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Resumo

A reatividade cerebrovascular (CVR) representa a habilidade da musculatura lisa vascular de
dilatar-se ou contrair-se em resposta as alteracoes de demanda metabdlica ou a estimulos
vasoativos para regular o fluxo sanguineo cerebral quando necessario. Essa resposta pode ser
afetada em diversas doencas neurolégicas, principalmente em doencas cerebrovasculares,
tanto em magnitude quanto em atraso temporal. Esse ultimo sendo observado como um
deslocamento temporal (time shift, TS) da resposta. Tais grandezas sdao importantes para re-
portar o estado hemodinamico cerebral, e tem despertado interesse em diversos estudos que
podem prever o risco de acidente vascular cerebral em pacientes com estenose de carétidas.
No entanto, os métodos de medicoes requerem condicoes especificas, como por exemplo,
administracao de acetazolamida ou inalacao de CO, enquanto sdo adquiridas imagens de
ressonancia magnética (IRM). Nesse trabalho, avaliamos CVR e TS a partir das flutuacoes
do sinal de IRM baseadas no contraste dependente da oxigena¢ao sanguinea (BOLD) em
estado de repouso, sem a realizacdo de desafios de hipercapnia. Na primeira parte do estudo,
identificamos a faixa de frequéncia adequada de filtragem temporal do sinal de repouso para
obtenc¢do de mapas de CVR, com base na correlacdo espacial com mapas de CVR padrao
obtidos com a inalacao de CO; e pausa respiratoria. Cinco pacientes com estenose de caro-
tidea assintomatica unilateral severa (70 + 3 anos) e cinco sujeitos controles (65 + 3 anos)
realizaram o experimento com inalagdo de CO,; e 23 individuos idosos saudaveis (67 + 6 anos)
realizaram o experimento com pausa respiratéria. Mapas de CVR obtidos através do modelo
de regressao linear geral mostraram maior correlacdo espacial quando usado o regressor do
sinal global filtrado em 0,02 a 0,04 Hz, quando comparados com mapas de referéncia. Assim,
essa banda de frequéncias foi utilizada para a segunda parte do estudo, em que avaliamos
CVR e TS em 20 pacientes com estenose de carotidea assintomadtica unilateral severa (12
mulheres; 8 homens; idade média = 67 + 10 anos) comparando com um grupo controle sau-
dével (8 mulheres; 12 homens; idade média = 68 + 7 anos), nas principais regides de irrigacao
arterial. Nos pacientes, valores de CVR reduzidos foram observados bilateralmente em regioes
irrigadas pela porcao intermedidrio da artéria cerebral anterior (ACA) quando comparada a
porcao proximal, e para a artéria cerebral média (ACM) proximal quando comparada a distal
(p <0,05). Os valores de TS foram maiores nos pacientes nas trés porcoes do territério do ACM
e na porcao distal do territ6rio da artéria cerebral posterior (ACP), no hemisfério ipsilateral a
estenose, quando comparados as regides correspondentes do grupo controle (p < 0,04). Além
disso, nos pacientes, TS foi maior na ACM distal ipsilateral a estenose em comparacao com a
mesma regido do hemisfério contralateral (p = 0,0025). Alteracdes regionais semelhantes de
CVR e TS foram observadas ao analisar visualmente mapas individuais sugerindo que as me-
todologias sdo complementares. Os resultados sugerem que esses pardmetros podem refletir
alteracoes hemodinamicas subclinicas e sao tteis para investigar dreas com maior risco de

dano neuronal ou acidente vascular cerebral isquémico em um nivel individual. Portanto, o



estudo da hemodinamica cerebral por meio de IRM em estado de repouso pode se tornar uma
ferramenta ndo invasiva para ajudar na estratificacdo de pacientes com estenose carotidea

assintomadtica quanto a probabilidade de evolu¢ao para um acidente vascular cerebral.

Palavras-chave: Vasorreatividade cerebral, Imagem por Ressonancia Magnética, Imagem fun-
cional em respouso, Estenose de carétidas, Estenose carotidea assintomética, Hemodinamica

cerebral.



Abstract

Cerebrovascular reactivity (CVR) represents the ability of the vascular smooth muscle to
dilate or contract in response to changes in metabolic demand changes or vasoactive stimuli
to regulate cerebral blood flow when necessary. This response can be affected in several
neurological diseases, mainly cerebrovascular diseases, both in magnitude and in time delay.
The latter is observed as a temporal shift (TS) of the response. Such measures are valuable
to report the hemodynamic state of the brain and are of interest in several studies trying to
predict the risk of stroke, such as in patients with carotid artery stenosis. However, standard
methods require specific conditions, such as administering acetazolamide or inhalation of
CO , while magnetic resonance images (MRI) are acquired. In the present study, we evaluated
CVR and TS from fluctuations in the MRI signal based on the blood oxygenation-dependent
contrast (BOLD) at rest, without performing hypercapnia challenges. In the first part of the
study, we identified an adequate frequency range for temporal filtering of the resting-state
signal to obtain CVR maps, based on the spatial correlation with standard CVR maps obtained
with CO ; inhalation and breath-holding. Five patients with unilateral severe asymptomatic
carotid stenosis (70 + 3 years) and five controls (65 + 3 years) performed the experiment
with CO ; inhalation, and 23 healthy elderly (67 + 6 years) performed the experiment with
breath-holding. CVR maps obtained through the general linear regression model showed a
more significant spatial correlation when using the regressor of the global signal filtered at
0.02 to 0.04 Hz when compared with reference maps. Thus, this frequency band was used for
the second part of the study, in which we evaluated CVR and TS in 20 patients with unilateral
severe asymptomatic carotid stenosis (12 women; 8 men; mean age = 67 + 10 years) comparing
with a group of healthy control (8 women; 12 men; mean age = 68 + seven years). In patients,
reduced CVR values were observed bilaterally in regions irrigated by the intermediary portion
of the anterior cerebral artery (ACA) when compared to the proximal portion and for the
proximal, middle cerebral artery (MCA) when compared to the distal (p < 0.05). TS values
were higher in patients in the three portions of the MCA territory and the distal portion of
the posterior cerebral artery (PCA) territory, in the hemisphere ipsilateral to the stenosis,
when compared to the corresponding regions of the control group (p < 0.04 ). In addition, in
patients, TS was higher in the distal MCA ipsilateral to the stenosis compared to the same
region in the contralateral hemisphere (p = 0.0025). Similar regional changes in CVR and TS
were observed when visually analyzing individual maps suggesting that the methodologies are
complementary. These parameters may reflect subclinical hemodynamic changes and help
investigate areas with a higher risk of neuronal damage or ischemic stroke at an individual
level. Therefore, the study of cerebral hemodynamics through MRI at rest can become a

non-invasive tool to help stratify patients with asymptomatic carotid stenosis regarding the



likelihood of a stroke.

