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Resumo

A doenga de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa que afecta cerca
de 1-2% dos individuos com idade superior a 65 anos, num total de 5 milhdes em todo

o mundo. Durante os préoximos 20 anos prevé-se que a incidéncia da DP duplique.

A alteragdo do contetdo de ferro em certas estruturas cerebrais parece estar
relacionada com disttrbios neurodegenerativos. A quantificacdo do contetido de ferro
in vivo através da Imagem por Ressondncia Magnética (IRM) tem sido estudada como
biomarcador destas doencas. Uma vez que a presenca de ferro afecta o campo
magnético local, medi¢des de variaveis fisicas dos tecidos, nomeadamente da constante
T2%, através de técnicas de relaxometria, podem levar a algumas conclusdes indirectas

sobre o contetdo de ferro nos tecidos.

O presente estudo teve como objectivo desenvolver um programa com interface
gréafica que permitisse a medi¢do da constante T2* de uma forma prética, aplicavel na
clinica, e utilizd-lo num conjunto de imagens para comparar valores da constante de
T2* em determinadas regides cerebrais, entre grupos de individuos com DP e
controlos. Participaram neste estudo um total de 32 individuos, tendo sido medida a

constante de T2* em trés regides da substantia nigra, através da delimitacdo de ROIs.

Efectuaram-se simula¢des computacionais de forma a determinar qual o método

mais robusto na obtencao dos valores de T2*.

Apo6s a andlise e tratamento dos resultados obtidos observou-se uma ligeira
diminui¢do do valor de T2* (33%) na regido rostral da SN, entre o grupo de doentes
com DP e os controlos, de acordo com o esperado. Analisando a gravidade da doenga,
esta correlacionou-se com a assimetria caracteristica da DP. No entanto, os resultados
obtidos ndo foram estatisticamente significativos, sendo necessario no futuro aumentar
a amostra em estudo ou alterar a abordagem de aquisicdo de imagens, de forma a que
esta metodologia possa ser aplicivel em ambiente clinico e constituir uma ferramenta

no auxilio ao diagnédstico da DP.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, Ferro, IRM, Relaxometria
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Abstract

Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disease that affects about 1-2%
of individuals older than 65 years, in a total of 5 million people worldwide. For the

next 20 years the incidence of PD is expected to double.

Changes in the iron content in certain brain structures appear to be related to
neurodegenerative disorders. The measurement of iron content in vivo by Magnetic
Resonance Imaging (MRI) has been studied as a biomarker for these diseases. Since the
presence of iron affects the local magnetic field, measurements of the physical variables
of tissues, particularly of the constant T2*, using relaxometry techniques, may provide

some indirect insights into the iron content of tissues.

The present study aimed to develop a program with a graphical interface that
allows the measurement of the T2* constant in way that can be applicable in the clinic,
and the use of these images to compare values of the constant T2* in certain brain
regions, between groups with PD and controls. In this study 32 individuals were
studied, and the constant T2* was measured in three regions of the substantia nigra,

after delineation of these ROIs.

Firstly, computer simulations were performed to determine the most robust

method to estimate T2*.

After analyzing and processing the results, they showed a decrease in the value
of T2* (33%) between the group of patients with PD and controls, in the rostra region of
SN, according to expectations. The severity of the disease correlates with the
asymmetry characteristic of PD. However, the results were not statistically significant,
and in the future it will be necessary to increase the sample of the study or change the
image acquisition approach, so that this technique may be applicable in the clinical

setting and provide a tool to aid the diagnosis of PD.

Key-words: Parkinson’s disease, Iron, MR, Relaxometry
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Introducdo

Introducao

1.1 Enquadramento e Estado de Arte

Em diversos distarbios neurodegenerativos, incluindo a doenca de Parkinson
(DP), parece haver uma perda dos mecanismos celulares que mantém a homeostasia
celular do ferro, e que sdo cruciais para a viabilidade dos neurénios. Esta perturbagao
da homeostasia pode levar a consequente acumulagao excessiva de ferro no cérebro [1].
A libertacao de ferro pode facilitar reac¢des oxidativas, levando a stress oxidativo e a

neurodegeneracao [2, 3].

Estes disturbios no metabolismo ainda ndo sdo bem conhecidos, ndo se tendo
ainda esclarecido se este aumento do contetdo de ferro no cérebro é uma causa ou
uma consequéncia da DP [4]. No caso da auséncia de doencas neurodegenerativas, a
concentracdo de ferro no cérebro parece manter-se relativamente estavel ao longo da

idade adulta (Figura 1.1).
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Figura 1.1 - Concentracdo de ferro total (ng/mg tecidos moles) na SN, de diversos sujeitos
saudéveis, em diferentes idades, resultante de um estudo pés-morte. Cada ponto no grafico
corresponde a um tnico sujeito. Entre os 16 e os 90 anos, a concentracdo de ferro manteve-se
aproximadamente constante, entre os 109 e 199 ng/mg de ferro. Adaptado de [4].

Contudo, em disttrbios neurodegenerativos, como a DP, a situacdo parece
alterar-se. Estudos demonstram que na DP os niveis de ferro aumentam,
principalmente em determinadas estruturas cerebrais [5, 6], como serd abordado no

subcapitulo 1.4.

A quantificacdo do contetdo de ferro in-vivo tornou-se objecto de estudo, uma
vez que uma alteracdo na sua concentracao poderia indicar a presenca de um distarbio

neurodegenerativo.

Nos tdltimos anos a técnica de Imagem por Ressondncia Magnética (IRM) tem
sido explorada de forma a estudar as alteracdes que ocorrem a nivel cerebral, e que
podem ser a chave para um melhor acompanhamento em diversas patologias. A
relaxometria através de imagens ponderadas em T2* é uma técnica em que se procede
a medicdo de constantes caracteristicas dos processos de relaxacdo. Uma vez que a
presenca de ferro afecta o campo magnético local, estas medicdes poderiam levar a
conclusdes indirectas sobre o contetido de ferro nos tecidos. Diversos estudos tém
seguido esta abordagem, no entanto, as suas conclusdes tém sido contraditérias.
Alguns grupos de investigadores encontraram evidéncias de diferengas nos valores de

T2* com o surgimento da DP [7-9], enquanto que outros ndo identificaram quaisquer
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variagdes [10]. No que diz respeito ao estddio da doenca em que foram detectadas essas
diferencas, nalguns estudos foram mais evidente na fase inicial da doenca [9],
enquanto que noutros a variacdo pareceu reflectir a progressao da doenga, sugerindo
que a constante de T2* poderia ser um bom marcador para a avaliagdo da evolugao da

doenca [7].

O presente dissertagdo ocorreu no dmbito de uma parceria entre o Instituto de
Biofisica e Engenharia Biomédica (IBEB) e o Hospital de Santa Maria (HSM). O
objectivo foi desenvolver um programa com interface grafica que permitisse a medicao
da constante T2* de uma forma pratica, aplicavel na clinica, e utilizd-lo num conjunto
de imagens para comparar valores da constante de T2* em determinadas regides
cerebrais, entre grupos de individuos com DP e controlos. Foram incluidos dois grupos
de pacientes em diferentes fases da doenca. Pretendia-se investigar se haveria variacao
do valor de T2* relativamente ao grupo de controlo e se esta aconteceria sobretudo na
fase inicial da doenca ou se ocorreria de forma continua a medida que a doenca evolui.
Serd entdo discutida a hipétese desta abordagem ser utilizada em ambiente clinico,
constituindo uma ferramenta no auxilio ao diagnéstico da DP, em especial em fases

precoces de doenca.

1.2 Estrutura da tese

Esta dissertacao encontra-se dividida em 4 capitulos.

Primeiramente, no subcapitulo 1.1, é apresentado o estado de arte, explicando-se

a motivagao do trabalho e apresentando-se a pesquisa adjacente.

No subcapitulo 1.3 sdo explicados conceitos teéricos relativos a Imagem por
Ressondncia Magnética e a Relaxometria. A descricao da Doenca de Parkinson, focando

0s topicos essenciais para a percepgao do trabalho, é abordada no subcapitulo 1.4.

De seguida, no Capitulo 2 é apresentado um estudo que se realizou utilizando
simulagdes computacionais, com vista a determinar o método mais robusto a ser
aplicado no célculo do valor de T2*. E apresentada a metodologia utilizada, bem como

os resultados obtidos.

O Capitulo 3 incide num estudo in-vivo, onde o objectivo é a determinacdo da

constante T2* produzindo mapas quantitativos, para os diferentes individuos em
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estudo. A semelhanca do Capitulo 2, sdo descritos a metodologia e os resultados

obtidos.

Por dltimo, o Capitulo 4 é reservado a apresentagdo de conclusdes e trabalho

futuro.

1.3 Imagem por Ressonancia Magnética

A Ressondncia Magnética (RM) é uma técnica de obtencdo de imagens, que
permite estudar propriedades dos tecidos, tendo uma vasta aplicacdo na area da
Medicina, Engenharia e Biologia. Os exames de RM sdo realizados através de um
equipamento especifico, e exigem complexas técnicas de aquisicdo e processamento.
Em 1977 foi publicada a primeira imagem de RM de corpo inteiro, e no principio de
1980s ja estavam disponiveis aparelhos de RM em hospitais [11]. A técnica de IRM
revolucionou o diagnéstico médico, uma vez que é uma técnica ndo-invasiva, e ao

contrario de outras técnicas, nao utiliza radiagao ionizante [12].

Pretende-se neste subcapitulo fazer uma breve abordagem aos conceitos tedricos

relevantes para compreender o tema em estudo.

1.3.1 Principios de Ressonancia Magnética

Os principios de RM sdo baseados no spin nuclear dos dtomos. Em RM utiliza-se
em geral o ntcleo de hidrogénio [13], pois contém um tnico protdo e é o elemento mais
abundante no corpo humano, presente nas moléculas de dgua e gordura. Cada spin
contém um pequeno campo magnético associado, resultando num vector de
magnetizagdo. Normalmente, a direccao do eixo em redor do qual os spins precessam é
aleatéria no espaco, sendo a magnetizacdo total, quando se considera o conjunto de
nucleos nos tecidos, nula. Mas quando sujeitos a um campo magnético externo (B0), os
spins alinham-se com este campo, e passam a ter duas orientagdes possiveis: paralela

(n?) ou anti-paralela (n|) (Figura 1.2).
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Figura 1.2 - Representacao da precessao do atomo de hidrogénio. Adaptado de [13].

A relagdo entre a frequéncia de precessao (wo), (frequéncia a qual os ntcleos
precessam), a intensidade do campo magnético externo (B0) e a razdo giromagnética

(Y) (caracteristica de cada elemento) é dada pela equacao de Larmor (Equacédo 1.1):

wo =By Xy Equacao 1.1

A ressonancia é um fenémeno que ocorre quando um objecto é exposto a uma
perturbagdo oscilatéria, que tem uma frequéncia préxima da sua frequéncia natural de
oscilacdo. Nesta situacdo, quando os spins sao submetidos a radiagdo electromagnética
com a frequéncia apropriada, ocorre o fenémeno de excitagdo, sendo absorvida energia
por parte do nucleo. Desta forma aumenta o nimero de nicleos com estado de energia
mais alta (anti-paralelos) [14] (Figura 1.3 b). Para valores de B0 na ordem do Tesla tal
como geralmente utilizado em equipamentos de RM, a energia da frequéncia de
precessdao do hidrogénio corresponde a banda de radiofrequéncia (RF) do espectro

electromagnético.

