Figura 4.6: Resultados das matrizes de phase-locking referentes a banda de frequéncia de
0.027 a 0.073 Hz. As imagens dos lados esquerdo e direito dizem respeito aos ensaios A e
B, respetivamente, sendo que por baixo de cada uma encontra-se a formula da diferenca
d correspondente a tarefa em estudo.

Quanto aos resultados do VISUAL, e como aconteceu na magnitude, todas as conexoes
foram superiores no SELF. No ensaio A verifica-se um aumento do nimero de ligagdes
entre as regioes, contudo, com um padrao mais disperso, sendo que as conexdes mais

significativas envolveram o M1 com outras regides do hemisfério esquerdo. No ensaio
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B observa-se uma forte conexao associada ao putamen com o M1, SMA insula e parietal
inferior em ambos os hemisférios. E também de notar a forte ativacao do parietal inferior

e cingulo anterior contralaterais, e parte opercular do giro frontal inferior ipsilateral.
* Banda de Frequéncia: 0.07-0.13 Hz

Estes resultados encontram-se na figura 4.7.

A primeira observagao importante sobre os resultados de phase-locking nesta banda
de frequéncia é a enorme semelhanga com os resultados obtidos com a medida de mag-
nitude, principalmente, e como aconteceu nas duas bandas de frequéncia anteriores, nas
matrizes de conetividade associadas as duas tarefas de repouso. Esta semelhanca sugere
que na maior parte das vezes em que os dois sinais BOLD nao variam significativamente
a sua fase na janela temporal de integracao (estao fortemente sincronos entre si), as suas
amplitudes também apresentam uma elevada coeréncia. Para além disso, no mecanismo
de comunicacao através de coeréncia proposto por Fries, onde o phase-locking entre as
oscilagoes dos sinais esta subjacente, este sugeriu que a conectividade inter-regional seja
acompanhada tanto por um maior recrutamento neuronal (maior amplitude de oscilacao)
como por uma coeréncia de fase mais elevada (maior phase-locking) [107].

Nas comparagoes entre o SELF e o REST1 verifica-se que houve a perda da maior
parte das conexoes associadas ao talamo. Para além disso, a maior parte das ligacOes
significativas sao superiores no REST1 em comparagao com o SELF, contrariamente ao
que se observou nas bandas de frequéncia anteriores.

Nas comparag¢oes com SELF>REST2 no ensaio verifica-se um aumento do nimero
de ligacoes associadas a SMA e insula ipsilaterais, onde a primeira conecta com a insula
bilateral, calcarino ipsilateral, cingulo medial e posterior, putamen, tdlamo e S1 contra-
laterais, e a segunda, com o cingulo medial direito e posterior esquerdo, S1 esquerdo e,
parietal inferior, precuneus, nucleo caudado e talamo ipsilaterais.

Relativamente ao VISUAL, constata-se que em comparagao com os resultados de mag-
nitude houve uma reducao das conexodes associadas ao talamo ipsilateral, putamen e
cingulo anterior bilaterais no ensaio A, e da parte opercular do giro frontal inferior, nti-

cleo caudado e precuneus contralaterais no ensaio B.

4.2.1.3 Discussao dos resultados de Magnitude e Phase-Locking

Comecando por comparar os resultados de magnitude apresentados na sec¢ao 4.2.1.1,
com aqueles obtidos na tese onde se estudou a medida de magnitude através de outro
método [28], verifica-se que houve algumas diferencas quanto as conexoes significativas
entre ambos, o que é de certa forma interessante, ja4 que nos permite concluir que é
possivel encontrar diferencas localizadas no tempo com esta medida de conetividade.

A regiao do cingulo posterior, que aparecia em grande destaque no estudo anterior
quando REST1 e REST2 > SELF, nao obteve muitas conexdes significativas nas 2 bandas
de frequéncia menores (de 0.01 a 0.07 Hz) do estudo presente, contudo, na 3* banda
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Figura 4.7: Resultados das matrizes de phase-locking referentes a banda de frequéncia de
0.07 a 0.13 Hz. As imagens dos lados esquerdo e direito dizem respeito aos ensaios A e B,
respetivamente, sendo que por baixo de cada uma encontra-se a formula da diferenca d
correspondente a tarefa em estudo.

(0.07-0.13 Hz) ja se confirma alguma semelhanga, mas mais associada ao hemisfério di-
reito e ensaio B. O facto desta regido apresentar maior coeréncia nas tarefas de repouso
comparativamente ao SELF ¢é justificado pela sua inclusao na DMN, que como foi referido

na seccao 2.3.3 do capitulo 2, exibe uma grande atividade no repouso, assim como rapida
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desativacao durante tarefas motoras, onde a atencao ¢ direcionada para o exterior [77].
Isto também explica a auséncia de conexoes associadas ao cingulo posterior nas compara-
¢oes que envolvem o VISUAL, que por sua vez, estao em concordancia com o estudo de
Singh e Fawcett, onde estes verificaram que a DMN era inibida durante a realizagao de
uma tarefa de discriminagao visual [108]. No entanto, o facto de haver evidéncias de um
aumento na atividade da DMN em situa¢des onde a atenc¢ao é direcionada internamente,
como por exemplo na recuperagao de memorias autobiograficas ou planos para o futuro
[109], podera explicar os casos em que a coeréncia foi maior no SELF, comparativamente
as tarefas de repouso.

A conexao entre o cingulo posterior e o precuneus é bastante referida na bibliografia,
ja que esta ultima regido também integra a DMN, dai aparecer com conetividade superior
nas tarefas de repouso comparativamente ao SELF. Para além disso, a sua envolvéncia
na comparagao oposta (SELF > REST1, REST2) vai ao encontro de estudos que mostra-
ram que esta ligacao esta associada ao processamento consciente de informacao durante
tarefas cognitivas complexas [110]. Soon et al. mostraram ainda a presenca desta cone-
xao aproximadamente 10 s antes de surgir a decisao consciente de agir, sugerindo que o
precuneus estava envolvido no armazenamento da decisao até esta se tornar consciente
[23].

Para além do papel do cingulo posterior na DMN, diversos estudos comprovaram a
interagdo desta regido com diferentes redes de conetividade intrinsecas em todo o cérebro
[111], como € o caso da rede de atencgao dorsal [112] e da rede de controlo fronto-parietal
[113], que estao anti-correlacionadas com a DMN, ou seja, quando se da o aumento da
atividade nas duas primeiras, a DMN ¢é desativada. A primeira rede é composta pelo
sulco intraparietal, partes do lobo parietal superior, complexo medial do lobo temporal e
pelos campos oculares frontais, de ambos os hemisférios, e a segunda, por partes da lobo
frontal, cértex pré-frontal dorsolateral, a parte rostral do cingulo anterior e drea motora
pré-suplementar, a insula anterior e partes do lobo parietal inferior, podendo separar-se
em duas redes lateralizadas. Isto justifica o surgimento de conexodes entre esta regiao e
as areas incluidas nestas redes, nas comparag¢oes onde o SELF foi superior as tarefas de
repouso (fenémeno bastante evidente nas figuras 4.3 (b), 4.6 (b) e 4.7 (b), por exemplo).

A co-ativacao entre a insula e o cingulo anterior, que se observa fortemente nos resulta-
dos da figura 4.4 a)b)c)d), esta associada a consciéncia emocional de fun¢des cognitivas e
a influéncia da emocao na cognicao, fazendo parte da rede emocional salience [114]. Outro
estudo encontrou ainda a ativacao de ambas as regides numa tarefa de mind-wandering
[115], confirmando assim o papel desta conexao no repouso, e o facto de ter aparecido
com maior conetividade no REST1 e REST2. Outra conexao com a insula foi encontrada
por Wu et al., que demonstraram que em pacientes com a doenga de Parkinson, da-se
uma reducao da conetividade funcional entre o putamen esquerdo e a insula direita com
a pre-SMA, indo ao encontro do papel destas regides no controlo da vontade de realizar
um movimento [116].