Keywords: Cerebral vasoreactivity, Magnetic resonance imaging, functional imaging at rest,

carotid stenosis, asymptomatic carotid stenosis, cerebral hemodynamics.
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1 Fundamentacao Tedrica

1.1 Neuroanatomia e territdrios arteriais

A anatomia do encéfalo se divide em trés principais partes: o cérebro, o tronco encefa-
lico e o cerebelo. O cérebro em si é dividido em duas partes, o telencéfalo que é a maior parte
do cérebro, composta pelos giros e sulcos cerebrais; e o diencéfalo que é uma parte mais
central composta pelo tdlamo e pelo hipotdlamo. A parte mais superficial do telencéfalo é
composta por uma camada fina conhecida como substancia cinzenta. Na substancia cinzenta,
por sua vez, hd uma concentracao de corpos de neuronios, e essa regido é chamada de cortex
cerebral. Abaixo do cortex cerebral, hd outra drea preenchida pela substancia branca, que é
composta em sua maior parte por axonios de neur6nios (FIELDS, 2008). O cérebro trata-se de
uma estrutura extremamente especializada que necessita de um suprimento de oxigénio e
nutrientes de forma continua, e é por intermédio do fluxo sanguineo cerebral (FSC) que ele
recebe o que precisa. O FSC corresponde a quantidade de sangue que atinge o tecido cerebral
em certa fracdo de tempo (LASSEN, 1959).

O FSC da substancia cinzenta é maior que o da substancia branca, devido a alta
atividade e alto consumo energético dos corpos celulares de neurdnios (LASSEN, 1959). Além
disso, em situacoes normais o FSC é elevado em resposta ao aumento da atividade neural,
chamado como acoplamento neurovascular, e pelas concentragéoes de CO, e Oz, sendo
diretamente proporcial a concentragdao de CO, e inversamente proporcional a concentracao
0O,. A ativacao neural leva a aumentos locais no FSC via hiperemia funcional, enquanto a
mudancas das concentracdes de CO; e O, produzem um aumento global no FSC, embora
haja heterogeneidade entre as regies cerebrais (NOTH et al., 2008; LEONI et al., 2017).

O suprimento sanguineo cerebral vem de dois sistemas arteriais. Os sistemas sdo ca-
rotideo (ou anterior) e vértebro-basilar (ou posterior) (YANG et al., 2005). O sistema vertebro-
basilar é quem supre todo o tronco cerebral, cerebelo, e a porcao posterior do encéfalo
humano. As artérias vertebrais se juntam, originando a artéria basilar. Esta, por sua vez, se
bifurca nas duas artérias cerebrais posteriores de cada um dos hemisférios, as chamadas
artéria cerebral posterior (ACP) esquerda e ACP direita. J4 o sistema carotideo se da pela
artéria carétida interna (ACI), que é fruto da bifurcagdo da car6tida comum em ACI e artéria
car6tida externa (ACE). A ACE irriga estruturas extracranianas, enquanto a ACI é responsé-
vel pela irrigacao intracraniana. A Figura 1, ilustra o mecanismo de suprimento sanguineo

cerebral, bem como as artérias mais importantes no processo.

Segundo o que foi reportado por Fischer e colaboradores (BOUTHILLIER; LOVEREN;
KELLER, 1996), a ACI pode ser dividida em quatro segmentos: cervical, petrosa, cavernosa

e cerebral que segue até se bifurcar em artéria cerebral anterior (ACA) e artéria cerebral
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média (ACM). As duas ultimas, ainda podem ser divididas em segmentos com fluxo proximal,
intermedidrio e distal com base em tempos de transito arterial (MUTSAERTS et al., 2015). Os

territorios de fluxo estdo ilustrados na Figura 2

Artéria cerebral média

Artéria cerebral anterior

Artéria carotida interna

L ACA S ACM , < acP

Nivel de arteriolas
Artéria cerebral posterior

Artéria cardtida externa

Nivel de
capilares

Artéria basilar

Sistema carotideo

Sistema vértebro-basilar

Fluxo sanguineo

Figura 1 - Suprimento sanguineo arterial cerebral. Figura adaptada de Manual MSD - Ver-
sdo para profissionais de saiide (MANUAL-MSD, 2021) e Fisher e colaboradores
(FISHER; MIKULIS, 2021). Sao representados: ACI = artéria carétida interna, AB =
artéria basilar, AV = artéria vertebral, ACA = artéria cerebral anterior, ACM = artéria
cerebral média e ACP = artéria cerebral posterior.

Além disso, a irrigacao de um mesmo territério, ndo depende exclusivamente de um
unico sistema. Entdao, no mal funcionamento de um territério, outro pode compensar, até
certo ponto, com o aumento do fluxo. Com isso, é possivel reduzir o risco de dano que uma
reducdo de FSC pudesse provocar em alguma regido. Isso se deve por conta das circulacoes

colaterais que existem.

1.2 Doencas cerebrovasculares

As doengas cerebrovasculares sdao responsaveis por um sério problema de satde
publica, com alta prevaléncia, mortalidade e morbidade. Quantitativamente, as mortes pro-
vocadas por esse tipo de doenca corresponderam a 11% dos 6bitos anuais de 2019 (ORGANI-
ZATION, 2020), além do grande impacto na familia do paciente.

O termo doencas cerebrovasculares refere-se a um grupo de condicoes que afetam
o FSC e os vasos sanguineos do sistema nervoso. Eles podem aparecer em decorréncia do
estreitamento dos vasos, formacgdo de codgulos, obstrucao de artéria ou ruptura de vasos
sanguineos do cérebro. A falta, ou o excesso de FSC causado por estes processos, afeta o

tecido cerebral e pode causar um acidente vascular cerebral (AVC).
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Figura 2 — Artéria cerebral Anterior (ACA) em verde, artéria cerebral média (ACM) em verme-
lho e artéria cerebral psoterior (ACP) em azul referem-se aos territérios de fluxo
padrao perfundidos pelas artérias cerebrais bilaterais anterior, média e posterior,
respectivamente, enquanto os sombreamentos representam sua subdivisdo em ter-
ritoérios de fluxo proximal, intermedidrio e distal, com base em tempos de transito
arterial. Figura adaptada de Mutsaerts e colaboradores (MUTSAERTS et al., 2015).

Segundo a Organizacao Mundial da Satde, o AVC é definido como um "déficit neu-
rolégico focal (ou global), de inicio stibito, que persiste por mais de 24 horas (ou conduz a
morte antes desse tempo), de provavel origem vascular"(SACCO et al., 2013), e se difere de

acordo com o mecanismo que o originou entre isquémico ou hemorragico.