Figura 1.3 - Representacdo da magnetizagdo longitudinal (correspondente a componente no
eixo Z) e da magnetizacdo transversal (correspondente a componente no plano transversal),
apos a exposi¢do do spin a radiacdo proveniente do impulso RF. Adaptado de [15].
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Como consequéncia da ressonancia, o vector de magnetizacao total - Net
magnetisation vector (NMV) - desalinha-se da orientacdo do campo magnético BO. Este
vector possui duas componentes ortogonais: a componente longitudinal, que
corresponde ao eixo Z e a componente transversal, que corresponde ao plano XY. O

angulo entre estas duas direc¢des chama-se angulo de nutacao.

A alteracdo do NMV produz variacdes no campo magnético detectadas por
antenas colocadas no plano transversal, e assim uma corrente é induzida resultando

num sinal captado pelo aparelho de RM.

Quando o impulso de RF é desligado, o NMV volta a alinhar-se com o campo B0.
O NMV perde assim energia, voltando ao estado de equilibrio, e a este processo
chama-se processo de relaxagdo (recordando a Figura 1.3 a). Os spins transitam do
estado de maior energia para o de menor energia, havendo libertagdo de energia para o
meio, ocorrendo a recuperacdo da magnetizacdo longitudinal, caracterizada pelo
tempo de relaxagdo spin/rede ou T1l. Apds a aplicagdo de um impulso de 90° que
coloque o0 NMV no plano transversal, a sua componente longitudinal é nula,
recuperando o seu valor de equilibrio Mo de acordo com a Equagao 1.2. Esta constante
de tempo corresponde ao tempo que a magnetizagdo longitudinal demora a recuperar

63% do seu valor maximo (Figura 1.4 A).

t
M, = My(1 —e T11) Equagdo 1.2

Quando ¢é desligado o impulso de RF existe uma perda gradual de fase nos spins,
ocorrendo o decaimento da magnetizacdo transversal, caracterizado pelo tempo de
relaxacdo spin/spin ou T2 (Equagdo 1.3). Esta constante de tempo corresponde ao
tempo que a magnetizacdo transversal demora a perder 37% do seu valor maximo

(Figura 1.4 B).

M

— —T5 Equacao 1.3
xy = Mye T2 quag
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Figura 1.4 - Gréficos representativos da magnetizacdo longitudinal e transversal. A - O T1 é
definido como o tempo que a magnetizagdo longitudinal demora a recuperar 63% do seu valor
maximo. B - O T2 é definido como o tempo necessario para que a magnetizagdo transversal
decaia para 37% do seu valor maximo. Adaptado de [13].

Os tempos de relaxagdo T1 e T2 sdo caracteristicos de cada tecido. Modificando o
tipo de sequéncia utilizada para adquirir as imagens é possivel manipular o contraste

das mesmas o que permite distinguir visualmente numa IRM diferentes tecidos.

Devido a variacOes temporais da magnetizacdo transversal é possivel medir o
sinal eléctrico obtido. Se o campo magnético BO aplicado fosse uniforme, o sinal decaia
entdo com o tempo de relaxacdo T2. No entanto, o campo magnético aplicado
apresenta heterogeneidades no espacgo, contribuindo também desta forma, para
acelerar o decaimento da magnetizacdo transversal. O sinal vai entdo decair de uma
forma mais acentuada, com um tempo de relaxagdo T2* (Figura 1.5). A indugdo da
perda de sinal chama-se Free Induction Decay (FID). A Equacdo 1.4 mostra a relacdo
entre T2* com T2 e T2":

1 1 1

= 4 Equacao 1.4
T2 T2 TZ2

onde T2 é o tempo de relaxagdo devido as heterogeneidades de campo, e T2 resulta de

propriedades intrinsecas dos tecidos.
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Figura 1.5 - Grafico representativo do decaimento T2 e T2* com o FID. Adaptado de [16].

O decaimento mais rapido de T2* é causado por heterogeneidades do campo
magnético, provenientes da diferenca de susceptibilidade entre tecidos, que levam a

um aceleramento do decaimento do sinal.

As heterogeneidades do campo magnético podem ser macroscépicas (constante
ao longo de um wvoxel) ou microscopicas (variando na escala do wvoxel). A falta de
homogeneidade a nivel macroscépico pode ser causada por interfaces ar-tecido ou por
implantes metélicos. A falta de homogeneidade a nivel microscépico pode ser devida a
agentes de contraste paramagnéticos ou depésitos de ferro (Figura 1.6). Desta forma o

estudo do decaimento de T2* pode revelar variagdes no contetdo de ferro in-vivo.

substancia substancia paramagnética

campo magnético uniforme -
paramagnética num campo magnético

Figura 1.6 - Efeito da presenca de uma substancia paramagnética num campo magnético.
Adaptado de [13].

De salientar que a relagdo T1>T2>T2* aplica-se a todos os tecidos.
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1.3.2 Relaxometria

O uso da técnica de IRM quantitativa (qQIRM) tem suscitado interesse ao nivel da
investigagdo. A relaxometria combina as técnicas de aquisi¢do e andlise para estimar as
constantes de tempo de relaxacdo, que reflectem caracteristicas especificas dos tecidos.
Dada a sua sensibilidade a alteracdes na microestrutura dos tecidos, a relaxacdo em T2*

pode fornecer, neste caso de estudo, uma ferramenta ttil no estudo da DP.

E possivel a construcdo de mapas da distribuicao dos tempos de relaxacéo T2*.
Para tal, a aquisicdo de imagens é realizada para multiplos tempos de eco (TE) (Figura
1.7). O ntimero de ecos pode variar consoante os protocolos de aquisi¢do, no entanto ha
que se proceder a um compromisso: quanto maior for o ntimero de ecos melhor serd a
partida o ajuste matematico da curva de decaimento, mas maior serd o tempo de
aquisicao das imagens. Por outro lado convém garantir que as imagens adquiridas com
TE mais longos possuem uma relacao sinal-ruido (SNR) suficiente, uma vez que a SNR

diminui a medida que o TE aumenta.

Figura 1.7 - Exemplo de um estudo onde se adquiriu imagens respeitantes a 6 ecos. Adaptado
de [17].

Para cada TE tem-se um valor de intensidade do sinal (Figura 1.8), relativo a cada
pixel. A partir desses pontos, obtém-se um decaimento exponencial, sendo retirado dai
a constante T2*. E realizada uma analise pixel-a-pixel percorrendo toda a imagem, para

cada corte, de modo a obter os mapas de T2*.

Intensidade do sinal

TE (ms)
Figura 1.8 - Exemplo ilustrativo de um decaimento exponencial para uma aquisi¢do com 6 ecos.

9



Relaxometria no estudo da doenga de Parkinson

Uma das hipéteses para estimar esse valor é obter uma aproximagdo através de

um modelo linear [5], utilizando a Equacao 1.5:

. TE; ~
S; = Soe—TEl/TZ* = ln(Si) — IH(SO) _ T_zi Equacao 1.5

onde Sy é o sinal de equilibrio e S; é o sinal obtido para o TE ntimero i (TE;).

Desta forma, poder-se-ia obter o valor de T2* de duas formas: através de um

ajuste linear ou nao-linear. Este tema serd explorado no Capitulo 2.1.

De seguida seré feita referéncia a um tipo de sequéncia de impulsos, o eco de

gradiente, que é utilizada para a obtencao de imagens ponderadas em T2*.

1.3.3 Sequéncias de impulsos - Eco de Gradiente

P

Uma sequéncia é uma combinagdo de impulsos de radiofrequéncia (RF) e de
gradientes de campo magnético. O eco de gradiente (GE) é uma classe de sequéncia de
impulsos utilizada em imagem réapida [18]. E utilizada em volumes de imagens 3D e
outras aplicagdes que necessitem de rapida aquisicdo. A Figura 1.9 mostra um tipico

diagrama de impulsos para uma sequéncia de eco de gradiente.

TR |
]
AF | RF
I
' Fip acho FID
fia A M“
||ﬂnr vwm
1
| ] rephase |
requency _7_1
encade : |
1
| L] '
: dephase |
1 1
[l ]

TE

Figura 1.9 - Esquema da sequéncia eco de gradiente. Adaptado de [13].

O tempo de eco (TE) é o intervalo de tempo que decorre entre a aplicacdo do

impulso inicial de RF e o eco. O tempo de repeticdo (TR) é o intervalo de tempo que

10
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decorre entre dois impulsos consecutivos de RF. As aquisi¢des GE sdo rapidas pois o
angulo de nutacdo do impulso de excitacdo é normalmente menor do que 90°,
resultando numa recuperagdo mais rdpida da magnetizacdo longitudinal, que permite

um TR/TE mais baixo, diminuindo o tempo de aquisicdo.

Embora a ponderagdo em T2* seja vantajosa para algumas aplicagdes, pode haver
artefactos devido a perda de sinal. Por exemplo, as imagens de eco de gradiente sdo
mais susceptiveis a perda de sinal do que as de eco de spin, particularmente em
localizagdes proximas de implantes metalicos. Ou seja, sdo mais susceptiveis a
heterogeneidades do campo magnético e a variacdes na susceptibilidade magnética.
Por sua vez, as aquisicdes de eco de spin permitem a aquisicdo de imagens ponderadas
em T2, sendo utilizado um impulso de excitagdo com um angulo de 90°, seguido por

um de 180°.

Variando os parametros de aquisicdo TR e TE, a sequéncia de GE pode ser

utilizada para obter imagens ponderadas em T2¥, T1 ou densidade proténica.

1.4 Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson é uma doenca neurodegenerativa, causada pela
degeneracdo dos neurénios dopaminérgicos. Uma das funcdes destes neurénios é
produzir dopamina, um neurotransmissor que tem um papel fundamental nas ac¢oes
motoras, de comportamento e cognitivas [19], produzido pela substantia nigra (SN),
localizada na base do mesencéfalo, sendo portanto o principal local de degeneracao
celular. Tipicamente a DP tem maior prevaléncia em sujeitos com idade avangada,

estando a idade média de aparecimento da doenga acima dos 60 anos.

As causas da doenca sdo ainda desconhecidas. Contudo sabe-se que existem
factores ambientais, como a exposicdo a toxinas que, associados a uma maior
predisposicao genética do individuo, podem promover a expressao da doenca. Podem
ocorrer também muta¢des em indmeros genes que se associam ao desenvolvimento da

doenca [20] (Figura 1.10).
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100 —

Idade normal
iDP

Inico precoce da DP

Limiar dos sintomas motores da DP

Percentagem de neuronios dopaminérgicos
w
(=}
|

Idade dos pacientes

Figura 1.10 - Evolugao da doenga de Parkinson. A medida que a idade avanca, a percentagem
de neurdénios dopaminérgicos vai diminuindo (linha verde). Em casos de sujeitos com DP
idiopatica (linha azul), com aparecimento da DP devido a causas ambientais ou genéticas (linha
amarela), ou com aparecimento prematuro devido a possiveis mutacdes genéticas (linha
vermelha), este decréscimo é consideravelmente mais acentuado. Adaptado de [20].

Relativamente aos sintomas da doenga, estes podem ser motores, como o tremor,
bradicinésia (que se caracteriza pela diminuicdo da rapidez dos movimentos), rigidez
muscular, instabilidade postural, mas também sintomas ndo motores, como deméncia,
distarbios de sono, depressdo e alucinagdes [21]. De referir que nem todos estes
sintomas sdo manifestados em doentes com DP, variando de caso para caso. Esta
doenca tem manifestagdes motoras caracteristicamente assimétricas, sendo usualmente
um lado do corpo mais afectado que o outro, persistindo esta assimetria ao longo da

doenga [22].