O papel da insula no movimento voluntario tem sido demonstrado por estudos que
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ligam esta regiao a intenc¢ao de agir [97], [117], e tal como nos resultados da tese anterior
com a medida de phase-locking [27], observam-se varias ligagcoes associadas a esta regiao
no estudo presente. Tendo sido provado que quanto maior o esfor¢o voluntario aplicado a
acao, maior sera a sua ativacao [118]. Pfurtscheller et al. salientam ainda que a conexao en-
tre a insula e a SMA podera condicionar a iniciagao destes movimentos em livre-arbitrio
[4]. Para além disso, foi também provado que é responsavel pela atencao, intengoes/es-
colhas cognitivas, consciéncia de movimento e sensagoes, pelo que Craig sugeriu que o
Anterior Insular Cortex (AIC) fosse um “neural correlate of consciousness” [114]. Estudos
em que compararam a ativacao do AIC nos movimentos iniciados por livre-arbitrio e
induzidos por estimulo visual verificaram que nao houve diferencas significativas entre
ambos [26], [95]. No entanto, Jenkins et al mostraram que a ativagao desta regiao nos
movimentos voluntarios era superior comparativamente aos movimentos induzidos por
estimulo, ainda assim, foi também encontrada ativagao quando se comparou estes ultimos
com o repouso, pelo que se concluiu que a AIC nao esta exclusivamente envolvida no
livre-arbitrio, o que é confirmado pela presenca de conexdes no VISUAL, onde a insula
esta envolvida [97].

Num estudo realizado por Nguyen et al. em 2014, estes verificaram que a conexao
entre 0 aMCC e a SMA era essencial para a sustentagao da atividade antes do movimento
(parte inicial do RP), e influenciava a transi¢ao da preparagao da acao para a iniciagao do
movimento [10]. O papel do cingulo medial no movimento voluntario também foi com-
provado por outros estudos como estando envolvido no processo de selecao de uma agao
[119], e iniciacdo do mesmo [120], dai o surgimento de inimeras conexdes significativas
no SELF em comparagao com as tarefas de repouso.

A conexdo entre a ganglia basal e o tdlamo, que se observa frequentemente nos re-
sultados, vai ao encontro de estudos que identificaram esta conexao em movimentos
voluntarios [121], [122]. Rektor sugeriu ainda que estas regides poderiam ser geradores
subcorticais do RP [123]. Estes estudos poderao justificar a forte envolvéncia do talamo
na grande maioria dos resultados obtidos. O papel da ganglia basal nestes movimentos
tem sido mostrado por evidéncias onde esta regiao apareceu mais ativa em comparagao
com o repouso e movimento induzido por estimulo [124]. Por exemplo, Cunnington et
al. verificaram uma maior ativagao do putamen e globo palido no hemisfério direito nos
movimentos livres em comparagao com os induzidos por um estimulo [26], 0 que vai
ao encontro do estudo de Witt et al. que associa estas duas regioes na inten¢ao (interna)
de agir, ao invés de induzida por um estimulo externo [125], permitindo esclarecer a
auséncia de conexoes destas regioes na tarefa do VISUAL. Para além destas evidéncias,
Hoffstaedter identificou uma rede neuronal associada a sele¢ao do momento da execucao
de uma acao voluntaria onde se incluem o putamen e globo palido bilaterais dos ganglios
basais, e ainda, a SMA, insula e parte opercular do giro frontal inferior bilaterais [120].

Em particular a parte opercular do giro frontal inferior é outra das regides de maior
destaque em todos os resultados obtidos, como é possivel ver pelo elevado nimero de

conexdes com outras areas, em ambas as medidas de conetividade. Uma maior ativa¢ao
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desta area no hemisfério direito foi encontrada no movimento voluntario em comparagao
com o repouso [95], e com o VISUAL [97]. Para além disso, diversos estudos tém associ-
ado esta regiao (no hemisfério direito) em processos cognitivos de inibi¢ao [126], [127],
e também na recuperacgao [128] e codificacdo [129] de memorias de trabalho. Em 2010,
Wiener et al. verificaram ainda que a SMA e a parte opercular do giro frontal inferior
direito fazem parte de uma rede central que medeia o timing no cérebro [130]. Todas estas
evidéncias justificam as inumeras ligagoes desta regido nos casos em que os movimentos
voluntarios apresentavam maior conetividade que nas outras tarefas, onde no caso espe-
cifico de processos cognitivos de inibi¢ao, sugere que os sujeitos poderiam estar a pensar
em pressionar o botao, mas acabar por inibir a agdo nesse mesmo instante.

Uma conexao que também aparece frequentemente ocorre entre o M1 direito e M1
esquerdo, corrobora o estudo feito por Biswal, onde este concluiu que esta ligacao era
a prova de existéncia de conetividade funcional entre as oscila¢oes lentas de fMRI no
repouso [69].

O papel do cortex parietal nestes movimentos foi comprovado através de evidéncias
que o ligam a inten¢ao consciente de agir [23], estando também envolvido num dos
circuitos neuronais propostos por Haggard, em 2008 [2]. Em particular, Desmurget et
al. verificaram que a estimulacao elétrica do cortex parietal induzia uma sensagao para
mover, mostrando ainda uma dissociacao entre os efeitos de estimular areas pré-motoras
e parietais [131].

A obtencgao de resultados diferentes nas 3 bandas de frequéncia, apesar de varias
conexOes significativas aparecerem simultaneamente em todas, permite ver claramente
que a grande parte dos resultados se encontram na banda de 0.07 a 0.13 Hz, ja que
contém a frequéncia de interesse de 0.1 Hz. Como também era esperado, a banda de
0.01 a 0.027 Hz foi a que correspondeu a menos resultados significativos. Gohel e Biswal
verificaram que as redes neuronais de repouso variavam consideravelmente entre bandas
de frequéncia, sendo que, redes como a DMN, visual e sensoriomotora exibem uma maior
extensao espacial na banda de 0.027 a 0.073 Hz, e as redes de atenc¢ao dorsal, frontal-
parietal e salience para frequéncias superiores a 0.073 Hz [100], confirmando assim os

resultados obtidos.

4.2.1.4 Resultados de Fase

Os tnicos resultados significativos obtidos na comparagao dentro do SELF ("Movi-
mento" e "Nao Movimento") foram conseguidos com esta medida das diferencas de fase
e na banda de 0.07 a 0.13 Hz, para os limites de 5% e 10% do critério de separagao im-
plementado na metodologia 2 (seccao 3.4 do capitulo 3). Por esta razdo, nos resultados
que se seguem serao apresentadas, para além das comparacdes entre o SELF e as tarefas
REST1, REST2 e VISUAL em todas as bandas de frequéncia, as compara¢oes dentro do

proprio SELF na banda de frequéncia mencionada acima.
* Banda de Frequéncia: 0.01-0.027 Hz
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Estes resultados encontram-se na figura 4.8.

Comecando por observar os resultados do ensaio A, referentes ao REST1 verifica-se, tal
como anteriormente com os resultados de magnitude e phase-locking, a grande ativagao da
parte opercular do giro frontal inferior direito quando SELF>REST1, que comunica com
o M1, cingulo anterior, S1 e parietal inferior contralaterais, putamen ipsilateral e talamo
bilateral. O cingulo anterior bilateral também se destaca pela elevada conetividade com
as regides: precuneus, S1 e calcarino contralaterais, parietal inferior ipsilateral e parietal
superior bilateral, da qual resulta um cluster. No ensaio B o nacleo caudado ipsilateral
é a area que apresenta conexoes mais significativas no REST1, e com todas as outras
regides selecionadas. E também possivel observar as conexdes no hemisfério direito entre
o talamo e a parte opercular do giro frontal inferior e parietal inferior.

Relativamente aos resultados associados a segunda tarefa de movimento, nao ha uma
reprodutibilidade em relacao ao REST1, sendo que as conexdes mais significativas apre-
sentam um padrao mais disperso entre si. Contudo é de notar a formagao de um cluster
entre o S1 e o nucleo caudado bilaterais. Houve também algumas ligagoes entre a parte
opercular do giro frontal inferior esquerdo e outras regioes como o cingulo medial bilate-
ral e posterior direito, a insula e o talamo direitos, onde este tltimo também se conecta
fortemente com o nuicleo caudado e globo palido ipsilaterais. No ensaio B, e considerando
SELF>REST?2, observa-se uma forte ativacao do globo palido ipsilateral com varias outras
areas: M1 e parte opercular do giro frontal inferior ipsilaterais, SMA, cingulo posterior, S1
e precuneus bilaterais, insula, cingulo anterior e medial contralaterais. O parietal inferior
contralateral conecta ainda com cingulo anterior e medial esquerdos, e posterior direito.