O AVC hemorrégico é o mais agressivo e se d4 quando um vaso sanguineo ou artéria
se rompe, provocando o extravasamento de sangue. J4 o AVC isquémico é quando existe o
déficit de FSC, provocado por um entupimento do vaso sanguineo por acumulo de placas
de gorduras em suas paredes ou por codgulos que dificultam o fluxo, ocasionando a morte
do tecido cerebral pela falta de suprimento sanguineo. Entretanto, cabe dizer que o AVC
isquémico é, sem duvidas, o mais comum e a maioria dos casos costuma ter uma mesma

origem: a aterosclerose (GORY et al., 2017).
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1.2.1 Doenca aterosclerética de carétidas

A doenca carotidea aterosclerética (ou estenose de cardtida) acontece quando ha
acumulo de placas irregulares, que contém lipideos, células inflamatdrias, células musculares
e depdsitos de célcio, nas paredes das artérias, podendo acontecer cedo na vida devido a
pequenas lesdes nas paredes e que podem se desenvolver em grandes placas. Essa obstrucao
pode afetar o FSC, que por sua vez pode ocasionar um AVC isquémico, dependendo da sua

magnitude.

O processo de oclusdo arterial pode induzir a diminui¢do da perfusao sanguinea em
regides cerebrais ipsilaterais, que em condi¢cdes agudas podem ser supridas por um meca-
nismo autorregulatoério de vasodilatacao a fim de tentar manter o FSC nas suas condicdes
normais (SILVESTRINI et al., 1996). Entretanto, em situacoes em que a diminuicao persiste
ocasiona o esgotamento da reserva hemodinamica, fazendo com que o individuo fique mais
susceptivel ao AVC isquémico ou ataque isquémico transitorio (AIT) (MARKUS; CULLINANE,
2001; SILVESTRINI et al., 2000).

Clinicamente, a estenose carotidea pode ser classificada em sintomadtica e assintoma-
tica dependendo da presenca, ou ndo, de eventos relacionados a ela, tais como AVC isquémico
ou AIT. Entretanto, apesar dos pacientes ditos como sendo assimtomaticos, é muito repor-
tado na literatura que as fung¢odes cognitivas e funcionais desses pacientes sao afetadas e tem
ligacdo direta com a doenca (SILVESTRINI et al., 2009; LANDGRAFF et al., 2010; BALUCANI et
al., 2012).

1.3 Reatividade Cerebrovascular

O cérebro representa cerca de 2% do peso corporal total, mas consome cerca de 20%
da energia total (ATTWELL; LAUGHLIN, 2001). Em um estado fisiolégico normal, o fluxo
sanguineo total para o cérebro é notavelmente constante devido em parte a importante
contribuicdo das grandes artérias para a resisténcia vascular (FARACI; HEISTAD, 1990). Adi-
cionalmente, o cérebro é um 6rgdo temporalmente dinamico, com diferentes regioes que
requerem diferentes quantidades de suprimento de sangue em diferentes momentos. Sabe-se
que 0s vasos sanguineos ndo sao apenas tubos rigidos e que apresentam uma importante fun-
¢do auto-regulatéria de dilatar e contrair com base na demanda do cérebro e nas condicoes
fisiol6gicas, denominada reatividade cerebrovascular ou, em inglés, cerebrovascular reactivity
(CVR). Podemos, entdo, definir a CVR como sendo a caracteristica da musculatura lisa dos
vasos sanguineos cerebrais de dilatar ou contrair em resposta a alteracdes metabdlicas ou a
estimulos vasoreativos (LIU; JILL; LU, 2019).

Portanto, a vasculatura cerebral responde a pequenas reducdes na pressao de perfusao
cerebral dilatando pequenas artérias, reduzindo assim a resisténcia cerebrovascular e man-

tendo o FSC regulado nessas regides. Essa resposta vasodilatadora resulta em um aumento



1.3. Reatividade Cerebrovascular 25

no volume sanguineo cerebral (VSC), que é o sangue do espaco intravascular dentro de um
determinado volume de tecido cerebral. O aumento do VSC pode ser sutil e dificil de detectar
em imagens por ressonancia magnética ponderadas em perfusao (COPEN; SCHAEFER; WU,
2011).

A autorregulacao do FSC é a capacidade do cérebro de manter o fluxo sanguineo
relativamente constante, apesar das mudancas na pressao de perfusdo (PAULSON; STRAND-
GAARD; EDVINSSON, 1990). Em adultos com pressdo arterial normal, o fluxo sanguineo
cerebral é mantido aproximadamente em 50 mL por 100 g de tecido cerebral por minuto,
desde que o pressao de perfusao cerebral esteja na faixa de 60 a 160 mmHg (PHILLIPS; WHIS-
NANT, 1992). Acima e abaixo deste limite, a autorregulacao é perdida e o fluxo sanguineo
cerebral torna-se dependente da pressao arterial média de forma linear (OSOL et al., 2002;
CIPOLLA, 2009). Quando a pressao de perfusao cerebral cai abaixo do limite inferior de

autorregulacao, ocorre isquemia cerebral.

Powers e colaboradores categorizaram esses ajustes cerebrovasculares em trés esta-
gios: estdgio 0, quando a pressao de perfusdo cerebral é normal; estdgio 1, quando a pressao
de perfusao cerebral é reduzida e a autorregulacao dilata os vasos cerebrais para manter
a necessidade de FSC; e estagio 2, quando a capacidade compensatoria de vasodilatacao
cerebral é sobrecarregada, o FSC comeca a diminuir, tendo a autorregulacao cerebrovascular
interrompida, e nesse ponto, ocorrem sinais clinicos de hipoperfusao, incluindo tontura,

estado mental alterado e, eventualmente, dano irreversivel ao tecido (POWERS, 1991).

O FSC pode ser modelado de um ponto de vista fisico como o fluxo em um tubo rigido
com as suposicoes de que o fluxo é estdvel, laminar e uniforme, segundo a lei de Poiseuille
(COULSON et al., 2004). Podemos fazer uma analogia com um circuito elétrico, afirmando que
o fluxo é proporcional a diferenca na pressao de entrada e saida, AP, dividida pela resisténcia
ao fluxo, R. No cérebro, AP é a pressao de perfusdo cerebral, que é a diferenca entre a pressao

arterial média e a pressdo intracraniana. Entao, a resisténcia do vaso pode ser modelado por:

_ 8nAP

R
art

(1.1)

Assim, o raio é o determinante mais poderoso do FSC e mesmo pequenas alteracoes
no diametro do vaso tém efeitos significativos nessa grandeza, e é por esse mecanismo que a
resisténcia vascular pode mudar rapidamente para alterar o FSC regional e global (PAULSON;
STRANDGAARD; EDVINSSON, 1990).