De forma a quantificar a gravidade da patologia, foi criada uma escala - UPDRS
(Unified Parkinson’s Disease Rating Scale) - [23], que é actualmente a escala mais
utilizada na pratica clinica, permitindo aos médicos e investigadores acompanhar a
progressao da doenga. O resultado é obtido com base na anélise de varios pontos:
actividade mental, comportamento e humor (Parte I); actividades do dia-a-dia (Parte

IT); exame motor (Parte III); outras complicagdes (Parte IV).

Presentemente o diagnoéstico baseia-se em critérios clinicos, sendo contudo dificil
em fases muito precoces de doenca, em que pode ser dificil o diagnéstico diferencial
nomeadamente com sindromas parkinsénicos atipicos. Surge assim a necessidade de

investigar biomarcadores de imagem que auxiliem no diagnoéstico precoce da DP.

12



Introducdo

1.4.1 O ferro e as estruturas cerebrais

O ferro é um elemento presente no cérebro humano com propriedades
paramagnéticas, contudo, existem ides no cérebro que também possuem estas
propriedades, como o cobre (Cu2*) e 0 manganésio (Mn2*). No entanto, alguns estudos
referem que as concentragdes destes ides ndo sao suficientes para produzir suficiente

contraste de forma a serem detectdveis em imagens de IRM [24].

O ferro pode encontrar-se na forma Fe?* e Fe3*. Sofic et. al [25] encontraram
diferencas significativas, num estudo post-mortem, entre individuos com DP. Foi
descrito um aumento de 176% nos niveis de ferro total (soma de Fe?* e Fe®*), na
substantia nigra, sendo o maior aumento da forma Fe¥, que sofreu um aumento de

255%.

A SN situa-se no mesencéfalo, dividindo-se principalmente em duas porcdes:
compacta e reticular. (Figura 1.11 A e B). Também se pode considerar a divisdo em SN

rostral, medial e caudal (Figura 1.11 C).

A C
B RmedSNr LmedSNr
RmedSNc ™\ _LmedSNc

2 B

¥ &S
SN- rostral

SN- medial
SN- caudal

Figura 1.11 - A - Exemplo de uma secgdo axial do cérebro, evidenciando as regides da SN
compacta e SN reticular. B - Divisdo da SN do hemisfério direito em RmedSNr (Right medial
SNr), RlatSNr (Right lateral SNr), RmedSNc (Right medial SNc) e RlatSNc (Right lateral SNc).
Representa-se de igual forma para o hemisfério esquerdo (left). C - Divisdo da SN em regides
rostral, medial e caudal. Adaptado de [26, 27].
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Estudos histopatologicos demonstraram que aproximadamente 90% das células
dopaminérgicas é perdida na regido caudal da SN, enquanto que na regiao rostral a

perda é de aproximadamente 50% [28].

Para além da SN, outras estruturas como o globo palido, putamen, ntcleo
caudado e o ndcleo rubro também estdo envolvidas no controlo dos movimentos
(Figura 1.12). As maiores concentracdes de ferro cerebrais (superiores a 200 pg/g
tecidos moles) estdo presentes no globo palido, putamen e niicleo rubro e SN, segundo

estudos post-mortem [24, 29].

Putamen

Nucleo caudado Globo palido

Substancianegra Nucleo rubro

Figura 1.12 - Representagdo das estruturas cerebrais relevantes no processo motor. Adaptado
de [8].

Tem sido estudada a possibilidade de avaliar o diagnostico da DP através da
analise das imagens de IRM, pois como ja foi referido anteriormente, os niveis de ferro
aumentam no interior da SN, ao contrario do volume da SN que diminui [8, 30] (Figura

1.13).

Substidnda negra

Diminuicdo da
substidncia negra na DP

Figura 1.13 - Representacao de um corte axial do cérebro, evidenciando a diminui¢do da SN na
Doenga de Parkinson. Adaptado de [31].
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Esta analise in-vivo da quantificacdo de depésitos de ferro pode ser feita através
de um parametro biolégico da IRM, o tempo de relaxacdo T2*, como ja referido
anteriormente. No entanto, outras formas poderdo auxiliar o diagnostico da DP,

baseando-se na IRM, como sera abordado no subcapitulo seguinte.

1.5 Aplicacoes da IRM ao estudo da DP

Um biomarcador é definido como “uma caracteristica que pode ser
objectivamente medida e avaliada como um indicador do processo bioldgico,
patolégico e de resposta a uma intervencao terapéutica” [21]. E assim util tanto para

auxiliar o diagnéstico, como para avaliar a eficiéncia da terapéutica em estudo.

No estudo da DP tém sido utilizados biomarcadores clinicos, nomeadamente
através de exames que avaliam alteragdes na parte estrutural, como técnicas de RM,
incluindo técnicas convencionais de IRM e outras tais como DTI (Diffusion Tensor
Magnetic Resonance Imaging) [32]. A DTI é uma modalidade que tem por base o
movimento de difusdo das moléculas de 4gua (magnitude e anisotropia),
possibilitando retirar conclusdes sobre a orientagdo e integridade das estruturas

cerebrais.

Uma das particularidades da IRM consiste na sua versatilidade. Existem diversas
sequéncias de aquisicio de imagens, e cada uma permite a visualizacdo de

estruturas/problemas diferentes.

Como foi referido anteriormente, o ferro tem sido descrito como um elemento
importante nos processos neurodegenerativos, sendo este trabalho centrado na técnica
de relaxometria com imagens ponderadas em T2* para estudar este efeito. No entanto,
técnicas utilizando imagens ponderadas em susceptibilidade (SWI) também tém sido
exploradas [33]. Esta modalidade combina a informacdo das imagens de intensidade
do sinal de RM com a sua fase, sensivel a diferencas locais em susceptibilidade

magnética.

Num estudo realizado por Rossi et. al [34] compararam-se sequéncias para o
mapeamento de T2* e SWI, tendo-se concluido que o método de quantificagdo através
de mapas de T2* era preferivel, uma vez que conferia um melhor contraste entre

estruturas.
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A relaxometria através da quantificacdo da constante T2 foi uma técnica também
utilizada por alguns investigadores para a quantificacdo de ferro [35]. No entanto a
aquisicao das imagens de T2 é mais demorada, uma vez que a sequéncia é mais longa.
Por outro lado, os métodos de quantificacdo através de T2* parecem ser mais sensiveis
a concentracdo de ferro, uma vez que esta afecta a heterogeneidade do campo

magnético [6].

Como ja tinha sido referido, a técnica de DTI poderia ser utilizada também como
um biomarcador para a DP. Num estudo combinado de R2* (equivalente a 1/T2%) e
DTI (através da FA (Fractional Anisotropy)) realizado por Du et. al [7], é sugerido que o
R2* seria um bom marcador quantitativo da progressdo da doenca, enquanto que a
analise do DTI poderia permitir detectar mudancas patolégicas precoces. Nesse estudo
registou-se um aumento de R2* na SN caudal e rostral, nos estados médio e avancado

da doenga, havendo também uma boa correlacdo com a pontuagao UPDRS [7].

Outro estudo realizado por Péran et. al [8] tentou combinar 3 biomarcadores, T1,
T2* e FA, tendo sido conseguida uma precisao de 95% na separagao de doentes com DP

e voluntarios saudaveis.

Um aspecto que foi tido em conta nos estudos referidos foi a assimetria da
doenca. Alguns focaram apenas o lado mais afectado do cérebro [36], enquanto que

outros retiraram dados para os dois hemisférios [8].

Analisar a variacdo de volume na SN também se mostrou ttil no estudo da DP,
tendo sido registada uma diminuicdo deste volume com o aparecimento da doenca [8,

30].
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Simulac¢oes

Antes de se realizar o estudo in-vivo, relativo a anélise das imagens cerebrais de
IRM de diversos individuos, abordado no Capitulo 3, realizou-se primeiramente um
estudo com o objectivo de comparar diferentes algoritmos para a estimativa de T2*.
Serd apresentada a metodologia e os respectivos resultados obtidos. No Apéndice A
encontra-se um poster apresentado em Abril de 2013, na “Poster Session” do workshop
“5th Workshop on Biomedical Engineering”, no ambito do tema explorado neste

capitulo da dissertagao.

2.1 Comparacao de algoritmos para estimativa de T2*

Como foi explicado nos fundamentos teéricos, existem diversas abordagens para

obter os mapas quantitativos de T2*.

Desta forma, um ponto importante serd analisar o melhor método para obter os
mapas. Realizou-se assim um estudo de forma a comparar diferentes algoritmos para a

estimativa do T2*, através de simulacbes no software Matlab.

O decaimento exponencial ao longo dos varios ecos é dado pela Equagao 2.1:

TEi Equacao 2.1

S, = Soe—TEi/TZ*@ln(Si) = In(S,) — T2+

17



Relaxometria no estudo da doenga de Parkinson

De forma a estimar o valor de T2*, pode-se fazer o ajuste a curva segundo dois
tipos de métodos: métodos ndo-lineares, utilizando a forma exponencial, ou métodos
lineares. Para cada um destes métodos, existe uma abordagem com ponderacdes
iterativas ou ndo iterativas. Consoante o tipo de método escolhido, a ponderacdo ou

peso dado a cada ponto no ajuste é ajustavel ou nao.
2.1.1 Métodos de ajuste com ponderacdao nao-iterativa

Consideremos um modelo linear a ajustar:

f(x)=bx+a

Sabe-se que o residuo r; é definido como a diferenca entre o valor obtido y; e o

valor esperado f(x;), na observagao i:

1=y — f(x)

Um dos métodos mais utilizados é o algoritmo Least squares minimization
algorithm. Este algoritmo procura a solucdo que minimiza a soma do quadrado dos
residuos, ou seja, S na equacao abaixo. De forma a resolver a equacdo, escreve-se S
como um sistema de equacdes lineares de duas varidveis desconhecidas, b e a (Equacao

2.2):

n
S = Z(Yi — (bx; + @))? Equagio 2.2
i=1

Derivando a expressao para determinar os valores das varidveis correspondentes

ao seu minimo, obtém-se:

- nYxyi — XX LY
nyx? - Ex)*

Utilizando o valor de b, tem-se:

a=%(2yi—bzxi)
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Aplicando este método para estimar T2*, o valor de b corresponderia a 1/T2% y; a
In(S;), xi a variavel TE; e a variavel a corresponderia a In(So), fazendo a correspondéncia

com a Equagao 2.1.

Na abordagem ndo linear, dado um conjunto de n dados de varidveis
independentes e dependentes (x;, vi), o algoritmo encontra os parametros b do modelo
f(x,b), de forma a que a soma dos quadrados dos residuos seja minima (Equacao 2.3).

n

min » [y; = f (v )

i=1

Equacao 2.3

em que y; corresponde a S;, o modelo f corresponde no problema em estudo a Seexp(-
TE/I2%), sendo x; a variavel TE; e b a variavel 1/T2% fazendo a correspondéncia com a

Equacdo 2.1.

Os algoritmos ndo-lineares sdo mais complexos do que os lineares, porque os

coeficientes do modelo ndo podem ser estimados por técnicas matriciais simples. E

entdo utilizada uma aproximacao iterativa.

Este modelo pode ser aplicado através do algoritmo Trust-region-reflective,
utilizado na funcdo do Matlab - Isgcurvefit. Supondo que se pretende minimizar a
funcdo de custo g(x) e que se toma inicialmente um ponto x no espago, e que se quer
deslocar para um ponto com um menor valor de g(x). O que este algoritmo faz é definir
uma regido de confianca na vizinhanga de x, com um determinado raio N. Se o valor da
funcdo g(x) noutro ponto for menor que o valor inicial, entdo diminuimos a regiao de
confianca (valor de N), em torno do novo ponto x. Vai-se ajustando o valor de x, num

processo iterativo, até que se encontre um minimo da fungao g(x).