Quanto aos resultados com o VISUAL no ensaio A, nao foram obtidas conexdes muito
significativas. Ja no ensaio B observa-se a forte ligagao entre o cingulo anterior ipsilateral
com o parietal superior e talamo direitos, e putamen esquerdo. O ntcleo caudado bilateral
forma ainda um cluster com o parietal inferior contralateral e superior ipsilateral, onde

este ultimo conecta fortemente com o cingulo posterior bilateral.
* Banda de Frequéncia: 0.027-0.073 Hz

Estes resultados encontram-se na figura 4.9.

Os resultados referentes ao REST1 mostraram-se bastante diferentes dos obtidos na
banda anterior, contudo, verifica-se um aumento significativo do nimero de conexoes de
um modo geral, e com uma grande reprodutibilidade entre os dois ensaios. As regioes
de maior destaque, por apresentarem ligacoes com a maior parte das areas restantes, sao
a SMA, talamo, globo palido e nicleo caudado no hemisfério direito, e precuneus no
hemisfério esquerdo, considerando REST1>SELF.

Relativamente a segunda tarefa de repouso observa-se um padrao distinto do encon-
trado na banda de frequéncia anterior e REST1 da banda presente, no entanto, apresenta
alguma consisténcia entre ambos os ensaios. As conexoes mais significativas do ensaio A

para SELF>REST?2, estao associadas aos ganglios basais (ntcleo caudado e globo palido
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Figura 4.8: Resultados das matrizes da fase referentes a banda de frequéncia de 0.01 a
0.027 Hz. As imagens do lados esquerdos e direito dizem respeito aos ensaios A e B,
respetivamente, sendo que por baixo de cada uma encontra-se a formula da diferenca d
correspondente a tarefa em estudo.

esquerdos, putamen direito) e talamo esquerdo. Quando REST2>SELF verificam-se bas-
tantes conexoes entre todas as partes do cingulo e as regides do lobo parietal (parietal
superior bilateral, parietal inferior direito e precuneus esquerdo). No ensaio B, as princi-

pais diferengas quanto ao ensaio anterior, sao a redugao das conexoes nos ganglios basais,
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Figura 4.9: Resultados das matrizes da fase referentes a banda de frequéncia de 0.027
a 0.073 Hz. As imagens dos lados esquerdo e direito dizem respeito aos ensaios A e B,
respetivamente, sendo que por baixo de cada uma encontra-se a formula da diferenca d
correspondente a tarefa em estudo.

e o surgimento de dois cluster: um deles entre o putamen bilateral e o cingulo (medial
e posterior), e o outro, entre o parietal inferior direito e o precuneus esquerdo, com o

cingulo medial(direito) e posterior (bilateral), e calcarino bilateral.

Os resultados do VISUAL foram mais uma vez pouco significativos. Algumas das

61



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

conexoes relevantes para VISUAL>SELF no ensaio B, foram entre o calcarino esquerdo e

o cingulo anterior bilateral, e entre a SMA e o cingulo anterior direito.
* Banda de Frequéncia: 0.07-0.13 Hz

Os resultados referentes as comparagoes dentro do proprio SELF encontram-se na
figura 4.10.

Ao comparar as duas matrizes cujo limite do critério de selecao era igual a 5% (figura
4.10 (a)(b)) com as outras referentes ao limite de 10% (figura 4.10 (c)(d)), verifica-se um
grande redugao do numero de conexoes, apesar de haver alguma reprodutibilidade entre
si. As regides de maior destaque no ensaio A foram o putamen e nucleo caudado ipsi-
laterais, em que o primeiro estabelece conexdes significativas com o cingulo anterior e
posterior bilaterais, o calcarino e precuneus ipsilaterais, e o segundo, com a insula e cin-
gulo posterior, parietal superior e putamen contralaterais. No ensaio B, surgem algumas
conexoes associadas ao parietal superior esquerdo no "Movimento", e parte opercular do
giro frontal inferior e globo palido direitos no "Nao Movimento".

O facto de nao se terem obtido resultados relevantes associados as comparagoes dentro
do proprio SELF, principalmente nas medidas de magnitude e phase-locking, pode estar
relacionado com o critério escolhido para selecao dos instantes de "Movimento'e "nao
Movimento". A utilizagao de um critério mais seletivo, tendo em conta as diferentes fases
de preparacao de um movimento voluntario (preparacao, iniciacao, execugao) e ainda
os tempos associados a cada uma (também ja registados na bibliografia), podera levar a
obtencao de conexoes significativas nesta comparagao.

Os resultados referentes as comparagoes entre o SELF e as tarefas REST1, REST2 e
VISUAL encontram-se na figura 4.11.

Nesta banda de frequéncia os resultados foram bastante interessantes, principalmente
pela sua robustez nas duas tarefas de repouso (e ambos os ensaios), ja que a maior parte
das regioes estabeleceram ligagoes com as restantes, exceto a SMA, as 3 porgoes do cingulo
e o calcarino bilaterais, que ndo possuem conexdes entre si. Para além disso, é de salientar
a grande preferéncia de regides do hemisfério esquerdo quando REST1 e REST2>SELF, e
do hemisfério direito na comparacgao oposta. Sugerindo assim a existéncia de uma assi-
metria entre hemisférios, relacionada com as tarefas de repouso e movimento voluntario.

Quanto a tarefa do VISUAL, nao foram obtidos resultados tdo impressionantes e ro-
bustos como os anteriores. Relativamente ao ensaio A, observa-se uma forte ativacao da
parte opercular do giro frontal inferior e globo palido contralaterais para VISUAL>SELF.
No SELF>VISUAL, é possivel encontrar dois clusters associados ao nucleo caudado bilate-
ral com a SMA direita, insula esquerda e partes medial e posterior do cingulo de ambos os
hemisférios. Quanto ao ensaio B a maior parte das conexdes foram para SELF>VISUAL,
associadas a regides do M1 e S1 contralaterais e, parte opercular do giro frontal inferior,
insula e SMA bilaterais, com regioes do lobo parietal e ganglios basais (nticleo caudado

bilateral e putamen esquerdo).
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Figura 4.10: Resultados das matrizes da fase considerando a comparagao entre "Movi-
mento" e "Nao Movimento" do SELF, para os limites de 5% (em cima) e 10% (em baixo).
Banda de frequéncia de 0.07 a 0.13 Hz. As imagens dos lados esquerdo e direito dizem
respeito aos ensaios A e B, respetivamente, sendo que por baixo de cada uma encontra-se
a formula da diferenga d correspondente a tarefa em estudo.

4.2.1.5 Discussao dos resultados da Fase

Depois de observados todos os resultados com a medida de fase verifica-se um feno-
meno bastante relevante que ocorre principalmente na banda de frequéncia de 0.07 a 0.13
Hz: o padrao de alternéncia (inibigao e excitacao) entre hemisfério esquerdo e direito para
a mesma regido. Apesar de menos evidente, também é possivel encontrar este padrao nos

resultados de magnitude e phase-locking.

A envolvéncia de varias regioes do hemisfério direito quando o SELF apresenta maior
conectividade que nas restantes tarefas é confirmada por diversos estudos. Por exemplo,
Garavan et al., utilizaram a fMRI com o intuito de estudar a resposta cognitiva de inibigao
[132]. Estes observaram que uma grande predominancia de regides associadas a esta
funcao se localizavam no hemisfério direito, como a insula e as partes inferiores dos lobos

frontal e parietal. Herrington et al. demonstraram que num grupo de pacientes com
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Figura 4.11: Resultados das matrizes da fase referentes a banda de frequéncia de 0.07
a 0.13 Hz. As imagens dos lados esquerdo e direito dizem respeito aos ensaios A e B,
respetivamente, sendo que por baixo de cada uma encontra-se a formula da diferenca d
correspondente a tarefa em estudo.

depressao estes apresentaram uma maior dominancia do hemisfério direito no cortex pré-
frontal (em particular no cértex pré-frontal dorsolateral), salientando ainda a existéncia
de assimetrias em processos associados a emogao [133]. O estudo de uma rede com regides

frontoparietais do hemisfério direito tem sugerido uma forte envolvéncia na geragao de
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consciéncia propria [134].