A vasodilatacao também resulta em um aumento do tempo de transito médio ou,
em inglés, mean transit time (MTT), que é a quantidade média de tempo que os glébulos
vermelhos passam em um determinado volume de tecido. Quando a pressao de perfusao
cai abaixo do limiar no qual o cérebro mantém a autorregulacdo, a resposta vasodilatadora

compensatoria é superada e entdo o FSC comeca a cair e se torna dependente da pressao, ou
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seja, reducoes adicionais na pressao de perfusdo levam a diminui¢oes ainda maiores de FSC
(KETY et al., 1950). Embora isso reflita uma diminuicao na taxa de entrega de oxigénio ao leito
capilar, o comprometimento metabdlico pode ser evitado se o FSC for apenas ligeiramente
reduzido, devido ao efeito do prolongamento do MTT sobre a extracao de oxigénio. Quando
o MTT é aumentado, os glébulos vermelhos passam mais tempo dentro dos capilares per-
medveis ao oxigénio, e isso permite um aumento na proporc¢ao do oxigénio disponivel que
pode ser extraido do sangue pelo cérebro. Se a reducao do FSC for leve, a reserva de oxigénio
provocado pelo efeito do prolongamento do MTT é suficiente para manter o metabolismo
do oxigénio, e a funcdo elétrica do cérebro e sua viabilidade ndo sdao ameacadas (COPEN;
SCHAEFER; WU, 2011).

Essa caracteristica funcional do vaso é considerada um indicador ttil da saude vas-
cular e pode encontrar aplicacoes. Como, por exemplo, o que foi apresentado por Vernieri e
colaboradores que, na presenca de doenca severa da artéria carétida, uma CVR prejudicada
foi associada a um aumento da probabilidade de acidente vascular cerebral de 32,7% por ano
em comparacao com 8% por ano se a CVR fosse normal (VERNIERI et al., 2001). Ou ainda o
que foi apresentado por Sur e colaboradores mostrando que o CVR pode ser um biomarcador
util para avaliar o comprometimento cognitivo relacionado a doenga vascular em individuos
idosos (SUR et al., 2020).

Em pacientes com doenca oclusiva cronica, a capacidade de manter o fluxo sanguineo
cerebral normal, reduzindo a resisténcia vascular secunddria a vasodilatacdo autoregulatoria,
é comprometida (DERDEYN; GRUBB; POWERS, 1999). A identificagdo da presenca e do grau
de vasodilatacao autoregulatoria (refletindo a reserva cerebrovascular) é um progndéstico

significativo em pacientes com doenca cerebrovascular cronica (VAGAL et al., 2009a).

Essas observacoes, portanto, ressaltam a importancia de estudar e quantificar a capa-
cidade vasodilatadora por meio de medidas de CVR como um meio de avaliar o estado da

vasculatura cerebral, bem como a progressdo da doenca vascular.

Embora varios métodos tenham sido desenvolvidos para avaliar o CVR, todos estes
métodos se baseiam no mesmo principio do aumento da concentragdo de CO, no sangue e
um método de imagem para medir as alteracoes de FSC. Aqui nesse texto iremos focar nos
métodos de imagens de ressonancia magnética (IRM) com contraste dependente do nivel de
oxigenacdo sanguineo ou, em inglés, blood oxygen level-dependent (BOLD), e metodologia
de desafio de inalacdo de CO, ou pausa respiratdria. Porém, também serao apresentadas, de

forma resumida, as técnicas mais utilizadas na literatura.

1.3.1 Efeito vasoativo da PaCO,

A vasculatura cerebral é sensivel a mudancas de concentragdao de CO, em seu meio.

Na verdade, pelas leis fisicas fica mais correto dizer que € sensivel a mudancas na pressao
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parcial de CO, no sangue arterial (PaCO3), pois os gases dissolvem, reagem e se difundem
de acordo com suas pressoes parciais em uma mistura. Aumentos na PaCO, provocam uma
resposta vasodilatadora e diminui¢coes na PaCO, provocam uma resposta vasoconstritora
(YOON; ZUCCARELLO; RAPOPORT, 2012).

Entretanto, os equipamentos de capnografia indicam a quantidade de CO, que é
eliminada dos pulmoes, grandeza denominada pressao parcial de CO- ao final da expiragao
(PETCO,). Entdo, aqui nessa dissertacdo usarei PaCO, quando me referir ao estimulo direto
de mudanca vascular e PETCO, quando me referir ao parametro medido que reflete PaCO,.
Embora PETCO; possa ser menor do que PaCO,, uma forte correlagdo entre eles ja foi foi
relatada (MCSWAIN et al., 2010; PEEBLES et al., 2007). A Figura 3 mostra a relacdo do FSC

com a PaCO».
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Figura 3 — Relacdo entre a pressdo parcial de CO2 arterial e fluxo sanguineo cerebral. Figura
adaptada de Guyton e coladoradores (GUYTON, 2006)

Fisiologicamente, o CO; se dissolve no sangue estabelecendo um equilibrio i6nico:

COs(aq) + H204) = HoCO3(aq) = H{yy + HCO3(, (1.2)

O aumento do contetido de CO; resulta em uma diminuicdao do pH por meio do

aumento da formacgdo de acido carbonico, seguido por sua dissociacdo em proton e ions

bicarbonato. Uma vez alterado o pH, uma série de quimioreceptores sao recrutados para

exercer seus efeitos mensageiros no centro inspiratério no musculo liso dos vasos cerebrais
resultando na sua dilatacao (YOON; ZUCCARELLO; RAPOPORT, 2000; GUYTON, 2006).

1.4 Desafios vasodilatadores

Alteracoes na PaCO» sdo estimulos vasoativos potentes e, devido a facilidade e se-

guranca de uso, sao comumente empregadas em estudos de CVR. Porém, como a medida
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de PaCO, é invasiva, como colocacao de cateter intra-arterial ou puncao arterial para obter
uma amostra de sangue arterial, a PETCO, é usada com mais frequéncia como substituto

adequado.

A hipercapnia caracteriza-se por um aumento de CO no sangue é o método mais
utilizado para a aplicacao de CVR. Apesar de que geralmente ocorre como resultado de hipo-
ventilacdo ou incapacidade de respirar corretamente de forma a captar oxigénio suficiente

para os pulmoes, ele também pode ser feito de forma induzida.

Nesta secao, os varios métodos de manipulacdao da PaCO; sdo descritos junto com as

vantagens e desvantagens de cada método.

1.4.1 Acetazolamida

A acetazolamida é um inibidor da anidrase carbdnica, enzima que tem um papel
importante no transporte do CO; e no controle do pH do sangue (MA et al., 2007). A inibicao

da anidrase carbonica causa acidose carbonica, que induz um aumento considerdvel no FSC.