2.1.2 Métodos de ajuste com ponderacdo iterativa

2

Um outro método é o iteratively reweighted least squares (IRLS). A principal
diferenca deste método para o referido anteriormente, é que enquanto o anterior
atribuiu “pesos” iguais para todos os pontos, este estima um peso especifico para cada

ponto, consoante os residuos absolutos (diferenca entre o valor esperado e o obtido).
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Este é um processo iterativo, em que os pesos sdo recalculados em cada iteragdo e o
processo é repetido até que convirja. Desta forma, aos pontos com valores de residuos
absolutos mais baixos, sao atribuidos “pesos” maiores do que os que obtiveram valores

de residuos absolutos mais elevados.

Esta é uma estratégia que por um lado ndo exclui nenhum ponto do ajuste, mas
também ndo atribuiu a mesma importancia a todos eles. O objectivo é diminuir o
impacto no ajuste de potenciais outliers, mas tem a desvantagem de poder ser uma

abordagem mais demorada.
No método Least-squares o valor da contribuicdo de cada residuo é dado por:

w(r) =1

No método iteratively reweighted least squares o valor dessa contribuicao é varidvel
e ajustado iterativamente. Adaptando a equagdo 2.2, tem-se desta forma a influéncia de

um peso w:

s = Zn:w(ri) = Zn:w(yl' — x; B)
i=1 i=1

onde a fungdo w atribuiu uma contribuicao relativa a cada ponto i, determinada pelo

seu residuo.

Os parametros sdo assim ajustados até o ajuste convergir.

Caso se trate da abordagem nao-linear, segue-se uma metodologia semelhante,

adaptada ao modelo ndo-linear.

Os algoritmos descritos estdo de acordo a documentacdo do Matlab, presentes no

site da Mathworks [37].

2.2 Metodologia

De forma a determinar qual o método mais adequado para ser aplicado no

processamento dos mapas de T2* na clinica, procurou-se investigar qual seria o mais
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robusto em relagdo a adigdo de ruido e a presenca de outliers. Na metodologia seguida
decidiu-se investigar a influéncia destes factores, uma vez que as imagens de IRM tém
tipicamente ruido associado, e verificou-se através de alguns exemplos (de ajuste a
curva exponencial para obter a constante de T2*) obtidos através de imagens reais que

existiam outliers em alguns pontos.

A SNR define-se como a relacdo sinal-ruido. Quanto maior for o valor de SNR,
menores as flutuagdes observadas no sinal devido a presenca de ruido e vice-versa. De
forma a estudar o impacto da SNR adicionou-se ruido nas simulag¢des. Para tal
assumiu-se que o ruido em imagens de IRM é descrito por uma distribuicdo de Rice
[38]. Para valores elevados de SNR a distribuigdo de Rice aproxima-se da distribui¢ao
Gaussiana (Figura 2.1). A razado pela qual a distribuicdo Gaussiana nao é adequada
para descrever o ruido associado ao sinal de IRM reside no facto de que poderia levar a
que o sinal de IRM assumisse valores negativos para baixos valores de SNR, enquanto
a intensidade de sinal das imagens de RM toma apenas valores positivos. Desta forma
utilizou-se nas simulagdes a distribui¢ao de Rice, adicionando-se ruido as componentes
real e imagindria do sinal, antes de se calcular a sua intensidade. O ruido foi gerado de

forma aleatéria, através de uma rotina de gerador de nimeros aleatérios do Matlab

(random).
0.14 ' T r ; v
SNR=0
—— SNR=2
0.12} — — —SNR=4|-
----- SNR=6
01} i
@ 008f 5 N 1
4 / \ 7 .
@ { vy by
% 008 0 L7 }
0_2 A ! \ 'l \-
vV \
{ " '\
0.04 { '{ \ X g
! ;N \
7’ . \ \
0.02 ! ) \ 1
’ 7 ! \ \
\
- / g N & %
c - 1 3
0 10 20 30 40 50 60
M

Figura 2.1 - Representacgdo grafica das funcdes de probabilidade (P) em funcdo dos valores de
SNR de uma imagem de intensidade. Adaptado de [39].

Simulou-se 1000 repeticdes para cada valor de SNR e variou-se o SNR entre 10 e

100, em intervalos de 10.
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Nas simulagdes assumiu-se um valor pré-definido de T2* = 40 ms (true value),
pois encontrava-se dentro do intervalo de valores obtidos em estudos anteriores [9],

sendo uma tentativa de gerar uma situagdo o mais préxima da realidade possivel.

Relativamente aos restantes parametros, utilizaram-se valores de TE retirados do
protocolo de aquisi¢do das imagens IRM (TE=13,816 ms e ATE=4,7 ms) num total de 7

ecos. Para simplificar as simulacdes, foi atribuido a Sp o valor de 1.

O efeito da presenca de outliers em diferentes posicdes foi simulado
multiplicando a intensidade de sinal por um factor de 1.5, para diferentes ecos: no 2°, 4°

ou 6° ecos.

O valor de T2* foi estimado para cada conjunto de dados obtidos, e a média
desses valores provenientes das 1000 repeti¢des foi calculada, assim como o desvio
padrdo associado, para cada SNR. Os desvios do valor pré-definido de T2* foram
também calculados. Os algoritmos utilizados requerem que sejam fornecidas

estimativas iniciais, tendo sido escolhidos os valores de T2*=32 e Sy=0,8.

O tempo que cada simulacdo demorou foi também medido, uma vez que é um

factor importante a ter em conta no processamento dos mapas.

De forma a testar os diferentes métodos referidos anteriormente, utilizaram-se
fungdes da Statistics Toolbox do Matlab: robustfit (método linear com ponderacdo
iterativa, com método Bisquare), nlinfit (método ndo-linear com ponderacdo iterativa,
com método Bisquare), e da Optimization Toolbox: regression (método linear com
ponderagdo nao-iterativa) e Isgcurvefit (método ndo-linear com ponderagdo nao-

iterativa).

De forma a verificar em que gama de valores das simulagdes estavam as medidas
reais, procurou-se medir o valor de SNR das imagens reais adquiridas no estudo. Uma
vez que foi utilizada imagem paralela, a forma mais correcta de medir o SNR seria
adquirir uma mesma imagem duas vezes e subtrai-las. O sinal resultante
corresponderia apenas a ruido na imagem. Contudo, uma vez que a aquisi¢do nao foi
repetida, obteve-se apenas uma estimativa dos valores de SNR das imagens

adquiridas, aplicando-se o seguinte método.

média (ROI)
desvio padrao (ROI)

O SNR pode ser aproximado pela seguinte relacdo: SNR = [40].
Preferivelmente deve-se fazer a marcagdo da ROI (region of interest) numa regido o mais
homogénea possivel, pertencente ao mesmo tecido, tendo sido escolhida a SN, uma vez

que se trata da regido cerebral em estudo. Efectuou-se a marcacdo de ROIs em cinco
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individuos, na regido da SN do lado do hemisfério direito e esquerdo, num total de dez

regides. O procedimento efectuou-se na imagem correspondente ao 1° eco.

2.3 Apresentacao de resultados

Como descrito na metodologia, procurou-se estimar o SNR das imagens
adquiridas no estudo. Através do método de marcagao de ROIs referido, obteve-se os

valores que constam na Tabela 2.1.

Individuo Meédia SNR Meédia SNR ‘
23 294,0+7,3 40,3 330,1£9,5 34,8
14 343,7 £6,3 54,6 328,9+5,1 64,5
16 367,7+9,0 40,9 342,1+£8,0 42,8
18 304,2+6,1 49,9 292,0+5,1 57,3
25 300,1+5,5 54,6 275,5+6,8 40,5

Tabela 2.1 - Apresentacdo dos valores da média de intensidade dos pixéis, correspondentes a
regido da ROI, com o respectivo desvio padrao associado. Resultado das respectivas SNR,
resultantes da divisdo do valor da média pelo desvio padrao. A 1° regido corresponde a SN do
lado direito e a 2° regido corresponde a SN do lado esquerdo.

Efectuando a média entre os valores de SNR resultantes, para as dez regides,
chegou-se a um valor médio de SNR=48+9. Embora forneca apenas um valor
aproximado para o SNR das imagens reais, por este motivo nos resultados simulados
serd dado especial destaque aos valores correspondentes a SNR=50. No entanto, fez-se
primeiro uma andlise global da variagdo do valor de T2* com a variagdo de SNR
(Figura 2.2). Numa primeira fase simulou-se apenas com a adicdo de ruido, e sem a
presenca de outliers. Verificou-se que os erros associados a estimativa de T2*
diminuiam com o aumento de SNR, como seria de esperar. (NOTA: de forma a

encurtar os nomes dos métodos e facilitar a leitura, serdo chamados aos métodos com

ponderagdo iterativa, métodos iterativos, e assim sucessivamente).
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Figura 2.2 - Representacdo gréfica dos valores médios estimados para T2* com apresentagdao
dos respectivos desvios padrado, utilizando os diferentes métodos estudados e variando o SNR
entre 10 e 100 e sem simular a presenca de outliers.

Para valores de SNR iguais ou superiores a 50, os valores médios estimados

desviaram-se no maximo apenas 1% do true value definido de T2* (Tabela 2.2).

Funcao Média (ms) Desvio padrao (ms)
Linear, nao-iterativa 40,2 2,9
Linear, iterativa 40,4 3,1
N3ao-linear, ndo-iterativa 40,2 2,7
Nao-linear, iterativa 40,2 2,6

Tabela 2.2 - Comparagdo do valor da média de T2* nos diferentes métodos. Situagdo de SNR=50
e sem presenca de outlier.

De seguida analisou-se a situacdo da adigdo de outliers. No caso da simulagdo de
outlier no 6° eco, e utilizando funcdes iterativas, os valores estimados de T2*
apresentaram desvios inferiores a 1,5%, enquanto que utilizando o método néo
iterativo os valores estimados desviaram-se 32-37% do true value (para SNR>=50)

(Tabela 2.3).
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Funcao Média (ms) Desvio padrao (ms)
Linear, nao-iterativa 53,6 5,0
Linear, iterativa 40,5 3,7
Naio-linear, nio-iterativa 55,5 5,3
Nao-linear, iterativa 40,5 3,6

Tabela 2.3 - Comparagdo do valor da média de T2* nos diferentes métodos. Situagdo de SNR=50
e presenca de outlier no 6%co.

Desta forma verificou-se que fungdes baseadas no método iterativo eram menos
vulneraveis a presenca de outliers. Graficamente as curvas relativas a essas funcdes
surgem mais perto da curva associada ao true value (Figura 2.3). Como ja tinha sido
referido anteriormente, esta curva correspondia a um valor de T2* de 40 ms. A situacdo
ilustrada é para uma relagio SNR=50, mas para os outros valores de SNR o

comportamento foi semelhante.

0.75 T T T T
== Linear, ndo-iterativa
07+ == Linear, iterativa 4
== Naio-linear, nio-iterativa
Nao-linear, iterativa
085 - — Truevalue 7
06| ® 1
0.55 m
i
0.5 -
045 F E
04F E
0.35 F E
1 1 1 1 1 1
10 15 20 25 30 315 40 45

TE (ms)

Figura 2.3 - Representagdo gréfica das curvas de T2* utilizando os diferentes métodos
estudados. Situacédo relativa a SNR=50.

O efeito de outliers no 2° e 4° ecos foi também estudado. Novamente nos métodos
iterativos a estimativa de T2* aproximou-se mais do frue value (Tabela 2.4). De referir

que os métodos ndo iterativos foram menos sensiveis a presenca de outliers no 4° eco,
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relativamente a simulacdo de outliers no 2° e 6° ecos apresentando valores médios para

a estimativa de T2* mais préximos do true value.