Num estudo realizado por Soon et al. em 2008, estes verificaram que a decisao de
realizar um movimento voluntario poderia ser codificada nos cortices pré-frontal (cortex
frontopolar) e parietal (do precuneus para o cingulo posterior) até 10 s antes desta entrar
em consciéncia, e também noutras areas apesar de com menos intensidade (como o cin-
gulo anterior), enquanto que nas areas SMA e pre-SMA, s se conseguia prever 5 s antes
[23]. Estas evidéncias confirmam assim as diferencas de fase encontradas entre estas 2

areas e todas as outras listadas.

A sequéncia dos dois circuitos propostos por Haggard, que como foi referido no ca-
pitulo 2, o primeiro comeca na ganglia basal e cortex pré-frontal, terminando no M1 ,
via pre-SMA e SMA, e o segundo, parte do S1 para o coértex parietal, deste para o cortex
pré-motor, terminando mais uma vez no M1 [2], confirmam os resultados obtidos onde
podemos observar um grande numero de conexdes associadas a ganglia basal (ntcleo cau-
dado, putamen, globo palido) e cortex parietal (partes inferior e superior do lobo parietal

e precuneus).

Em 2014, Pfurtscheller et al. concluiram a existéncia de uma ligacao entre a SMA e
insula, onde a ativacao da insula antecedia a da SMA em 0.5-1s, no entanto, esta ligagao
nao obteve muita significancia nos resultados apresentados [4]. Cunnington et al. cons-
tataram ainda que a ativagao da SMA ocorria mais cedo em movimentos voluntarios do
que no VISUAL, enquanto que o cingulo anterior nao obteve diferencas significativas, o
que também vai ao encontro dos resultados associados a tarefa do VISUAL, ja que nao
houve conexdes significativas associadas a ambas [26]. No entanto, tendo em conta que a
diferenga temporal entre a SMA e o cingulo anterior encontrada neste estudo nao ¢ muito
significativa, podera justificar a auséncia de diferencas de fase entre ambas as regides no

resultados obtidos.

Sun et al. utilizaram a fase da coeréncia para estudar a dinamica temporal de redes
funcionais, através de fMRI, durante uma tarefa de repouso e outra de movimento, onde
os participantes teriam de realizar uma sequéncia de pressoes de um botao na presenca
de um estimulo visual, alternando entre a mao direita e esquerda [58]. Sendo que o ob-
jetivo principal consistia em analisar as laténcias entre a SMA e outras regioes nas duas
tarefas. Os seus resultados demonstraram que no repouso, a ativacao da SMA antecedia a
do precuneus, parietal inferior, M1 e S1 ipsilaterais, e na tarefa de movimento, as regioes
motoras e pré-motoras. Foi também verificado que houve uma maior laténcia entre a SMA
e as regides como o M1 esquerdo e cértex pré-motor dorsal na tarefa motora em compa-
ragao com o repouso, enquanto que na comparac¢ao oposta, a laténcia estava associada
ao parietal superior esquerdo. Estes resultados vao ao encontro dos obtidos no presente
estudo, principalmente nas tarefas de repouso e bandas de frequéncia de 0.027-0.073
Hz, e 0.07 - 0.13 Hz. Neste estudo de Sun et al., estes indicaram ainda que havia uma
tendéncia para um aumento da laténcia entre as regides do hemisfério esquerdo para

o direito no repouso, e de regides anteriores para posteriores durante a tarefa motora.
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Apesar de no presente estudo ndo ser possivel determinar o grau de laténcia entre pa-
res de regioes, verifica-se que as diferencas de fase mais significativas no repouso estao
localizadas no hemisfério direito para regides consideradas como o ponto de partida da
atividade cerebral nos circuitos registados na literatura, como os ganglios basais e talamo,
enquanto que as regides finais destes circuitos, como o M1, apresentam resultados mais
significativos no hemisfério esquerdo.

Em 2014, Mitra et al. também examinaram a laténcia das flutua¢ées BOLD de fMRI no
repouso, e em particular, encontraram diferengas entre ter os olhos abertos ou fechados;
no estado de repouso entre ser antes ou depois de uma tarefa motora; e da altura do dia
(manha ou tarde) [135]. Os seus resultados verificaram que na DMN, a atividade partia
do cingulo posterior/precuneus e terminava no cortex pré-frontal ventromedial; na rede
salience comecgava no cingulo anterior e terminava na insula anterior; e na rede fronto-
parietal, comegava no parietal posterior e terminava no cortex pré-frontal dorsolateral.
Os resultados associados a tarefa motora sugeriram ainda que as alteracoes na laténcia
depois da perfomance de uma tarefa motora refletem processos fisioloégicos relacionados
com a aprendizagem, mesmo na realizagdo de uma tarefa simples como pressionar um
botao aquando um estimulo. Este processo de aprendizagem levou a uma aumento da
atividade no putamen esquerdo. No entanto, nos resultados do estudo presente nao se
verificou de forma significativa esse aumento.

Garg e os colegas verificaram que as partes inferior do parietal e posterior do cingulo
eram fontes de propagacao da atividade [136]. Os resultados deste estudo vao ao encontro
do que foi obtido por Deshpande et al., que verificaram que a DMN era o maior locus
da atividade cerebral, e ainda, que o cortex pré-frontal anterior era um sorvedouro na
atividade propagada [137]. Murphy e os colegas, provaram ainda que areas primarias
(como o cortex somatosensorial primario, por exemplo) tendem a ser fontes de atividade
cerebral, enquanto que areas de nivel mais elevado como o lobo parietal, tendem a ser
sorvedouro no repouso e na realizacgao de tarefas. Os resultados obtidos nesta tese vao ao
encontro deste estudo, onde podemos ver um grande nimero de ligagdes entre o M1, por
exemplo, e regides do lobo parietal das duas bandas de maior frequéncia.

No estudo realizado por Sridharan et al., em 2008, estes revelaram que o sinal de
fMRI no coértex fronto-insular (inclui a insula anterior e o cortex pré-frontal ventrolateral
direito) e no cingulo anterior, antecediam a atividade das regides das redes DMN e central
executiva (inclui o cortex pré-frontal ventromedial e parietal posterior) [138]. Para além
disto, estas duas areas cerebrais aparecem co-ativas, nao apresentando assim laténcias sig-
nificativas, o que confirma os resultados obtidos. Ambas as regides estao ainda envolvidas

conjuntamente em processos cognitivos e de atengao.

4.2.2 Analise das medidas de grafos

A segunda parte deste capitulo esta associada a utilizacao das medidas de grafos

binarias sobre as 32 regides cerebrais pré-selecionadas, 3 medidas de conetividade e 3
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bandas de frequéncia. Para tal, foi utilizado o painel de calculo e construgado de redes
do GraphVar, com os seguintes limites relativos: 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 e 0.5. Os resultados
que se seguem correspondem mais uma vez as comparagoes entre o SELF e as restantes
tarefas: REST1, REST2 e VISUAL, e serao apresentadas somente as regioes cujo p-value é
significativo (nivel de significancia = 0.05). Foi também aplicada a correcao de Random
Networks/Groups aos p-values obtidos. As medidas topoldgicas de grafos calculadas foram

o grau do no e a eficiéncia global.

4.2.2.1 Graudond

Tendo em conta a quantidade de resultados relativos a esta métrica de grafo, optou-se
por apresentar neste capitulo s6 um exemplo, neste caso o da banda de frequéncia de 0.07

a 0.13 Hz da medida de fase, e colocar as restantes matrizes em anexo.

Resultados de Magnitude
* Banda de Frequéncia: 0.01-0.027 Hz

Estes resultados encontram-se na figura I.1, do anexo I.