As vantagens de se usar acetazolamida sao:

« E seguro para administrar e geralmente é bem tolerado.

Com a administracdo, a pressdo arterial sistémica, as frequéncias cardiaca e respiratoria,
e a taxa metabdlica cerebral de oxigénio ou, em inglés, cerebral metabolic rate of oxygen
(CMRO3) geralmente nao sdo afetadas (VAGAL et al., 2009b).

Suas desvantagens sao:

A administracdo deve ser feita por via intravenosa, pois a resposta a administragdo oral

¢é altamente variavel, tornando seu uso invasivo.

As mudancas de PaCO, em resposta as mudancas na ventilacao sao sobrepostas as de
acetazolamida (LEAF; GOLDFARB, 2007).

O uso descontrolado pode provocar insuficiéncia renal e/ou hepatica.

1.4.2 Pausa respiratéria

O desafio de pausa respiratéria é outro método de induzir alteracées na PaCO,. Esse
método tem como caracteristica que é esperado que o volume pulmonar permaneca cons-
tante durante a retencao da respiracao, permitindo que as pressao parcial de O, no sangue
arterial (PaO;) e PaCO; se equilibrem com o sangue venoso. Assim, aumenta-se o FSC, até

certo ponto, para garantir que o cérebro tenha oxigénio suficiente (PARKES, 2006).

As vantagens de se usar a metodologia de pausa respiratéria sao:
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* Nao precisa de um sistema de entrega de mistura de gases, s6 depende do sujeito.

e E toleravel.

As principais desvantagens sao:

* Nao é possivel medir PETCO, ao longo do tempo e usar a informa¢ao como preditor

nas analises.
* Desconforto do sujeito.

e Ainda ndo se sabe como quantificar a reten¢do da respiracdo para padronizar uma

anadlise, visto que a tolerancia ndo é a mesma entre os sujeitos.

* As mudancas na PaCO; e PaO; ndo sao lineares, portanto, sdo muito sensiveis ao tempo

da retencao da respiracao.

1.4.3 Hipoventilacdo ou hiperventilacao

O corpo precisa manter a ventilacao pulmonar em niveis adequados para garantir
todas as funcionalidades. Quando a ventilagdo escapa dos niveis normais, temos quadros
de hiperventilacao, resultando em aumento da PaO, e diminuicdao da PaCO,, ou também

quadros de hipoventilacao que tem efeito oposto (ROSTRUP et al., 2000).

As suas vantagens sdo:

* Nenhuma fonte externa de gés é necessdria.

« E seguro e simples de realizar.
Enquanto suas desvantagens sdo:

* Mudangas na PaO, e PaCO» sdo inversamente proporcionais, e ndao obedecem uma

relacdo linear.

* A magnitude da mudanca na PaO, e PaCO, é limitada pela performace do sujeito na

ventilacdo.

¢ Desconforto.

1.4.4 Inalacao de CO,

Nesse método, o sujeito repira uma mistura especial de gases através de uma valvula
que ndo permite a reinalacdo, ou seja, s6 permite que a mistura seja inspirada. Geralmente

essa mistura de gases tem composicao de 5% de CO2, 21% de O, e 74% de N, (LU et al., 2014),
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mas pode ser ajustada conforme a necessidade, levando-se em consideracdo caracteristicas
individuais do sujeito e a meta de PaCO, e PaO, que deve ser atingida. (SLESSAREV et al.,
2007).

As suas vantagens sdo:

* A concentracdo do gas inspirado é conhecida.

e Unico método em que PETCO, demonstrou ser igual a varidvel independente, PaCO,.

Entrega de um estimulo padronizado e repetivel.

Enquanto suas desvantagens sao:

O uso de aparato extra (por exemplo, méscara facial) que deve se ajustar dentro da
bobina de cabeca e pode aumentar a sensacao de claustrofobia.

* Requer uma cooperacao suficiente do sujeito.

* Requer equipamentos apropriados para a entrega e leitura dos dados de respiracao.

1.5 Meétodos de imagem para medir CVR

Até aqui foi discutido sobre os métodos de manipulacao de PaCO;, mas ainda nao
vimos como visualizar a resposta. Estudos anteriores de CVR incorporaram varios métodos
de imagens para detectar a alteracao de FSC (MAEDA et al., 1993; BOORDER et al., 2006;
ISHII et al., 2020; LIU et al., 2017). No entanto, cada método difere de varias maneiras, como a
precisao da quantificacao, aquisicao de dados, cobertura do cérebro e resolucdo espacial ou

temporal; todos os quais podem conferir vantagens e desvantagens na medi¢cdo da CVR.

Esta secdo fornecerd uma breve visao geral de cada método de imagem comumente

usado junto com suas vantagens e desvantagens.

1.5.1 Ultrassom Doppler transcraniano

O ultrassom com doppler transcraniano (UDTC) permite a medida da CVR por meio
da medida das velocidades do fluxo sanguineo nas principais artérias cerebrais e € baseado
no efeito Doppler, que detecta a mudanca na frequéncia das ondas sonoras refletidas de
objetos em movimento (NAQVI et al., 2013). O UDTC permite o monitoramento dinamico da

velocidade do fluxo sanguineo e da pulsatilidade do vaso, com alta resolu¢dao temporal.

Vantagens:

« E considerado o padrio ouro para avaliacdo de CVR.
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« Euma técnica ndo invasiva, tornando-a bastante reprodutivel.
 Altaresolucao temporal.

e E relativamente barato e portatil.

Desvantagens:

* Limitada a grandes vasos.
e Aresolucao espacial é limitada para cada hemisfério.
» Altamente dependente do operador.

* Pode dar respostas equivocadas, pois as mudancas de velocidade nas grandes artérias

podem mascarar as mudancas no fluxo sanguineos nos pequenos vasos.

1.5.2 Tomografia por emissdo de pdsitrons

A tomografia por emissao de pdsitrons ou, em inglés, positron emission tomography
(PET) é um método de imagem que se beneficia do decaimento radioativo de determinados
radiois6tipos que emitem pdsitron, que por sua vez se aniquilam transformando-se em dois
fotons de mesma energia que sao detectados simultaneamente e diametralmente opostos
para a formagdo da imagem. E uma modalidade de imagem que tem informacao acerca do
estado funcional dos 6rgaos (PHELPS; MAZZIOTTA, 1985). E feito usando a marcacéo da
molécula da 4gua com a substituicdo do oxigénio por '°0, um emissor de pésitron que tem
tempo de meia vida de 2 minutos. Com isso pode-se medir e quantificar o fluxo sanguineo
usando PET no coracao, cérebro e tumores (KAHANE et al., 1999).

Vantagens:
¢ Cobertura de todo o cérebro.