Média (ms)  Desvio padrao (ms) Meédia (ms) Desvio padrao (ms)
Linear, nao-iterativa 32,1 1,9 40,1 2,8
Linear, iterativa 39,7 3,6 40,2 2,8
Nao-linear, nio-iterativa 32,2 1,6 46,0 3,0
Naio-linear, iterativa 40,2 3,0 40,2 2,6

Tabela 2.4 - Comparagdo do valor da média de T2* nos diferentes métodos. Situagdo de SNR=50
e presenca de outlier no 2° e 4° eco.

Relativamente ao tempo necessdrio para efectuar as simulagdes, os métodos nao-
lineares demoram mais tempo a convergir do que os lineares, independentemente de
ter sido utilizado um algoritmo iterativo ou ndo. Para simular todas as repeticdes para
todos os valores de SNR considerados, o algoritmo linear iterativo demorou 15s
enquanto que o algoritmo nao-linear iterativo demorou 152s. As outras duas
simulagdes ndo foram realizadas no mesmo computador, uma vez que ndo estavam
disponiveis todas as fungdes em estudo no Matlab no mesmo computador, pelo que

ndo foram comparados os tempos para as simulacdes nessas situagoes.

2.4 Discussao de resultados

Este estudo demonstrou que a estimativa do valor de T2* pode ser muito sensivel
a presenga de outliers e que o uso de métodos robustos, que permitam identificar a sua
presencga, é preferivel. Quando comparados os métodos lineares e nao-lineares, foram
obtidos desvios e erros semelhantes. Considerando o elevado nimero de pixéis numa
imagem de RM 3D do cérebro, a velocidade de processamento dos mapas pode ser um
pardmetro importante. Sendo assim, e associando tudo o que foi atrds descrito, o

algoritmo linear com ponderacdo iterativa apresenta-se como a melhor escolha.

Por este motivo, no desenvolver do restante trabalho, foi portanto utilizado este
método. No entanto, na interface desenvolvida, o utilizador tem a hipétese de

seleccionar o método que pretende utilizar.
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Estudo in-vivo

3.1 Metodologia

Neste capitulo serd abordada a metodologia para o estudo in-vivo. Primeiramente
serd definida a amostra em estudo, bem como o procedimento para a aquisi¢do das
imagens de RM, e todo o p6s-processamento das imagens e as técnicas de segmentacao

da SN utilizadas.

3.1.1 Caracterizacao da amostra

O presente estudo estd englobado num projecto de Doutoramento em
Imagiologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa, intitulado
“Ressonancia Magnética com Tensores de Difusdo na Doenca de Parkinson e outros
sindromas parkinsénicos”, cumprindo todos os procedimentos éticos e legais

requeridos.

O diagndstico dos participantes com DP foi realizado de acordo com os critérios
da United Kingdom Brain Bank Criteria (UKBBC) feito por um Neurologista especialista
em doengas do movimento. Foram incluidos dois grupos de doentes: um grupo com
diagnoéstico inicial de DP e nunca tendo tomado medicacdo anti-parkinsénica
(Pacientes com DP de novo), e um segundo grupo de doentes com DP com mais de 2
anos ap6s diagnostico e menos de 5 anos de evolugao da doenga (Pacientes com DP de

2-5 anos).
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No grupo dos controlos foram seleccionados individuos sem doencas do
movimento, avaliados por um Neurologista especialista em doencas do movimento.

Foram recrutados de forma voluntaria e emparelhados quanto ao sexo e idade.

Relativamente a critérios de exclusdo, foram excluidos individuos que
possuissem contra-indicagdes para a realizacdo do exame de RM em aparelho de alto

campo (3.07).

Neste estudo participaram um total de 32 individuos, apresentando-se na tabela
seguinte alguns dados clinicos relevantes (Tabela 3.1), e no Apéndice B a sua descricao

pormenorizada.

Grupo Sexo (M/F)  Idade (anos) UPDRS Total
DP 2-5 anos 8/2 676 47,0 £14,7
DP novo 5/7 63+12 44,7 +27,2
Controlos 6/4 61+8 8,1+214

Tabela 3.1 - Tabela contendo o resumo dos dados dos individuos considerados no estudo.

3.1.2 Protocolo de aquisicao das imagens de RM

Todas as imagens utilizadas neste estudo foram fornecidas pelo Hospital de
Santa Maria e pelo Hospital Cruz Vermelha, tendo as aquisi¢des dos exames sido

realizadas entre 2011 e 2013.

As imagens foram adquiridas utilizando equipamentos de RM Philips 3.0 T. O
procedimento para a avaliagdo da DP envolve a aquisicdo de diferentes sequéncias de
imagens (DTI, ponderadas em T1, entre outras) no entanto este trabalho foca apenas as

imagens ponderadas em T2*.

As imagens ponderadas em T2* foram adquiridas com recurso a sequéncia eco de
gradiente com aquisicdo de multiplos ecos (neste protocolo sdo 7 ecos). Os parametros

do protocolo de aquisicdo sdo apresentados na tabela 3.2.
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Matriz de  Espessura de Flip

Sequéncia TR (ms) TE(ms) ATE (ms) N°cortes FOV (mm)

aquisicao corte (mm) angle ()

GE 1406 13,816 4,7 28 240x180x139 268x160 4 18

Tabela 3.2 - Tabela contendo os parametros utilizados para obter as imagens em estudo.

O tempo total de aquisigdo de todas as sequéncias foi de 45 minutos, e o tempo

da sequéncia em estudo foi de aproximadamente de 3 minutos e 49 segundos.

3.1.3 Processamento de imagem

Ap6s a aquisicdo das imagens de RM com a sequéncia referida, pretende-se gerar
os mapas de T2* para cada individuo, de forma a quantificar a constante de T2*. Para
tal, foi desenvolvida uma ferramenta através do software Matlab de forma a facilitar e
automatizar o processo, permitindo a qualquer utilizador analisar as imagens e dados

obtidos de forma intuitiva.

A interface grafica resultante encontra-se ilustrada na Figura 3.1.
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- - -
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Figura 3.1 - Ilustracdo da interface grafica desenvolvida em Matlab, mostrando um exemplo de
estudo de um individuo.

A interface permite localizar na directoria do computador a pasta que contém as
imagens que se pretende analisar, realizando a leitura de imagens de RM no formato
DICOM. O programa detecta automaticamente a série de imagens pretendida, através
do nome do protocolo de aquisicao. De forma a permitir ao utilizador escolher o corte
que pretende analisar, é possivel visualizar todos os cortes, para os diferentes ecos,
através de dois sliders (Area 1). Foi também introduzida uma barra de ferramentas que

permite o aumento e diminuicao do zoom das imagens.

Para cada conjunto de imagens, através da leitura do cabegalho das imagens, é
apresentado um conjunto de informagdes sobre o paciente e a realizacdo do exame

(Area 2).

E possivel o utilizador seleccionar o tipo de ajuste ao decaimento exponencial
que pretende efectuar (segundo os tipos de ajustes abordados no Capitulo 2), e
restringir a zona que pretende analisar, criando uma madscara (a todos os pixéis fora
desse dominio ¢é atribuido valor igual a zero). O objectivo da criagdo desta mascara é

reduzir o tempo de processamento ao excluir a regido de fundo da imagem e/ou
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regides anatomicas que ndo se pretende estudar. De seguida pode-se proceder a

geracao do mapa de T2* (Area 3).

De forma a avaliar a qualidade do ajuste e o valor de T2* num pixel especifico, é
possivel ao utilizador seleccionar os pixéis onde pretende obter essas informacdes
(Area 4). A qualidade do ajuste foi definida através do coeficiente de determinagao R?,
sendo considerada a diferenca entre o valor esperado, resultante do ajuste, e o valor

obtido, resultante do mapa real.

A segmentacdo manual de estruturas é entdo realizada através da marcacao de
ROIs, onde é apresentado um valor médio de intensidade dos pixéis para cada area,
com o respectivo desvio padrdo associado (Area 5). Este topico sera abordado no

subcapitulo 3.1.4.

3.1.4 Segmentacao da SN: marcacao de ROIs

A marcacdo de ROIs foi realizada em trés regides da SN: SN rostral (SNr), SN
medial (SNm) e SN caudal (SNc), nos hemisférios direito e esquerdo do cérebro, de

acordo com o método descrito por [7, 27] (Figura 3.2).

Devido a dificuldade na distincdo entre as por¢des compacta e reticular a partir

de imagens de IRM, foi apenas considerada a porcao global que denominar-se-a de SN.

A B

Rostral SN

Caudal SN

Figura 3.2 - Representacdo da localizacdo da SN, STN e RN (A) e a da divisdo da SN em rostral
e caudal (B). Adaptado de [7].
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Nas imagens ponderadas em T2* a SN é definida visualmente como uma banda

hipointensa entre o ntcleo rubro e o pedtnculo cerebral.

Para a marcacdo das ROIs, primeiramente identificou-se o corte onde se
visualizavam mais proeminentemente o nucleo rubro (RN), o ntcleo subtalamico
(STN) e a SN (Figura 3.3-a)). A marcagdo das ROIs foi realizada no corte imediatamente
inferior (Figura 3.3-b)) pois uma grande parte da SN encontra-se abaixo do RN. Neste
corte a SN ¢é sempre visivel e o RN ja ndo esta presente ou, se estiver, é pouco visivel.
Apesar deste cuidado, é possivel que o STN ndo tenha sido excluido na marcacdo das
ROIs da SN.

A.Dorsal B.Ventral

Figura 3.3 - Representagdo de um corte axial na parte dorsal (A) e na parte ventral (B), com a
ilustracdo das ROIs na SN. Adaptado de [41].

A primeira ROI foi colocada sob a zona hipointensa da porcao rostral da SN. A
segunda ROI foi colocada abaixo da primeira e a terceira ROI foi colocada na porcao

caudal da SN (Figura 3.4). Nenhuma das trés ROlIs se podia intersectar.

(R ¥ -

SN- rostral

SN- medial
SN caudal

Figura 3.4 - Exemplo da marcac¢do das ROIs. Adaptado de [27].
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A marcacdo foi feita na imagem ponderada em T2* e ndo no mapa de T2%, de

forma a evitar viés na sua marcagao.

De forma a garantir que as areas das ROIs eram todas iguais, utilizaram-se
elipses com o mesmo didmetro para todas. Escolheu-se um didmetro de 4 pixéis para
evitar a inclusdo de outras estruturas e de forma a que as 3 elipses ndo se
intersectassem. Nas imagens adquiridas 1 pixel corresponde a uma area de 0.43x0.43

mm?2. Cada ROI tem portanto uma area de 2.3 mma2.

A marcacdo das ROIs foi realizada manualmente e sempre pelo mesmo

utilizador.

A informacado recolhida na marca¢do das ROIs refere-se ao valor médio de T2*

estimado nos voxeis contidos nessa drea, assim como o respectivo desvio padrao.

3.1.5 Tratamento estatistico

O tratamento estatistico dos dados foi realizado através do programa SPSS v.20.
Através desta andlise pretende-se concluir se as diferencas entre as médias dos valores

de T2* obtidos para os vérios grupos sdo estatisticamente significativas.

Num teste classico de hipoteses sao definidas duas hipoteses, a nula (Ho) e a
alternativa (Ha). Considerando a hipétese nula, ao analisar os dados obtidos, obter-se-a
uma rejeicdo ou nao de Ho. Se ndo rejeitamos Hy, tomamo-la como verdadeira, caso

contrario, tomamos Ha como verdadeira.