Nas comparagoes onde o REST1 e REST2 > SELF observou-se que as regioes que mais
se destacam, por apresentarem um elevado grau do n6 em quase todos os limites, sao o
precuneus bilateral e o M1, a insula e talamo esquerdos. Na comparagao oposta ha que
salientar a insula direita, ntcleo caudado, precuneus e cingulo anterior, medial e posterior
esquerdos.

Nos resultados associados a tarefa do VISUAL observa se que quando este é superior
ao SELF, a regiao que possui um grau do nodo mais significante é o calcarino bilateral,
e no caso contrario, o putamen e ntcleo caudado esquerdos, e ainda, o parietal inferior

direito.
* Banda de Frequéncia: 0.027-0.073 Hz

Estes resultados encontram-se na figura 1.2, do anexo I.

Os resultados desta banda de frequéncia mostraram-se bastante semelhantes aos an-
teriores, sendo s6 de salientar o aumento do grau do n6 na parte opercular do giro frontal
inferior esquerdo quando REST1,REST2>SELF, e parte direita na comparagao oposta, jun-
tamente com o talamo direito. Contudo, nao houve quaisquer resultados significativos

nas comparacgoes entre o VISUAL e o SELFE.
* Banda de Frequéncia: 0.07-0.13 Hz

Estes resultados encontram-se na figura 1.3 do anexo I.
Nesta banda de frequéncia observa-se que as regides que apresentam um maior grau
do nd sao as mesmas que as referidas nas bandas de frequéncia anteriores, pelo que a tinica

diferenca encontrada, esta no aumento do numero de limites onde estas aparecem. Tal
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como nos resultados precedentes, verifica-se que a maior parte das regioes do hemisfério
direito estao associadas a um grau do no superior no SELF, comparativamente as tarefas
de repouso, e no hemisfério esquerdo, caso contrario.

Nos resultados do VISUAL>SELF destaca-se o M1 e S1 contralaterais, e na comparagao

oposta, o cingulo posterior bilateral, S1 e niicleo caudado direitos.

Resultados de Fase
* Banda de Frequéncia: 0.01-0.027 Hz

Estes resultados encontram-se na figura III.1, do anexo III.

Os resultados relativos a fase nesta banda de frequéncia foram bastante escassos,
sendo que os Unicos que se destacam sao os associados a comparacao com REST1>SELF,
salientando-se o cingulo anterior bilateral, insula, S1 e putamen direitos, e na comparagao

oposta, o nucleo caudado direito.
* Banda de Frequéncia: 0.027-0.073 Hz

Estes resultados encontram-se na figura III.2, do anexo III.

Observa-se um aumento do numero de regides com grau do no significativo na compa-
ragao entre as tarefas de repouso e o SELF, sendo que com o VISUAL nao houve qualquer
resultado. Quando REST1 e REST2>SELF salienta-se a insula, SMA, cingulo medial e
putamen ipsilaterais e, nucleo caudado, globo palido e talamo contralaterais. Na compa-
ragao oposta as regioes com maior grau do n6 foram o parietal superior e inferior direitos,

precuneus, nucleo caudado, globo palido, talamo e S1 contralaterais.
* Banda de Frequéncia: 0.07-0.13 Hz

Estes resultados encontram-se na figura 4.12.

Nesta banda de frequéncia verifica-se que para além das regioes ja mencionadas ante-
riormente, ha a envolvéncia do M1, parte opercular do giro frontal inferior, S1, parietal
inferior e putamen contralaterais quando REST1,REST2> SELF. Na comparagao oposta,
houve uma maior grau do n6 para o M1 e parte opercular do giro frontal inferior ip-
silaterais. A preferéncia das tarefas de repouso para o hemisfério esquerdo, e do SELF
para o hemisfério direito, que se observava nos resultados da analise das matrizes de
conetividade (seccao 4.2.1.4), também se encontra bastante evidente aqui.

Quanto aos resultados do VISUAL>SELF o nucleo caudado bilateral é a regiao que
apresenta grau do n6 mais significativo. No SELF>VISUAL surgem as areas do cingulo
posterior e parte opercular do giro frontal inferior ipsilaterais.

Resultados de Phase-Locking

* Banda de Frequéncia: 0.01-0.027 Hz
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Figura 4.12: Matrizes de fase referentes a banda de frequéncia de 0.07 a 0.13 Hz, conside-
rando a medida de grau do nd. As imagens do lado esquerdo e direito dizem respeito aos
ensaios A e B, respetivamente, sendo que por baixo de cada uma encontra-se a formula
da diferenga correspondente a tarefa em estudo.

Estes resultados encontram-se na figura II.1, do anexo II.

Quanto aos resultados de phase-locking, as regides com grau do né mais significativo
para grande parte dos limites no REST1, REST2 > SELF sao o M1 e talamo contralaterais,
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e parietal inferior, globo palido e cingulo anterior ipsilaterais. Na comparagao oposta,
destaca-se o cingulo medial esquerdo. Quando VISUAL>SELF observa-se mais uma vez

o calcarino bilateral, e para SELF>VISUAL, o putamen e globo palido contralaterais.
* Banda de Frequéncia: 0.027-0.073 Hz

Estes resultados encontram-se na figura I1.2, do anexo II.

Nesta banda de frequéncia quando REST1, REST2>SELF observa-se um elevado grau
do né para o M1, a parte opercular do giro frontal inferior e tdlamo contralaterais, e
ainda, ndcleo caudado e parietal inferior ipsilaterais. Na comparag¢ao oposta, temos a
parte opercular do giro frontal inferior ipsilateral e o cingulo médio esquerdo.

Na tarefa do VISUAL a maior parte dos resultados observados é quando o SELF é
superior a este, sendo que as regioes de maior significancia sao o cingulo anterior, parte

inferior do lobo parietal e putamen contralaterais.
* Banda de Frequéncia: 0.07-0.13 Hz

Estes resultados encontram-se na figura I1.3, do anexo II.

Os resultados desta banda de frequéncia vao ao encontro dos anteriores, onde se
verifica uma maior predominancia de regides no hemisfério esquerdo quando o REST1,
REST2 >SELF, e do hemisfério direito quando o SELF>REST1, REST?2.

Relativamente ao SELF>VISUAL, temos a envolvéncia do cingulo posterior e globo
palido bilaterais, ntcleo caudado direito. No oposto observa-se a insula e calcarino bilate-
rais.

Discussao dos resultados do grau do no:

Ao observar globalmente todos os resultados das medidas de conetividade, constata-
se que ha uma grande semelhanca entre as regides com maior grau do n6 e aquelas que
apresentavam varias conexoes com outras regioes nos resultados da analise das matrizes
de conetividade (seccao 4.2.1). Para além disso, também se observa aqui o padrao de alter-
nancia entre inibi¢ao e excitacao nos dois hemisférios de uma dada regiao, confirmando
a robustez deste fendmeno.

Comparativamente aos resultados nos trabalhos anteriores de magnitude [28] e phase-
locking [27], houve bastantes semelhancas, nomeadamente o facto de haver mais regides
com elevado grau do né no hemisfério direito quando o SELF apresentava maior conetivi-
dade que as tarefas de repouso, e vice-versa.

Em particular, num estudo realizado por Rzucidlo et al. em 2013, estes verificaram
que o grau do nd no precuneus e no cortex pré-frontal dorsolateral eram alterados em
funcao do estado de certas tarefas [139]. Revelando que era de esperar que o precuneus
aumentasse o seu grau do n6 durante o estado em que esta altamente ativo, e reduzindo o
numero de conexoes durante alguma tarefa onde nao seja tao relevante. O que justifica o
elevado grau do né no repouso no estudo presente. Para além disso, Moussa et al. também
tinham provado que o grau do né aumentava fortemente do repouso para a tarefa, caso a

regiao em estudo fosse responsavel pela mesma [140].
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4.2.2.2 Eficiéncia Global

Os tunicos resultados significativos obtidos com esta medida foram para a banda
de frequéncia de 0.07 a 0.13 Hz e comparacao SELF>VISUAL. Nas figuras onde estao

apresentados estes resultados, é possivel identificar os limites significativos através do
circulo pintado a azul.