* Fornece avaliacdo quantitativa de parametros do metabolismo e da fisiologia do cére-

bro.
Desvantagens:

e Administragdo de tracadores radioativos; técnica invasiva.
* Necessita de um ciclotron para produzir os tracados, que tém vida ttil.

* Aresolucdo espacial de imagem é limitada e varia de 4 a 6 mm.
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1.5.3 Tomografia por emissao de féton dnico

A tomografia por emissao de f6ton tnico ou, em inglés, single photon emission com-
puted tomography (SPECT) é uma técnica baseada no uso de um composto radiomarcado
com meia-vida curta, como o 33Xe, que é inalado ou injetado no sistema circulatorio. Uma
vez no sistema circulatdrio, o composto radiomarcado se liga aos glébulos vermelhos que
sdo transportados por todo o corpo enquanto sofrem decaimento radioativo, emitindo radi-
acdo gama. Os fotons emitidos sdo coletados por uma camera gama que € girada em torno
da cabeca, gerando uma imagem tridimensional localizada de FSC (OGASAWARA; OGAWA;
YOSHIMOTO, 2002).

Vantagens:

Custo mais baixo em comparacdo com PET e IRM.

Os marcadores usados sao obtidos a partir de geradores que permitem que sejam

produzidos no local em que vai ser utilizado, nao precisando de cicloton como a técnica
de PET.

Desvantagens:

Uso de radiacao ionizante.

Baixa resolucdo espacial (em torno de 6 mm).

1.5.4 Espectroscopia de infravermelho préximo

A espectroscopia de infravermelho préximo ou, em inglés, near-infrared spectroscopy
(NIRS) é um método que depende das propriedades de absor¢dao de luz no comprimento
de onda do infravermelho-préximo da oxihemoglobina (oxi-Hb) e da desoxihemoglobina
(deoxi-Hb) para estudar alteracoes no FSC (VILLRINGER; CHANCE, 1997). Ao transmitir luz
para o cérebro e analisar o que é refletido pelos sensores, é possivel analisar as alteracoes do
FSC.

Vantagens:
* Alta resolucdo temporal.
Desvantagens:

* Baixa resolucao espacial (aproximadamente 5 mm).

* A medicdo em estruturas profundas do cérebro ndo pode ser obtida devido a limitacoes

de profundidade 6ptica.
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1.5.5 Angiografia por ressonancia magnética com contraste de fase

A imagem ressonancia magnética com contraste de fase (RM-PC) é uma técnica ndo
invasiva que utiliza gradientes bipolares para manipular a fase dos spins do sangue que fluem
de maneira dependente da velocidade. E util para medir as velocidades de fluxo em grandes
vasos JUTTUKONDA; DONAHUE, 2019).

Vantagens:

* E possivel medir o fluxo em uma ou em varias direcoes dependendo do vaso de inte-

resse.

e Permite a quantificacao da velocidade do fluxo e da taxa de fluxo volumétrico.

Desvantagens:

e Limitado a grandes vasos.

1.5.6 Ressonancia magnética de marcacao do sangue arterial

A técnica de imagem por ressonancia magnética baseada na marcacao do sangue
arterial, denominada arterial spin labeling (ASL), permite a avaliacdao do FSC usando os
protons da dgua presente no sangue arterial como um marcador. Esse método se baseia
na diferenciacdo de imagens ndo marcadas e marcadas usando pulsos de radiofrequéncia,
empregando um atraso pds-marcag¢ado para permitir que os protons marcados atinjam o tecido
cerebral, momento em que uma imagem é adquirida. Portanto, podemos obter imagens de
perfusdao mostrando valores quantitativos de FSC. No contexto de CVR a quantificacao da
perfusao requer a medicao em duas condigdes fisiologicas diferentes, uma delas basal e outra
com algum desafio vasodilatador (LEONI et al., 2012).

Vantagens:
* A medida feita é reflexo somente das alteracoes de FSC.

Desvantagens:

* Baixa relacdo sinal-ruido porque os spins do sangue marcado sdo de 0,5 a 1,5% de todos
os spins do tecido (PETCHARUNPAISAN; RAMALHO; CASTILLO, 2010).

* Aresposta pode ser confundida por alteracoes no tempo de chegada do sangue mar-

cado.

* Dependente da eficiéncia da marcagao, devido a alteracdes na velocidade do fluxo

sanguineo durante a hipercapnia.
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1.5.7 Imagem por ressonancia magnética funcional baseada no contraste
BOLD

No final da década de 1980, sabia-se que o fluxo sanguineo cerebral regional (FSCr)
aumentava préximo a dreas de atividade neuronal (ROY; SHERRINGTON, 1890), e estudos de
PET de baixa resolu¢do ja haviam documentado esse fendmeno em humanos (FOX; RAICHLE,
1986).

A explicacao fisiologica para o aumento de FSCr parte do principio que o cérebro
necessita de energia para realizar suas funcoes. Essa energia é obtida através da glicose, da
qual se obtém o trifosfato de adenosina (ATP) em uma reagdo com o oxigénio. Por sua vez,
esse oxigénio é fornecido por uma proteina, a hemoglobina (Hb) contida no sangue, e na qual
o0 oxigénio se liga. Essa é conhecida como oxi-Hb. Logo, uma regido cerebral ativa possui nivel

de oxigénacdo regional maior que uma 4rea em condicao basal.

O contraste BOLD resulta da alteracdo das concentra¢des sanguineas regionais dessas
proteinas quando ligadas, chamadas de oxi-Hb ou néo ligadas, chamadas de deoxi-Hb. A
oxi-Hb nao tem elétrons desemparelhados e é fracamente diamagnética. Quando o oxigénio
é liberado para formar a deoxi-Hb, quatro elétrons desemparelhados sao expostos em cada
centro de ferro, fazendo com que a molécula se torne fortemente paramagnética (PAULING;
CORYELL, 1936). A presenca de deoxi-Hb cria distor¢ées do campo magnético local, dentro
e ao redor dos vasos sanguineos. Essas distorcoes locais de campo fazem com que spins
tenham a frequéncia de precessao alterada, causando uma defasagem mais rdpida que por

sua vez acaba diminuindo o sinal de ressonancia magnética (RM).

Os resultados observados até entdo podem até parecer contraditorios. Esse fenomeno
também foi intrigante para os primeiros investigadores de imagens por ressonancia magnética
funcional (IRMf). Na verdade o que foi observado nas primeiras imagens feitas do tecido
cerebral durante a realizacao de tarefas com inalagdo de um gés com concentra¢do de 100%
de oxigénio foi um aumento na intensidade de sinal nas regioes neuronais ativas e ndo uma
reducdo (OGAWA et al., 1990).