De forma a determinar se a hipdtese nula é rejeitada ou ndo, é necessério definir
um nivel de significAncia. Definiu-se o valor a=0,05. Através do programa referido,
analisaremos o valor do p-value de forma a se concluir se os dados sdo estatisticamente
significativos (caso p-value<a) ou se nado existe uma relacdo estatisticamente

significativa (caso p-value>ay).

Em estatistica definem-se dois tipos de testes, os paramétricos e os ndo-
paramétricos. No caso do ntiimero de casos da amostra em estudo ser superior a 30, e se
for possivel assumir que seguem uma distribuicdio normal aplica-se o teste
paramétrico. Neste tipo de testes é exigido que as amostras tenham uma distribuicao
normal. Os testes ndo paramétricos sdo indicados para amostras pequenas. Sao

também utilizados quando a amostra tem uma distribuicdo desconhecida.
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No ambito deste trabalho, serdo aplicados testes ndo paramétricos (tendo em
conta a dimensao da amostra) para amostras independentes - Teste de Kruskal-Wallis

(para k amostras).

3.2 Apresentacao de resultados

Ap6s a marcacdo das ROIs para todos os sujeitos, foram exportados para um
ficheiro Excel os valores obtidos para a média do valor de T2* para cada regido, bem
como o respectivo valor do desvio padrao associado. No Apéndice C encontra-se uma

tabela global contendo todos os valores obtidos.

Ao ser efectuada a andlise das imagens na interface, com vista a ser seleccionado
o corte para se proceder a geracdo do mapa de T2*, como descrito na metodologia,
decidiu-se excluir da andlise de resultados 3 individuos do estudo (Individuos 5, 12 e
32). Nestes individuos observou-se ectasia dos espacos perivasculares muito
pronunciada na regido da substantia nigra (Figura 3.5). Os espacos perivasculares sdo
ectasias de liquor (liquido cefalorraquidiano) que acompanham os vasos sanguineos.
Ao se localizarem em regides de marcacdo das ROIs da SN influenciam a determinacao

do valor de T2*, devido ao elevado sinal T2.

Figura 3.5 - A - Exemplo de um individuo onde se observou ectasia dos espacos perivasculares
na regido da SN. B - Exemplo de um individuo onde ndo se observou ectasia dos espagos
perivasculares na regidao da SN.
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Por outro lado as imagens adquiridas do individuo 17 possuem artefactos de
movimento que impossibilitaram a correcta avaliagdo das imagens, tendo sido por isso

também excluido da anélise.

A anélise dos dados obtidos foi realizada com os restantes individuos, tendo
ficado a amostra com 9 individuos do grupo “Controlos”, 10 individuos do grupo

“Pacientes com DP de novo” e 9 individuos do grupo “DP 2-5 anos”.

Na figura 3.6 encontra-se um exemplo para um individuo de grupo “Pacientes

com DP de novo”, onde se seleccionou o corte adequado e se efectuou o processamento

do respectivo mapa de T2*.

C p T2*(ms)

100

El]

80

170

460

480

440

430

a A
Figura 3.6 - A - Corte axial n°14, onde se encontra evidenciado o ntcleo rubro. B - Corte axial
n°13, a partir do qual se efectuou o processamento do mapa de T2* na édrea delimitada com o
rectdngulo. C - Area da imagem onde se aplicou zoom de forma a se delimitar as ROIs com

maior precisdo. D - Resultado do mapa de T2* gerado, com a respectiva barra de cores
correspondendo aos valores de T2*.
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3.2.1 Regides da SN

Primeiramente efectuou-se a média em todos os grupos dos valores obtidos de

T2* para as trés regides da SN consideradas (Tabela 3.3).

Grupo SNr SNm SNc
Controlos 24+12 26+6 29+5
DP novo 18+5 25+8 27 +8
DP 2-5 anos 19+5 25+10 27+9

Tabela 3.3 - Tabela contendo os valores das médias de T2* por regides da SN, para os diferentes
grupos.

3.2.2 Lateralidade da doencga

De forma a verificar se existe relacdo dos dados obtidos com a lateralidade da
doencga, proveniente da informacado clinica, organizou-se os dados em 3 categorias:
contralateral (correspondendo ao lado cerebral contrario aquele onde surgiram
primeiramente os sintomas motores), ipsilateral (correspondendo ao mesmo lado
cerebral em que surgiram primeiramente os sintomas motores) e bilateral
(correspondendo a média dos dois lados). No grupo dos controlos consideraram-se
sempre os valores correspondendo a média bilateral, uma vez que nos controlos nao

existe manifestagdo de sintomas da doenca.

Os resultados obtidos encontram-se resumidos nas tabelas 3.4, 3.5 e 3.6.

Grupo SNr
Contralateral Ipsilateral Bilateral
Controlos 24+12 24+12 24+12
DP novo 18+6 18+5 18+5
DP 2-5 anos 18+5 206 195

Tabela 3.4 - Apresentacdo dos valores das médias de T2* para a regido SNr, para os diferentes
grupos.
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Grupo SNm
Contralateral Ipsilateral Bilateral
Controlos 26+6 26+6 26+6
DP novo 24+8 2610 25+8
DP 2-5 anos 26+12 24+9 25+10

Tabela 3.5 - Apresentacdo dos valores das médias de T2* para a regido SNm, para os diferentes

grupos.

Grupo SNc
Contralateral Ipsilateral Bilateral
Controlos 29+5 29+5 29+5
DP novo 28+8 25+8 27 +8
DP 2-5 anos 26+ 11 28+8 27 +9

Tabela 3.6 - Apresentacdo dos valores das médias de T2* para a regido SNc, para os diferentes

grupos.

Efectuou-se também a andlise considerando as 3 regides da SN como um todo, ou

seja, calculou-se a média dos valores de T2* utilizando todos os valores obtidos para as

3 regides (Tabela 3.7).
Grupo SN
Contralateral Ipsilateral Bilateral
Controlos 26+8 26+8 26+8
DP novo 23+8 23+8 23+8
DP 2-5 anos 24+10 24+8 24+9

Tabela 3.7 - Apresentacdo dos valores das médias de T2* para a SN, para os diferentes grupos.

Foi aplicado o teste estatistico de Kruskal-Wallis, sendo que as diferencas
encontradas ndo foram consideradas significativas, sendo o valor do p-value superior a

0,05 em todas as situacgoes (Tabela 3.8).
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SNr SNm SNc SN

Bilateral 0,34 0,37 0,75 0,59
Contralateral 0,30 0,75 0,62 0,50
Ipsilateral 0,51 0,87 0,48 0,64

Tabela 3.8 - Apresentagdo dos valores do p-value para as diferentes regides da SN,
considerando a média dos valores de T2* para a situagdo de andlise bilateral, contralateral e

ipsilateral.

Nas Figuras 3.7, 3.8 e 3.9 encontram-se representados diagramas de caixa
correspondentes a anélise bilateral. O grupo 1 corresponde ao grupo dos “controlos”, o
grupo 2 corresponde ao grupo “DP de novo” e o grupo 3 corresponde ao grupo “DP 2-

5 anos”.
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Figura 3.7 - Representagdo do diagrama de caixa correspondente a regidao SNr, tendo sido
obtido um valor de p-value de 0,34.
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Figura 3.8 - Representacdo do diagrama de caixa correspondente a regido SNm, tendo sido
obtido um valor de p-value de 0,37.
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Figura 3.9 - Representagdo do diagrama de caixd'®rrespondente a regidgo SNc, tendo sido
obtido um valor de p-value de 0,75.

Dos diagramas de caixa observa-se que, no geral dos casos, existe uma dispersao

assimétrica dos dados.

2

Uma das informagdes clinica registada de cada individuo é o score clinico de
assimetria, que corresponde a diferenca entre as pontuagdes UPDRS (com alguns items
da parte III) entre o lado direito e esquerdo. Em 90% dos casos registados, existe
correspondéncia entre o lado motor em que surgiram os primeiros sintomas e o sinal
do score de assimetria. Desta forma, se o score é negativo, entdo o lado em que surgiram
0s primeiros sintomas motores é o esquerdo, e a um score positivo corresponde o lado

direito.

Assim, analisou-se a correlagdo entre o score clinico de assimetria e a diferenca
entre os valores obtidos de T2*, entre lados. Subtrairam-se os valores obtidos para o
lado esquerdo aos valores do lado direito (direito-esquerdo). No caso dos valores de

T2*, dividiu-se pela média entre os dois lados, de forma a obter uma variacao relativa.

A correlagdo é utilizada para testar o grau de associacdo entre as varidveis em
estudo. A partir dos testes efectuados no programa SPSS, obteve-se o coeficiente de
correlacdo, bem como o valor de p-value, indicando desta forma se o teste é
estatisticamente significativo (caso p-value<0,05). Os resultados obtidos encontram-se

na Tabela 3.9, e na Figura 3.10 encontra-se um exemplo de gréfico obtido.
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Coeficiente de

correlagao | p-value

SNr SNm SNc
DP novo 0,3110,38 0441021 -0,39 10,26
DP 2-5 anos -04210,31 -049 10,22 -0,50 10,21
Individuos com DP 0,09 10,72 0,14 10,58 -04210,08

Tabela 3.9 - Apresentagdo dos valores dos coeficientes de correlagdo e p-value para as diferentes
regides da SN, para os diferentes grupos.
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=) Score clinico de assimetria

Figura 3.10 - Representacao grafica da relagdo entre o score clinico de assimetria e a diferenca do

valor T2* entre lados, para a regido SNm do grupo DP de novo.

Os valores de p-value obtidos demonstram que em nenhuma situacao existe uma

relagdo estatisticamente significativa.

3.2.3 Gravidade da doenca: UPDRS

Avaliou-se também a possibilidade de relacdo entre a gravidade da doenca
(utilizando a pontuacao UPDRS) e os valores obtidos de T2*. Nesta andlise apenas
foram considerados os valores de T2* bilaterais. Os resultados obtidos encontram-se na

Tabela 3.10, e na Figura 3.11 encontra-se um exemplo obtido.
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Coeficiente de

correlacao | p-value

SNr SNm SNc SN
DP novo 0,45 10,20 049 10,16 0,36 1 0,30 0,46 10,18
DP 2-5 anos 0,10 1 0,81 0,16 1 0,71 0,43 1 0,28 0,27 10,53
Individuos com DP 0,34 10,17 0,35 10,15 0,37 10,13 0,39 1 0,11

Tabela 3.10 - Apresentacdo dos valores dos coeficientes de correlagdo e p-value para as
diferentes regides da SN, para os diferentes grupos.
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Figura 3.11 - Representagdo gréfica da correlacdo entre os valores de UPDRS total e os valores
médios de T2*, para a regido SNm do grupo DP de novo.

Novamente observa-se que em nenhuma situagdo existe uma relacao

estatisticamente significativa.

Avaliou-se também a possibilidade de relacdo entre a gravidade da doenca
(utilizando a pontuagdo UPDRS) e a diferenca de valores de T2* entre lados. Os
resultados obtidos encontram-se na Tabela 3.11, e na Figura 3.12 encontra-se um

exemplo obtido.

41



Relaxometria no estudo da doenga de Parkinson

Coeficiente de

correlacao | p-value

SNr SNm SNc SN
DP novo 0,66 |1 0,04 * 0,07 1 0,86 0,40 1 0,26 0,72 10,02*
DP 2-5 anos 0,45 10,26 0,27 1 0,52 0,57 10,14 0,59 10,12

Individuos com DP 0,57 10,01 % 0,12 1 0,62 0411009 05910,01*

Tabela 3.11 - Apresentacdo dos valores dos coeficientes de correlagdo e p-value para as
diferentes regides da SN, para os diferentes grupos. Com o sinal * encontram-se as relagdes
estatisticamente significativas (p-value<0,05).
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Figura 3.12 - Representacao gréfica da correlacdo entre os valores de UPDRS total e o somatério
das diferencas de T2*, para a regido da SN para o grupo DP de novo.