Resultados de Magnitude

Estes resultados encontram-se na figura 4.13.

Pela observagao dos resultados obtidos, verifica-se um aumento no limite para o qual é
conseguido o valor maximo de eficiéncia global quando se passa do ensaio A (limite=0.2)
para o ensaio B (limite=0.3). O limite obtido no ensaio A vai ao encontro dos resultados
obtidos no trabalho anterior cuja medida de conetividade era a magnitude.

a) Ensaio A: SELF>VISUAL

Eficiéncia Global

Limite

b) Ensaio B: SELF>VISUAL

Eficiéncia Global

I
03

Limite

Figura 4.13: Resultados de magnitude referentes a banda de frequéncia de 0.07 a 0.13 Hz,

considerando a medida de eficiéncia global. A imagem de cima diz respeito ao ensaio A,
e a de baixo ao ensaio B.

Resultados de Fase
Estes resultados encontram-se na figura 4.14.

Os resultados de fase foram bastante consistentes entre os ensaios, verificando-se que
o maior valor de eficiéncia global é obtido com um limite de 0.3.

Resultados de Phase-Locking

Estes resultados encontram-se na figura 4.15.
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Figura 4.14: Resultados de fase referentes a banda de frequéncia de 0.07 a 0.13 Hz, consi-
derando a medida de eficiéncia global. A imagem de cima diz respeito ao ensaio A, e a de
baixo ao ensaio B.

Como ¢é possivel observar, o maior valor encontrado no ensaio A foi de 0.2, enquanto
que no ensaio B, foi de 0.3. Comparativamente aos resultados obtidos no estudo anterior
com esta medida de phase-locking (limite = 0.2), onde também foi identificada uma maior
eficiéncia global na tarefa do SELF em relagao ao VISUAL, notou-se uma subida no limite
para o qual é obtida a eficiéncia global maxima da rede com a aplicagao do método
presente.

Discussao dos resultados da eficiéncia global:

De um modo geral, e relativamente ao ensaio B, observa-se uma forte reprodutibili-
dade entre as diferentes medidas de conetividade.

A auséncia de resultados entre o SELF e as tarefas de repouso vai ao encontro do estudo
de Rzucidlo et al., que demonstrou que a eficiéncia global nao alterava significativamente
entre o estado de repouso e uma tarefa associada a memoria de trabalho [139]. O facto de
se obter uma eficiéncia global superior no SELF em comparagao ao VISUAL, ¢ justificado
por estudos que provaram que a existéncia de uma maior eficiéncia global na rede na

presenca de tarefas cognitivas mais complexas [141].

4.3 Comparacao entre BOLD e intervalo RR

Os resultados que serao apresentados nesta seccao dizem respeito a implementacao
da metodologia 3, onde foi calculada a coeréncia entre o sinal BOLD e o intervalo de
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a) Ensaio A: SELF>VISUAL

Eficiéncia Global
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b) Ensaio B: SELF>VISUAL
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Figura 4.15: Resultados de phase-locking referentes a banda de frequéncia de 0.07 a 0.13

Hz, considerando a medida de eficiéncia global. A imagem de cima diz respeito ao ensaio
A, e a de baixo ao ensaio B.

batimentos cardiacos da frequéncia cardiaca, para as 3 bandas de frequéncia e 3 medidas:
magnitude, phase-locking e fase. Estes serdo apresentados na forma de tabelas, onde s6
serao indicadas as regides consideradas como significativas, de acordo com o nivel de
significancia de 0.05 do teste de Wilcoxon nao-paramétrico. Para além disso, e tendo em
conta que as matrizes BOLD ja foram apresentadas anteriormente (seccao 4.2.1), optou-se
por colocar apenas um exemplo da coincidéncia entre esses resultados e os da analise

presente. O exemplo escolhido refere-se a medida de fase e banda de frequéncia entre
0.07 e 0.13 Hz.

4.3.1 Resultados de Magnitude

Estes resultados encontram-se na tabela 4.1.

De todas as regioes que se encontram nesta tabela, apenas algumas coincidem com as
ja mencionadas na analise das matrizes BOLD. Relacionados com o REST1 temos a insula,
parte opercular do giro frontal inferior e putamen ipsilaterais, e todas as regioes relativas
ao ensaio B e banda de frequéncia de 0.07 a 0.13 Hz. Quanto ao REST2 ha a envolvéncia

do cingulo medial esquerdo, talamo e parte opercular do giro frontal inferior direitos.

4.3.2 Resultados de Phase-Locking

Estes resultados encontram-se na tabela 4.2.
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Tabela 4.1: Resultados relativos a Magnitude, baseados na coeréncia entre o sinal BOLD
e intervalo de batimentos cardiacos da frequéncia cardiaca, para ambos os ensaios e 3
bandas de frequéncia

LEVGED
de Ensaio
Frequéncia
SELF<REST2:
Frontal Inf. Oper. (HE)
SMA(HE/HD)
0.01-0.027 Hz A - Cingulo medial (HE)
Cingulo posterior (HE/HD)
Calcarino (HE)
S1 (HE)
Talamo (HE/HD)
B SELF<RESTTI: -
Insula (HE)
A SELF>RESTTI: SELF<REST2:
Frontal Inf. Oper. (HD) Putamen (HE)
Parietal Inferior (HD)
0.027 - 0.073 Hz SELF>RESTI: SELF>REST2:
B Putamen (HD) Puti (HD)
SELF<RESTI: Hramen
Talamo (HE)
A SELF>RESTTI: SELF>REST2:
Frontal Inf. Oper. (HD) Frontal Inf. Oper. (HD)
Putamen (HD)
SELF<RESTI:
M1 (HE)
0.07-0.13 Hz B Frontal Inf. Oper. (HE) SELF >REST?2:
Insula (HE) S1 (HD)
Cingulo Anterior (HE)
Cingulo Posterior (HE)
S1 (HE)

Comparando os resultados obtidos, com aqueles da seccao 4.2.1, verifica-se que as
regides coincidentes sao: REST1 - parte opercular do giro frontal inferior bilateral, M1
e insula contralaterais; REST2 - insula contralateral e, parte opercular do giro frontal

inferior e putamen ipsilaterais.

74



4.3. COMPARACAO ENTRE BOLD E INTERVALO RR

Tabela 4.2: Resultados relativos ao Phase-locking, baseados na coeréncia entre o sinal
BOLD e intervalo de batimentos cardiacos da frequéncia cardiaca, para ambos os ensaios
e 3 bandas de frequéncia

BEVIGEL
de

Ensaio

Frequéncia

0.01 - 0.027 Hz

SELF<REST1:

SELF<REST?2:
M1 (HE)
Frontal Inf. Oper. (HE)
SMA(HE)
Insula(HE)
Cingulo medial (HE/HD)

A Parietal Superior (HE/HD) Cingulo posterior (HE)
Parietal Inferior (HE) Calcarino (HD)
Parietal Superior (HE/HD)
Parietal Inferior (HE)
Precuneus (HE)
Ntucleo caudado (HE)
Globo palido (HD)
SELF>REST?2:
M1 (HE)
B i SMA (HE/HD)
Insula (HE)
Nucleo caudado (HD)
Putamen(HD)
A i SELF<REST2:
Cingulo Anterior (HD)
0.027 - 0.073 Hz B SELE<RESTI: )
Talamo (HE)
SELF>RESTI: SELF>REST2:
A Frontal Inf. Oper. (HD) Frontal Inf. Oper. (HD)
' ' Putamen (HD)
SELF<RESTTI:
M1 (HE) ,
0.07 - 0.13 Hz B Frontal Inf. Oper. (HE) S]fifufaR(E;}g;z'

Insula (HE)
Cingulo Medial (HD)
Nucleo caudado (HD)

Cingulo Anterior (HE)

4.3.3 Resultados de Fase

Estes resultados encontram-se na tabela 4.3.