Porém, o que acontece é que em resposta a ativacao de certas regides cerebrais,
ocorre dilacao anteriolar regional com o aumento do enchimento capilar de uma demanda
muito maior de sangue com oxi-Hb do que o necessério. Essa ideia foi apresentada por
Fox e colaboradores (FOX; RAICHLE, 1986) que demonstraram, usando PET que existe um
desacoplamento fisiolégico entre o aumento do FSCr e a demanda por oxigénio para producao
de energia. Em outras palavras, durante a ativacao neuronal, o FSCr aumenta, mas a CMRO»

ndo segue esse aumento.

Esse excesso de sangue oxigenado significa que a concentracao de deoxi-Hb nas éreas
ativas diminuird em relagdo a concentracao de oxi-Hb, fazendo com que haja uma diminui¢do

na susceptibilidade magnética da regido ativa. Entao, em regides que existe um excesso de
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deoxi-Hb em relacdo a oxi-Hb existird uma diminuicao no sinal de RM, mas o contrério nao é

verdade. Um esquema ilustrativo do efeito BOLD é apresentado na Figura 4A.

No contexto de CVR ndo existird uma ativacao regional, mas sim um aumento de
PaCO, de maneira global, fazendo que haja um aumento de FSC provocado pela acidez do
sangue, e como o sangue que chega ao cérebro € rico em oxi-Hb, esta por sua vez, aumentard
sua concentracdo em relacdo a deoxi-Hb, provocando o contraste BOLD (LIU; JILL; LU, 2019)
(Figura4B).

As vantagens de se escolher a técnica BOLD em comparacao as outras sao:

* Pode-se obter outros fatores de importancia vascular, como por exemplo o tempo do
inicio de resposta, duracdo e amplitude (MAZZETTO-BETTI et al., 2013).

¢ Maior sensibilidade.
Desvantagens:

* O sinal reflete uma interagdo complexa entre varios parametros hemodinamicos e

metabdlicos.
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[deoxi-Hb] [deoxi-Hb]

l
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ot e

Figura 4 - Esquema do efeito BOLD em atividade neuronal (A) e em desafios de hipercapnia
(B).

1.6 CVR-BOLD e desafio de hipercapnia

Uma das metodologias mais reportadas na literatura para o cdlculo de CVR é a de

inalacao de CO, com IRMf de contraste BOLD. A avaliacao de CVR consiste em métodos que
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usam a inalacao de CO, como um desafio fisiol6gico enquanto monitoram as mudancas nos
sinais hemodinamicos durante aquisicao de IRMf. Essa avaliacdao pode ter diferentes aspectos
metodoldgicos, incluindo o aparelho de distribuicao de gés, o paradigma do tempo do desafio
respiratorio, a sequéncia de imagens de ressonancia magnética e a andlise de dados. Mas a
medicdo de PETCO, é um componente importante em um experimento de CVR, a fim de
avaliar com precisdo a CVR, pois este parametro fisiol6gico significa a extensao ao qual o

sistema vascular é desafiado, isto €, a for¢ca do estimulo.

A entrega da mistura de gases dentro do ambiente do scanner de IRM nao é uma
tarefa trivial visto que: (1) todos os equipamentos devem ser nao-metalicos, (2) o sistema
deve funcionar dentro de um pequeno espaco entre a bobina e a cabeca do sujeito, (3) os
parametros fisiol6gicos relevantes, tais como PETCO, e a saturacdo de oxigénio arterial,
devem ser registrados com precisao de segundos e armanezados. Um esquema mostrando os

equipamentos necessdrios é apresentado na Figura 5.

10 1 14
5.;_ PETCOZ .
) (menHz) #1 Bolsa de mistura de gases
#2 Valvula de trés vias
15 A\ N\ #3 Valvula de duas vias de nao reinalagao
Oximetro de pulsa \ #4 Dlafl'ag ma

#5 Tubo de respiragao bucal

#6 Presilha Nasal

#7 Tubo de entrega de gas

#8 Adaptador de canulas

#9 Tubo de amostragem de gas
#10 Luer lock macho

#11 Filtro hidrofébico

#12 Tudo em forma de U

#13 Conector de cotovelo
— #14 Monitor de PETCOz2
#15 Monitor de oximetro de pulso

Figura 5 — Esquema dos equipamentos necessarios para desafio de hipercapnia. Adaptada de
Lu e colaboradores (LU et al., 2014).

Ar ambiente

Para experimentos de inalacdo de CO,, a entrega do estimulo pode acontecer de vérias
formas diferentes, mas o mais utilizado é o paradigma em bloco. Nessa metodologia os blocos
de ar ambiente e gés hipercdpnico sdao fornecidos ao sujeito de maneira intercalada, onde
a duracdo do bloco hipercapnico pode variar de 14 segundos (SECCHINATO et al., 2019)
até 2-3 minutos (TANCREDI; HOGE, 2013), e a duracao dos blocos de ar ambiente pode
seguir o mesmo raciocinio ou ter uma durac¢ao maior. Ainda nao existe nenhum protocolo
estabelecido. Existem algumas variagoes do paradigma em bloco, como a ndo periodizacao

dos blocos e a variacao da concentracao do CO; nos diferentes blocos.

Além do paradigma em blocos, existem variagdes como a entrega de CO; na forma

senoidal, em que o PETCO, é modulado na forma senoidal (HALANI et al., 2015) e também
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um paradigma em rampa em que PETCO, aumenta progressivamente até um nivel maximo
estabelecido (FISHER et al., 2017).

O célculo de CVR geralmente é feita pela razdo entre a variacao do sinal BOLD pelo
aumento de PETCO,. Entretanto, para dados com um grande nimero de pontos no tempo, é
necessaria uma andélise mais avancada, como uma regressao linear. Sabemos que em imagens
de RM os valores dos voxels sao variacoes de tons de cinza ao longo do tempo de aquisicao da
imagem. A regresdo linear busca explicar essas variacoes, chamadas varidveis dependentes,

por um conjunto de varidveis independentes. Na forma matricial temos:

-

)4l I X .. X Bo €0

Y. 1 X ... X €
2| _ 12 k2|, P + ¢ (1.3)

_YtA | 1 X1t . th‘ ﬁk‘ €k |
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Onde X é a matriz de varidveis que podem explicar a matriz Y, que por sua vez é o sinal

BOLD de cada voxel. Observe que a primeira coluna de X é um vetor de valores 1 referente ao

termo constante (intercepto) de cada equacao e os valores de f sdo parametros obtidos. De
forma mais resumida temos:

Y=Xx*P+e€ (1.4)

Para o célculo de CVR a variavel X é considerada a curva de PETCO; corrigida pelo
tempo em que o CO, demora para viajar do pulmao para o coragao, depois para o cérebro,
e s6 depois iniciar a mudanca de sinal BOLD. Esse tempo de atraso entre PETCO; e o sinal
BOLD pode ser determinado adiantando a série temporal de PETCO, em espacamentos de
tempo entre duas aquisicoes de IRM, conhecido do inglés, de time repetition (TR), e calcular
para cada adiantamento o coeficiente de correlacao cruzada entre as duas séries temporais,
de PETCO; e BOLD. O sinal BOLD usado aqui é geralmente com base em uma grande region
of interest (ROI) ou em todo o cérebro onde o sinal é confidvel. O valor de deslocamento que
produz o maior coeficiente de correlacdo cruzada é considerado o atraso “pulmao-cérebro’.
Em sujeitos saudéveis, esse tempo de atraso é aproxidamente 8 segundos (DONAHUE et al.,

2016a), mas varia para diferentes dreas do cérebro (LEONI et al., 2008).