Os valores de p-value obtidos demonstram que quando testada a existéncia de
correlagdo nos grupos de “DP de novo” e “Individuos com DP”, na regiao da SN e SNr,
com o score UPDRS total, existe uma relagdo estatisticamente significativa. Por outro
lado, todas correlagdes obtidas tém valores positivos, indicando uma dependéncia
positiva, ou seja, a medida que a gravidade da doenca aumenta, maior foi o registo de

diferencas de T2* entre os lados cerebrais.
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3.2.4 Idade

De forma a estudar a possibilidade de relagdo entre a gravidade da doenga e a
idade dos individuos, correlacionou-se estas duas varidveis, encontrando-se os

resultados obtidos na Figura 3.13.
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Figura 3.13 - Representacdo grafica da correlagdo entre a idade dos individuos com DP e a
UPDRS total.

Retirou-se o ponto assinalado, uma vez que se trata de um outlier, reformulou-

se a analise, e os resultados obtidos encontram-se na Tabela 3.12.

Grupo Coeficiente de correlacao | p-value

Individuos com DP 0,59 1 0,01*

Tabela 3.12 - Apresentagdo dos valores do coeficiente de correlagdo e p-value para o grupo de
individuos com DP. O sinal * indica que a relagdo ¢é estatisticamente significativa (p-value<0,05).

O valor de p-value obtido demonstra que existe uma relagdo estatisticamente

significativa, sendo a correlacdo entre as varidveis de 59%.

Relacionou-se também os valores médios de T2* com a idade dos individuos em

estudo, na regido da SN (Figura 3.14 e Tabela 3.13).
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Figura 3.14 - Representacao grafica da correlagdo entre a idade dos individuos com DP e o valor
médio de T2*, para a regido da SN para o grupo de individuos com DP.

Coeficiente de correlagao | p-value

Individuos com DP 0,02 10,93

Tabela 3.13 - Apresentagdo dos valores do coeficiente de correlagdo e p-value para o grupo de
individuos com DP.

O valor de p-value obtido demonstra que nao existe uma relagao estatisticamente

significativa, sendo a correlacdo entre a idade e o valor médio de T2* praticamente

nula.
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3.3 Discussao de resultados

De acordo com os pressupostos do presente trabalho, analisados na introdugao,
parece haver uma relacdo entre o surgimento de doencas neurodegenerativas, como a
DP, e o aumento do contetido de ferro na SN. Desta forma, era esperado que ocorresse
uma diminui¢do do valor de T2* do grupo de controlo para os grupos de individuos
com DP.

Os resultados deste estudo revelaram que, considerando as trés regides da SN, a
maior diminui¢do do valor de T2* ocorreu na SNr. Houve uma diminui¢do de 6 ms do
grupo de controlos para o grupo DP de novo (diminuicdo de 33%) e uma descida de 5
ms do grupo de controlos para o grupo DP 2-5 anos (diminuicdo de 26%). Nas regides
SNm e SNc o decréscimo foi de apenas 1 ms e 2 ms (4% e 7%), respectivamente, ndo se
tendo encontrado diferencas entre o grupo DP novo e DP 2-5 anos. No entanto é de
referir que os valores do desvio padrao associados as médias sdo elevados (5 ms-12
ms), o que pode justificar ndo se terem encontrado diferencas estatisticamente

significativas.

A auséncia de diferencas entre o grupo DP novo e DP 2-5 anos estd de acordo
com alguns estudos [9]. Este facto pode revelar que nado existem alteracdes
significativas cerebrais, como o contetido de ferro, com o aumento da duracdo da DP.
Contrariamente, num estudo de Du el al [7] foram encontradas diferencas crescentes
no valor de R2* (1/T2*) a medida que a duracao da DP aumentava. Comparando o
grupo de controlos e de DP (<lano) o aumento foi de 11%, entre o grupo de controlos e
de DP (2-5 anos) foi de 14% e com o grupo de DP (>=6 anos) foi de 25%. Esta situagdo
verificou-se para a regido rostral da SN. Para a regido caudal registou-se um aumento
semelhante de percentagens (10%, 17% e 28%, respectivamente). De salientar que neste

estudo o namero de individuos da amostra estudada foi de 68.

Considerando a informacéo da lateralidade da DP nos individuos em estudo, os
valores de T2* considerando o lado contralateral e o lado ipsilateral ndo registaram
diferencas significativas entre grupos, o que corrobora pesquisas realizadas

anteriormente [36].

Relativamente a correlagdo do score clinico de assimetria e a diferenca de valores
de T2* entre lados, os resultados revelam que o teste da correlacdo entre varidveis nao

foi estatisticamente significativo. Por outro lado, as correlacdes obtidas tém valores
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positivos e negativos, ndo permitindo retirar conclusdes acerca da possibilidade de

relacdo entre o score clinico e a diferenca do valor de T2*.

Ao se incluir a informacdo da gravidade da doencga, através dos valores da
UPDRS total, tentou-se primeiramente perceber se existiria relagdio com os valores
médios de T2* encontrados. Correlacionando estes dois factores, encontrou-se uma
correlacdo positiva em todos os grupos e regides da SN, ou seja, a medida que os
valores de T2* aumentavam, os valores de UPDRS também aumentavam, embora nao
de forma estatisticamente significativa. Esperar-se-ia a situagdo contraria, uma relagao
inversa das variaveis, ou seja, quanto maior a gravidade da doenca, menor o valor de
T2*, uma vez que existiria mais conteado de ferro. Du et. al [7] encontraram a relacao
esperada entre os valores de R2* e a gravidade clinica, tanto na regido rostral como na

caudal, ao contrario de Péran et. al [8], em que ndo foi encontrada correlacdo.

Avaliou-se também a possibilidade de relacdo entre a gravidade da doenca
(utilizando a pontuagdo UPDRS) e as diferencas de valores de T2* entre lados. Nos
grupos “DP de novo” e “Individuos com DP”, nas regides SN e SNr, observou-se uma
relagdo estatisticamente significativa entre as varidveis. As correlagdes variaram entre
57% e 72% nesses casos. De referir que em todas as regides da SN e em todos os grupos
de individuos a correlacdo foi positiva, significando que a medida que a gravidade
aumenta, existe uma maior diferenca do valor de T2* entre os lados. Esta abordagem

ao problema nao foi encontrada na literatura analisada.

Relativamente ao factor idade, registou-se uma correlagdo positiva de 59% entre a
idade e a gravidade da DP, depois se ter sido retirado um ponto outlier. Esta relagdo foi
estatisticamente significativa. Quando se registou a correlagao entre os valores de T2* e
a idade, esta foi praticamente nula. Bizzi et. al compararam os valores de R2* com o
aumento da idade [42], tendo sido concluido que existia um modelo exponencial
crescente associado. Este facto estd de acordo com estudos pés-morte, que referem que
o contetdo de ferro aumenta principalmente na infancia e adolescéncia, mantém-se
depois mais estavel. A faixa etdria do nosso estudo é entre 50 e 80 anos, seguindo a

tendéncia descrita.
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Conclusoes

A presente tese de mestrado foi concebida para explorar as seguintes questoes:

- E possivel obter uma relacdo entre a constante de T2* entre controlos e pacientes
com DP? E possivel descriminar com elevado grau de confianca estes dois grupos?
Existem diferencas entre o grupo “DP de novo” e “DP 2-5 anos”, relacionadas com a

duracdo da doenca?

- Que relacdo existe entre a gravidade da doenca (UPDRS), o lado mais afectado

da doenga, a idade, entre as diferentes estruturas da SN consideradas?

Para tal, adquiriram-se imagens de IRM, sendo constituidos 3 grupos de

individuos de estudo.

A primeira fase de estudo consistiu na elaboracao de simulagdes computacionais
no software Matlab. Através da adigdo de ruido e de outliers aos pontos de uma curva
exponencial, que simularia o ajuste pretendido, averiguou-se qual o método mais
robusto. Verificou-se que os métodos com ponderagdes iterativas (que nao atribuem o
mesmo peso a todos os pontos) seriam os melhores. Uma vez que o tempo é um factor
decisivo em estudo, optou-se por utilizar métodos lineares nas avaliagdes realizadas in

100.

Na segunda fase de estudo, procedeu-se a andlise das imagens adquiridas. Para
tal, construiu-se uma interface gréfica em Matlab. Através dela foi possivel seleccionar
a sequéncia de imagens DICOM pretendida e fazer a marcacdo das ROIs nas trés

regides da SN consideradas: SNr, SNm e SNc. Desta forma retirou-se o valor médio de
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T2* e o respectivo desvio padrdo associado, para cada ROI. O tratamento estatistico foi

posteriormente realizado com auxilio do programa SPSS.

Apesar de estudos indicarem a quantificacdo do contetido de ferro através da
constante de T2* como um possivel método a aplicar no estudo de doencas
neurodegenerativas como a DP, os resultados da presente dissertacdo sao
contraditérios. Apesar de existir uma diminuicdo do valor de T2* do grupo de
controlos para os grupos de individuos com DP, estas diferencas ndo sao
estatisticamente significativas. Tal facto poderd também advir do ntimero reduzido de

individuos da amostra em estudo.

Relativamente a relagdo com a gravidade da DP, observou-se que quanto maior
era a gravidade da doenca (através da escala UPDRS) maior era a diferenca entre os
valores de T2* entre os dois lados cerebrais. E sabido que as manifestaces da DP
tendem a ser assimétricas, mas ndo tinha sido ainda investigada uma potencial
assimetria nos valores de T2*. Esta possibilidade deveria ser investigada numa amostra

mais alargada.

Ao longo da realizagdo deste trabalho foram encontradas algumas limitacdes que
devem ser consideradas em estudos futuros. Existiram dificuldades em realizar a
marcac¢dao manual das ROIs em determinados individuos, uma vez que nem sempre foi
6bvia a localizacao exacta da SN. Por outro lado, houve individuos em que o critério da
marcacao da SN (um corte abaixo da visualizagdo do nicleo rubro) foi mais dificil, uma
vez que o nucleo rubro surgia em dois cortes. Desta forma, é possivel que ndo se
estivesse a marcar a mesma regido da SN em todos os individuos, ou até incluir outras
estruturas. A espessura de corte do protocolo de aquisicdo das imagens é de 3mm, e

dadas as reduzidas dimensdes da SN, este podera também ter sido um problema.

Por outro lado, apesar da segmentacdo manual de estruturas ter vantagens
relativamente a segmentacdes automaticas, a marcacdo das ROIs pode variar de
utilizador para utilizador. Neste estudo a estratégia utilizada de forma a contornar esse
factor foi a marcagdo ter sido realizada por um s6 utilizador, e esta ter sido revista pela

neurorradiologista envolvida do estudo.

Apesar do contetido de ferro nas estruturas afectar a susceptibilidade magnética,
nao é possivel assegurar que as diferencas encontradas sejam apenas provenientes da

influéncia do ferro.
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4.1 Trabalho futuro

Em termos de trabalho futuro sao de referir as seguintes ideias:

—TEi/T2+

- Utilizou-se a expressao S; = Spe para o calculo da constante T2*. No

entanto, seria uma hipdtese a testar adicionar uma constante a expressdo. O
decaimento exponencial tende para o valor 0, em teoria. No entanto, devido a
rectificacdo do ruido, este valor nunca é atingido sendo que para baixos valores de
SNR, existe um maior desvio em relagdo ao valor 0 que pode levar a uma
sobrestimacdo da constante de decaimento T2* enviesando o resultado. Assim, a
adicdo de uma constante seria uma forma de contabilizar o efeito do ruido, permitindo

minimizar viés na estimativa de T2*.