Na figura 4.16 é possivel observar a semelhanga entre as conexdes obtidas na analise

das matrizes de conetividade BOLD com os resultados da interacao entre sinal BOLD e

cardiaco, considerando a banda de frequéncia de 0.07 a 0.13 Hz. As semelhangas encon-

tradas entre os resultados de ambas as analises foram: REST1 - cingulo anterior bilateral,
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Tabela 4.3: Resultados relativos a fase, baseados na coeréncia entre o sinal BOLD e inter-
valo de batimentos cardiacos da frequéncia cardiaca, para ambos os ensaios e 3 bandas
de frequéncia

Bandas
de Ensaio
Frequéncia
SELF<REST1I:
Insula(HE) SELF<REST2:
0.01-0.027 Hz A Cingulo Anterior (HE/HD) Cingulo anterior (HE)
Calcarino (HE/HD) Cingulo medial (HE)

Precuneus (HE/HD)
Globo palido (HE)

B SELF > RESTT1: -
Nucleo caudado (HD)

A - SELF>REST2:
Nucleo caudado (HE)
SELF<RESTTI:
Talamo (HE) SELF >REST2:
0.027 - 0.073 Hz B Frontal Inf. Oper. (HD)
SELF>RESTTI: Nucleo caudado (HD)

Frontal Inf. Oper. (HD)

SELF>REST?2:
SELF>RESTI: Cingulo posterior (HE)
A Putamen (HE) S1 (HD)
Parietal Superior (HE/HD)
Globo Palido (HE)
Talamo (HE)

SELF >REST?2:
SELF>RESTTI: M1 (HE)
0.07 - 0.13 Hz B SMA (HD) Cingulo posterior (HE)
S1 (HE) Calcarino (HD)

Ntcleo caudado (HE)
Globo palido (HE)

nucleo caudado e SMA ipsilaterais, talamo, putamen e S1 contralaterais; REST2 - nucleo

caudado esquerdo e todas as regioes indicadas na banda de frequéncia de 0.07 a 0.13 Hz.

4.3.4 Discussao dos resultados

De um modo geral, ao observar os resultados das 3 medidas utilizadas, verifica-se
que as areas mais robustas, onde houve diferencas entre as tarefas de repouso e o SELF

nos sinais BOLD e cardiaco, foram: a insula, a parte opercular do giro frontal inferior, as
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Figura 4.16: Resultados das matrizes obtidas na analise BOLD (matrizes quadradas, ja
ilustrada na secgao 4.2.1.4) e o respetivo resultado das diferencas de fase da coeréncia
entre o sinal BOLD e o intervalo RR com o teste de Wilcoxon, que foi sempre mais
significativo nas tarefas de repouso em comparagao com o SELF. No lado direito de
cada uma das quatro imagens, observa-se a escala de cores relativa aos p-values obtidos
na analise da interagao entre os sinais BOLD e cardiaco. Banda de frequéncia utilizada:
0.07-0.13 Hz.

partes anterior e medial do cingulo e o putamen.

A insula, como ja foi referido na discussao dos resultados das matrizes BOLD, para
além de estar envolvida na iniciacdo de movimentos voluntarios, encontra-se ativa du-
rante o controlo pré-frontal de fun¢oes cardiacas [142], o que justifica o seu aparecimento
nos resultados obtidos, principalmente nas medidas de magnitude e phase-locking. Esta
envolvéncia da insula no controlo cardiovascular foi demonstrado por outros estudos. Por
exemplo, Critchley et al., estudaram o controlo central da fun¢ao cardiovascular através
de PET, e verificaram que a insula, o cingulo anterior e o cortex pré-frontal ventrome-
dial/orbitofrontal eram das regides envolvidas na media¢ao das mudancas na excitagao
cardiovascular [143]. Para além disso, referiram que era através destas que os sistemas
cerebrais cognitivos e somatomotores sao integrados com o sistema nervoso autébnomo

para fornecer o suporte metaboélico para a emogao, acao e pensamento.

O aparecimento da insula e cingulo anterior nestes estudos faz todo o sentido, uma vez

que ambas em conjunto com a ganglia basal (ntcleo caudado e putamen) e o talamo, como
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o cortex pré-frontal, formam o circuito limbico anterior, que regula o comportamento
emocional e a tomada de decisao [144]. Por estas razoes, justifica-se o surgimentos destas
regides nos resultados obtidos.

O cingulo medial é outra das regioes associadas ao controlo da fungao cardiaca , apre-
sentando conexdes funcionais com areas sensoriais motoras e visuais, dai o envolvimento
do calcarino, S1 e M1 [145], [146]. Num estudo realizado por Pfurtscheller et al. em 2016,
estes sugeriram que as oscilagoes BOLD intrinsecas (perto de 0.1 Hz) sdo originadas no
cingulo medial ou na sua vizinhanga, contribuindo para a variabilidade da frequéncia
cardiaca [147].

Em 2001, Lane et al. investigaram as origens neuronais da variabilidade da frequéncia
cardiaca na emogao, e concluiram que o cortex pré-frontal (em particular, o medial) era
uma das areas envolvidas neste fendmeno [148]. Num estudo realizado por Pfurtscheller
et al., onde estes analisaram o acoplamento de fase entre as oscilagoes lentas da pressao
arterial (ondas Mayer) e oscilacdes da Hemoglobina oxigenada do cortex pré-frontal,
concluiu-se que a iniciagao de movimentos em livre-arbitrio poderia estar relacionada
com alteracoes das ondas Mayer [7].

Relativamente a vascularizagao destas regides por artérias importantes, sabe-se que
o cingulo posterior, insula e parte opercular do giro frontal inferior sdo vascularizados
por ramificacoes da artéria cerebral medial, o talamo das artérias cerebral e comunicante
posteriores, a ganglia basal por ramos da artéria cerebral medial e anterior. As diferencas
de fase que se observam nestas regioes poderao entao estar associadas as diferengas tem-
porais decorrentes da deslocagao de oscilagoes lentas de artérias cerebrais (como a artéria
cerebral medial) para pequenos vasos [147].

Esta semelhanca nos resultados da coeréncia entre dois sinais BOLD, e um sinal BOLD
com um de intervalo RR da frequéncia cardiaca, que se da essencialmente nas regioes do
hemisfério esquerdo, segunda tarefa de repouso e banda de frequéncia de 0.07-0.13 Hz,
vem reforcar a hipotese de que as oscilagoes lentas, sobretudo com frequéncias proximas
de 0.1 Hz, tém tanto um papel na modulagao do ritmo cardiaco, como na intervengao nos

mecanismos subjacentes a inicia¢ao de movimento em livre-arbitrio.
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CapriTULO

CoNcLusAO E TrRaBALHO FuTUuRO

5.1 Conclusao

Poucos problemas atraem tanto interesse na comunidade neurocientifica como a inici-
acao de movimentos em livre-arbitrio. A dificuldade do seu estudo a nivel experimental
tem impedido a total compreensao dos mecanismos cerebrais envolvidos. No entanto,
e dado o grande desenvolvimento de técnicas nao invasivas nas ultimas décadas, como
€ o caso da fMRI, tem sido possivel identificar as redes neuronais que estdo na base da

preparacao deste tipo de agoes.

O estudo presente veio assim contribuir para uma melhor compreensao destes pro-
cessos cognitivos tao complexos, através de uma analise localizada no tempo (em vez de
usar toda a série temporal BOLD), onde foi feito o calculo de trés medidas de conetivi-
dade funcional: magnitude, fase e phase-locking da coeréncia da transformada de Wavelet.
Desta forma, conseguiu-se identificar os diferentes circuitos neuronais envolvidos nas
tarefas de repouso, movimento livre e com estimulo visual. Para além disso, também foi
estudada, em todas as metodologias implementadas, a influéncia das oscilagoes lentas de
frequéncia entre 0.01 e 0.1 Hz, dada a forte predominancia destas oscilacdes em sinais

fisiologicos e o seu papel na iniciagao de a¢des voluntarias.

Relativamente aos resultados obtidos nas comparagoes com as matrizes de conetivi-
dade, verificou-se que houve um numero muito reduzido de conexdes significativas na
analise entre "Movimento" e "Nao Movimento" das tarefas motoras, o que na verdade
podera estar relacionado com o critério de convolugao escolhido para separar os diversos

instantes.