- Explorar métodos de correcgdes a partir do mapa B0, de forma a reduzir a
influéncia das heterogeneidades provenientes das variagdes macroscépicas do campo

BO [9, 43].

- Realizar uma andalise mais automatica, através de um estudo volumeétrico. A
VBM (voxel based morphometry) é uma técnica que permite analisar as diferencas
estruturais cerebrais in vivo, utilizando IRM, e que estd presente em softwares como o
FSL e numa ferramenta do Matlab, o SPM. Esta andlise permitiria também uma

pesquisa em todo o cérebro, ndo se restringindo apenas a uma regido especifica.

- Obter dados com a evolugado de cada paciente com DP (6 meses, 1 ano, 5 anos,
10 anos) e fazer a sua andlise, de forma a compreender melhor o que acontece com a

evolucdo da doenga em cada individuo.

- Melhorar a sequéncia utilizada, reduzindo o ntimero de cortes e a area em
estudo (restringindo aos ntcleos da base e ao tronco cerebral). Outra abordagem
podera ser reduzir a espessura de corte, mas tendo em atengdo que essa diminuicao

tem como consequéncia a reducdo do SNR.

- Realizar a marcacao das ROIs em apenas duas zonas, na regido caudal e rostral
da SN, uma vez que ndo se obtiveram resultados relevantes na regidao medial, sendo

uma forma de também diminuir o tempo despendido.

- Utilizar outra abordagem, quantificando a constante de T2’, que demonstrou

evidéncias na literatura que justificam esta abordagem [24, 44].
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- O aumento do namero de individuos do estudo é essencial, uma vez que para
se tirarem conclusdes e tornar um método reprodutivel é necessario ser testado num

numero maior de individuos.

Apesar de algumas limitacdes encontradas, este estudo permitiu verificar
algumas ideias subjacentes ao fenémeno da acumulacdo de ferro na DP. Com
melhoramentos de estudos futuros, serd uma possibilidade utilizar esta ferramenta
como auxilio no diagnéstico da DP, que é dificil em fases precoces da doenca. Isto
facilitard o trabalho dos profissionais de satide e o diagndstico precoce, fundamental
para um mais rdpido tratamento da DP, melhorando a qualidade de vida dos
pacientes. Outra possibilidade serd também estudar os efeitos de medicacdo anti-
parkinsénica. A IRM é uma técnica ndo invasiva, sendo uma area de elevado interesse

no diagnéstico de doengas, nomeadamente da DP.
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INTRODUCTION RESULTS

Previous Magnetic Resonance Imaging (MRI) studies demonstrate that
relaxation constants can be altered in patients with neurodegenerative
disorders. For example. it has been shown that iron content in the
substantia nigra may increase with disease progression in patients with
Parkinson’s Disease. resulting in shorter T2* relaxation times [1].

Several algorithms are available to estimate the relaxation times from the
data and it is therefore important to compare their sensitivity to noise and
evaluate the impact of signal outliers.

METHODS

REAL DATA

Multi-echo gradient echo images were obtained on a 3.0 T Philips
Achieva scanner: 7 echoes, TE min = 13,8 ms, ATE = 4,7 ms.

The algorithm chosen to estimate the T2* maps was based on the results
of the simulations.

SIMULATIONS

Relaxation of signal intensity was modelled assuming an exponential
decay and considering the same echo times as used in the real
acquisitions. The relaxation parameters were estimated by fitting the
simulated data using two types of methods: non-linear and linear curve
fits.

TE;

S; = Spe TEUT2 o In(S;) = In(Sy) — T2

Simulations were performed using Matlab.

Least squares minimization algorithms (Levenberg-Marquardt) were
employed. which find the parameters which minimize the residuals.

Iteratively reweighted least squares were also tested. While standard
least squares assigns equal weights to each observation, these methods
estimate each weight according to the absolute residual. The weights are
recalculated at each iteration and the process is repeated until they
converge.

To test which method is more accurate, simulations were performed
based on a pre-defined value of T2* (40 ms) within the range reported
in the literature (between 35-51 ms) [1].

To study the impact of the signal-to-noise ratio (SNR), noise was added
in quadrature (with Gaussian distribution) and 1000 repetitions were
simulated for each value of SNR.

The presence of outliers was also simulated at different positions (2, 4%
and 6™ echoes) by multiplying the signal intensity by a factor of 1.5.

T2* was estimated for each repetition. and the mean and standard
deviation calculated for each SNR. Deviations from the pre-defined T2*
were calculated.

Figure A — Functions based on the iteratively reweighted least squares
appear less vulnerable to outlier data (in the example in the 6™ echo): the
corresponding curves are closest to the gold standard curve. T2* values
estimated using these functions presented deviations lower than 1.5%
while for the other tested methods the estimates deviated between 32-37%
(for SNR=50 or higher).

The effect of having outliers in the 2% and 4™ echo positions was also
studied. Non-iterative methods were less sensitive to outliers in the 4%
echo, with T2* estimates closer to the gold standard value.

w10

Figure A Figure B

Figure B — The deviations from the pre-defined T2* were comparable for
all methods when there was noise but no outliers: for SNRs higher than
50, the estimated values were within 1% of the gold standard T2*. Errors
associated to estimated T2* values decreased with increasing SNR.

The time required to perform the simulations based on non-linear fits took
longer than linear, whether it was as iterative algorithm or not. To
simulate all repetitions and SNR values, the linear iterative algorithm took
15.04 s while the non-linear iterative algorithm took 151.85 s.
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Figure C

Figure C — Example of images produced at the different echo times. for
the same axial section. Corresponding T2* map calculated using the
iterative linear method. The T2* values were within the expected range.

DiscussioN / CONCLUSION

The time required to perform each set of simulations was measured.

This work shows that estimation of T2* can be highly sensitivity to the
presence of outliers and that the use of robust methods, able to identify
their presence is therefore preferable. When comparing linear versus non-
linear fitting functions, similar deviations and errors were obtained for the
T2*. Considering the high number of pixels within a 3D brain MR image,
speed may also be an issue. in which case an iterative linear fitting
algorithm may be the best choice.

FUTURE WORK

T2* measurements can be confounded by macroscopic B0 field
variations. The next step of this project will be to incorporate B0 field
correction to the estimation algorithm as suggested by Dahnke et al [2].
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Apéndice B

Caracterizacao da amostra

Score Lado dos
Idade UPDRS
Sexo . primeiros
(anos) total clinico '
sintomas
1 F 64 27 4 direito
2 M 62 - - direito
3 M 75 49 -1 esquerdo
4 M 70 52 -6 esquerdo
5 M 78 44 2 direito
6 F 56 39 3 direito
7 M 68 67 1 direito
8 M 64 25 3 direito
? M 64 60 -1 direito
10 M 68 60 4 esquerdo

Tabela B1 — Resumo da informagao clinica para o grupo “Pacientes com DP 2-5 anos”.



Score Lado dos

Idade UPDRS

Sexo . primeiros
(anos) total clinico .
sintomas
11 F 61 26 -1 esquerdo
12 F 76 32 -1 esquerdo
13 M 52 39 8 direito
14 F 67 26 -2 esquerdo
15 M 64 30 -1 esquerdo
16 F 81 82 4 direito
17 F 82 55 -3 esquerdo
18 M 47 43 -6 esquerdo
19 F 57 36 -12 esquerdo
20 M 54 27 6 direito
21 F 46 26 -7 esquerdo
22 M 65 114 -11 esquerdo

Tabela B2 — Resumo da informagao clinica para o grupo “Pacientes com DP de novo”.

Idade 18) 40))

26X (anos) total
23 M 48 0
24 F 55 0
25 M 63 0
26 F 70 0
27 M 72 68
28 M 59 0
29 F 55 13
30 M 69 0
31 F 60 0
32 M 60 0

Tabela B3 — Resumo da informacao clinica para o grupo “Controlos”.
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Resultados obtidos da marca¢ao das ROIs

Apéndice C

ID SNr_D SNm_D SNc_ D SNr_E SNm_E SNc_E
1 11,2+29 189+24 18,0+2,2 124 +1,7 20,115 225+1,7
2 13,6+39 196+23 21,2+2,0 10,8 +2,9 124+2,1 9,8+2,2
3 172+1,8 13,1+1,1 195+1,7 18,5+4,9 10,0 +2,0 19,7 +2,6
4 184+17 206+06 25,8 +4,2 19,4 +3,0 170+1,3 225+2,1
5 - - - - - -

6 158+15 192124 32,7+1,8 214+23 31,3+1,9 30,3+3,1
7 209+42 316+3,3 32,7+1,8 189+28 28,0+2,3 45,6 +2,9
8 272+18 348+3,6 33312 27,8+2,0 37,0+3,5 28,5+2,0
9 28,7+3,0 349+48 435+3,2 19,6 £2,1 48,2 £8,7 37,1+5,6
10 16,6 £4,0 26,7+2,7 192+2,3 23,3+3,8 30,7+2,5 32,0+4,0

Tabela C1 - Valores médios de T2* e respectivo desvio padrao obtidos para o grupo “Pacientes

com DP 2-5 anos”.
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D SNr.D  SNm_D SNc_D SNr_E SNm_E SNc_E
11 21,3+37 295+1,8 25229 131+15 285+1,0 252429
12 - - - - - -

13 149+08 133+16  209+18 12,0+0,5 12,6+2,8 29,8+3,5
14 165+1,0 190+13  209+18 17,009 18,0+0,8 17,5432
15 136+18 206+20  207+27 12,5+2,4 10,5+2,4 137+13
16 21,8+05 365+12 34425 173+1,1 31,9 +44 41,1425
17 - - - - - -

18 140+14 177+11  173+34 19,7 +3,1 258+1,3 18,4 +34
19 123+13 200+15  304+3,1 18,6 +1,3 269+29 30,5+6,7
20 172+15 272+19  262+33 163+19 212+1,7 252+2,6
21 239+23 316+26  392+47 30,4 +3,2 415+37 39,8+29
22 31,8+38 377+34 33129 180+ 1,9 31,1+24 28,0+3,1

Tabela C2 - Valores médios de T2* e respectivo desvio padrao obtidos para o grupo “Pacientes

com DP de novo”.

ID SNr_D SNm_D SNc_D SNr_E SNm_E SNc_E
23 21,125 21,6+10 32,722 19,8+1,6 21,4+1,5 30,5+2,3
24 161+13 178+17 256427 125+22 16,7 +2,0 23,6 +2,6
25 177+1,6 228+17  238%39 143+1,3 26,3+5.2 21,5+1,9
26 182+19 199+1,1  202+3/1 20,0 +2,2 27,3+5,1 27,4 +4,0
27 296+1,3 333+08  269+26 31,7 +7,4 31,5+2,1 353 +4,1
28 205+1,0 285429  42,9+49 18,0+2,38 25,1+8,0 3241
29 53,8+9,9 422+44  40,1+572 492 +6,8 359+3,1 29,5+1,9
30 289+38 247+42 30121 25,0 +3,6 21,1+5,0 259 +572
31 162+25 245+12  315+35 17,7+2,5 30,5 +2,4 285+2,7
32 - - - - - -

Tabela C3 - Valores médios de T2* e respectivo desvio padrdo obtidos para o grupo

“Controlos”.
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