A grande semelhanga que se observou entre muitos dos resultados da magnitude

e phase-locking podera ser justificada pelo facto do mecanismo de comunicagao através
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da coeréncia implicar phase-locking, parecendo plausivel supor que a conetividade inter-
-regional seja acompanhada quer por um maior recrutamento neuronal, levando a uma
amplitude de oscilagao superior, quer por uma elevada coeréncia de fase [107]. De um
modo geral, as conexoes na banda de frequéncia de 0.07 a 0.13 Hz apresentaram maior
conetividade nas tarefas de repouso em comparagao com o movimento livre, enquanto
que nas restantes bandas verificou-se o contrario. De entre as areas de maior destaque
ao longo de todos os resultados, estdo a parte opercular do giro frontal inferior, onde
se salientou o seu papel em processos cognitivos de inibicao, e o talamo, que tem sido
identificado mais recentemente como envolvido na preparacao destes movimentos.

O calculo das diferencas de fase, que nunca tinha sido utilizado nestes dados, permitiu
investigar as laténcias significativas nos tempos de ativagao entre as regides, revelando ser
uma componente bastante importante na determinacao de como diversas areas interagem
entre si dentro de uma rede, e qual a sequéncia de processos cognitivos dentro da rede,
apesar de com esta analise nao ser possivel determinar a direcionalidade da atividade
neuronal.

A utilizacao de medidas de grafos também foi um ponto importante, uma vez que
permitiu extrair caracteristicas distintas sobre as redes neuronais analisadas, e confirmar
o aparecimento de certas areas nos resultados das matrizes de conetividade, como é o
caso dos ganglios basais e SMA.

O estudo da interacao entre sinal cardiaco e BOLD permitiu corroborar o envolvi-
mento de diversas regides fortemente referenciadas no controlo da fungao cardiovascular,
como a insula e o cingulo anterior, e reforcar a hipdtese de que as oscilagoes lentas (de 0.1
Hz, aproximadamente), tém o duplo papel de modular o ritmo cardiaco e de intervir nos
mecanismos de gera¢ao de movimentos iniciados em livre-arbitrio.

Globalmente, foram alcangados os objetivos pré-estabelecidos nesta dissertacao, que
contribuiu para uma caracterizagao mais abrangente dos circuitos neuronais envolvidos
na preparagao e execu¢ao de movimentos voluntarios. As trés metodologias implemen-
tadas com base na coeréncia de Wavelet demonstraram um forte potencial no estudo de
conetividade funcional no cérebro, ao permitirem uma analise mais completa da mesma.
O GraphVar também se revelou uma ferramenta bastante importante, principalmente

pela componente de caracterizagao topologica de grafos.

5.2 Trabalho Futuro

A implementac¢ao de um novo critério de separagao entre os instantes considerados
como "Movimento" e "Nao Movimento" nas tarefas motoras, podera ser um dos trabalhos
futuros relacionados com este tema. A escolha de um critério mais seletivo, com base em
etapas especificas do movimento, como a preparagao, tomada de decisao e execugao do
mesmo, por exemplo, pode ser uma boa alternativa ao método utilizado nesta tese.

Para além disso, o calculo de novas métricas de grafos, como o coeficiente de clustering

e a identificacao de hubs, podera levar a uma melhor compreensao do papel de cada regiao
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nas redes neuronais em estudo.

Outra hipoétese poderia ser o aprofundamento do estudo da interagao entre sinal
BOLD e sinal do intervalo RR da frequéncia cardiaca, focando a analise na frequéncia
principal da série RR mediante analise espectral prévia, uma vez que foram encontradas
evidéncias de que existe uma frequéncia de oscilagao especifica a cada pessoa [149].

Um ultimo trabalho poderia consistir na exploracao de outras métricas de conectivi-

dade, como a causalidade de Granger ou a transferéncia de entropia [150].
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ANEXO

REsuLTADOS DO GRAU DO NO - MAGNITUDE

Este anexo contém todos os resultados do grau do n6 obtidos com a medida de mag-
nitude da coeréncia de Wavelet em trés bandas de frequéncia distintas: 0.01-0.027 Hz;
0.027-0.073 Hz; e 0.07-0.13 Hz.
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ANEXO I. RESULTADOS DO GRAU DO NO - MAGNITUDE
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Figura I.1: Resultados das matrizes de magnitude referentes a banda de frequéncia de
0.01 a 0.027 Hz, considerando a medida de grau do nd. As imagens do lado esquerdo e
direito dizem respeito aos ensaios A e B, respetivamente, sendo que por baixo de cada
uma encontra-se a formula da diferenca correspondente a tarefa em estudo.
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Figura 1.2: Matrizes de magnitude referentes a banda de frequéncia de 0.027 a 0.073
Hz, considerando a medida de grau do né. As imagens do lado esquerdo e direito dizem
respeito aos ensaios A e B, respetivamente, sendo que por baixo de cada uma encontra-se
a formula da diferenga correspondente a tarefa em estudo.
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ANEXO I. RESULTADOS DO GRAU DO NO - MAGNITUDE
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Figura I1.3: Matrizes de magnitude referentes a banda de frequéncia de 0.07 a 0.13 Hz,
considerando a medida de grau do nd. As imagens do lado esquerdo e direito dizem
respeito aos ensaios A e B, respetivamente, sendo que por baixo de cada uma encontra-se
a férmula da diferenga correspondente a tarefa em estudo.
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ANEXO

REsuLTADOS DO GRAU DO N6 - Phase-Locking

Este anexo contém os resultados do grau do n6 obtidos com a medida de phase-locking
da coeréncia de Wavelet, em trés bandas de frequéncia distintas: 0.01-0.027 Hz; 0.027-
0.073 Hz; e 0.07-0.13 Hz.
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ANEXO II. RESULTADOS DO GRAU DO NO - PHASE-LOCKING
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Figura II.1: Resultados das matrizes de phase-locking referentes a banda de frequéncia de
0.01 a 0.027 Hz, considerando a medida de grau do né. As imagens dos lados esquerdo
e direito dizem respeito aos ensaios A e B, respetivamente, sendo que por baixo de cada
uma encontra-se a formula da diferenca correspondente a tarefa em estudo.
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Figura II.2: Resultados das matrizes de phase-locking referentes a banda de frequéncia de
0.027 a 0.073 Hz, considerando a medida de grau do n6. As imagens dos lados esquerdo
e direito dizem respeito aos ensaios A e B, respetivamente, sendo que por baixo de cada
uma encontra-se a formula da diferenca correspondente a tarefa em estudo.
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ANEXO II. RESULTADOS DO GRAU DO NO - PHASE-LOCKING
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Figura II.3: Resultados das matrizes de phase-locking referentes a banda de frequéncia de
0.07 a 0.13 Hz, considerando a medida de grau do n6. As imagens dos lados esquerdo e
direito dizem respeito aos ensaios A e B, respetivamente, sendo que por baixo de cada
uma encontra-se a formula da diferenca correspondente a tarefa em estudo.
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ANEXO

REsurLTADOS DO GRAU DO NO - FAsE

Este anexo contém os resultados do grau do né obtidos com a medida de fase da

coeréncia de Wavelet, em duas bandas de frequéncia distintas: 0.01-0.027 Hz e 0.027-
0.073 Hz.
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12 11121920293031323334 35364344 5758 5960 61626768 717273747576 77 78

b) Ensaio B: REST1 - SELF

Figura III.1: Resultados das matrizes de fase referentes a banda de frequéncia de 0.01
a 0.027 Hz, considerando a medida de grau do nd. As imagens dos lados esquerdo e
direito dizem respeito aos ensaios A e B, respetivamente, sendo que por baixo de cada
uma encontra-se a formula da diferenca correspondente a tarefa em estudo.
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ANEXO III. RESULTADOS DO GRAU DO NO - FASE
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Figura III.2: Resultados das matrizes de fase referentes a banda de frequéncia de 0.027
a 0.073 Hz, considerando a medida de grau do n6. As imagens dos lados esquerdo e
direito dizem respeito aos ensaios A e B, respetivamente, sendo que por baixo de cada
uma encontra-se a formula da diferenca correspondente a tarefa em estudo.
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