Uma vez que a curva de PETCO,, é corrigida pelo atraso para interferir no sinal BOLD,

arelacdo matemadtica 1.4 fica:

ABOLD = PETCO, * 1 + o +€ (1.5)

Onde os parametros 5; e fo sdo obtidos na regressdo linear em todos os voxels.
Outros fatores também podem ser adicionados na regressao, como por exemplo os vetores de

movimento nos 6 graus de liberdade e a pulsacao cardiaca. Mas um cuidado especial precisa
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ser tomado para ndo incluir fatores que se correlacionam com o PETCO, interferindo nos
valores calculados de CVR. Feito isso, os valores de CVR para todos os voxels sdo obtidos partir
da referéncia a um estado correspondente ao PETCO; de linha base, valor médio minimo,

pela seguinte relacao:

o _ ﬂl(i)j) k)
CVRG,J. k)= Bo+min(PETCO,) * B1, J, k) e

1.7 CVR-BOLD em estado de repouso

Como foi visto até aqui, ndo hd uma padronizacao entre as caracteristicas do estimulo
vasodilatador, além do fato de necessitar que todos os equipamentos utilizados precisam ser
adaptados para o ambiente da sala de RM, o experimento € bastante desconfortavel para os
sujeitos, em especial para idosos. Com base na literatura, mesmo entre aqueles submetidos a
mapeamento CVR, até 24,3% sao incapazes de completar o desafios respiratorios (SPANO
et al., 2013). Essas consideracdes limitam significativamente a aplicabilidade clinica de téc-
nicas convencionais de CVR, e sdo particularmente dificeis para aqueles individuos idosos
com algum tipo de doenca cronica. Com isso, uma abordagem mais simples, padronizada,

repetitivel e reprodutivel poderia ser apresentada.

A motivacao de estudos que buscam uma nova abordagem para quantificar CVR
com base apenas em resting-state functional magnetic resonance imaging (rs-fMRI), sem a
necessidade de agentes invasivos, manipula¢do da respiracao ou inalacao de CO,, vem de
que esse sinal obtido engloba contribui¢des ndo neurais que podem ter origens de processos
fisiologicos intrinsecos (LIU, 2013), que geralmente ndo sdo tdo compreendidos em analises

de estudos com conectividade funcional.

A rs-fMRI se beneficia do contraste BOLD e tem sido amplamente utilizada para medir
a conectidade funcional do cérebro, baseada em sinais sincronizados de redes cerebrais (DIJK
et al., 2010). Entretanto, o sinal BOLD é apenas uma medida indireta da atividade neuronal
e é inerentemente modulado tanto pela atividade neuronal quanto pela fisiologia vascular
de maneira nao trivial (CHEN; GAUTHIER, 2021). A literatura sugere que o sinal de IRMf
baseado em contraste BOLD é fundamentalmente modulado pela fisiologia vascular local
(CHAMPAGNE et al., 2020; LIU et al., 2014; KANNURPATTI et al., 2011)

Wise e colaboradores, mostraram pela primeira vez a forte influéncia entre o sinal de
rs-fMRI e flutuacoes espontaneas no PETCO, (WISE et al., 2004). Nesse mesmo raciocinio,
Liu e colaboraradores demonstraram que essa componentes do sinal BOLD em estado de
respouso pode ser um substituto da monitoracdo do PETCO, para a quantificacdao de CVR (LIU
etal., 2017), mas em uma banda de frequéncia ligeiramente diferente do que foi proposto por
Wise e colaboradores. Nesse mesmo estudo, os autores validaram a hipotese, onde os mapas

de CVR apresentavam grande semelhancga espacial com o método de hipercapnia, tanto em
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sujeitos sauddveis quanto pacientes com doenca de moyamoya. Outros estudos seguiram a
mesma metodologia, em pacientes com estenose careotidea assintomética (SECCHINATO et
al,, 2019), e AVC isquémico (TANEJA et al., 2019).

As flutuagoes do sinal BOLD atribuidas as variacoes de CO, podem ser extraidas
aplicando uma filtragem temporal na primeira variavel de por exemplo, 0,02-0,04 Hz (LIU et
al., 2017; SECCHINATO et al., 2019), 0-0,025 Hz JAHANIAN et al., 2014) ou 0-0,05 Hz (WISE
et al., 2004), e até mesmo por fatoragdo de outros sinais fisioldgicos dos dados do estado de
repouso (GOLESTANI; WEIL; CHEN, 2016). Feito isto, é possivel seguir com a regressdao da
Equacao 1.5 substituindo a curva de PETCO, pelo sinal BOLD filtrado em determinada banda
de frequéncia que melhor se correlacionada com a primeira em questao, produzindo um
indice CVR para cada voxel. Normalizando todos os indices pela média global calculada é

obtido o mapa de CVR em estado de repouso em escala relativa.

O diagrama da Figura 6 ilustra as etapas do procedimento da metodologia de mapea-

mento de reatividade cerebrovascular em estado de repouso.
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Figura 6 — O diagrama mostra as etapas do procedimento da metodologia de mapeamento de
reatividade cerebrovascular em estado de repouso.

Devido a sua simplicidade e implementacao barata, essas estratégias podem oferecer
uma nova oportunidade para a aplicacdao do mapeamento CVR como uma ferramenta clinica

e de pesquisa poderosa.
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1.8 Tempo de atraso

Outra grandeza que desperta o interesse de varios estudos é o tempo de atraso de
resposta hemodinamica, ou deslocamento temporal, conhecido como time shift (TS). O sinal
BOLD pode ser atrasado em regides do cérebro onde a circulagdo sanguinea é afetada (LV et al.,
2018). Portanto, esses fatores devem ser levados em consideracdo ao projetar experimentos

de conectividade funcional, especialmente em pacientes com doencas vasculares.

Recentemente estudos estdo mostrando que a dinamica das componentes de baixa
frequéncia do sinal BOLD podem ser usadas para avaliar o comprometimento do estado
hemodinamico de pacientes com AVC (LV et al., 2013; NI et al., 2017; AMEMIYA et al., 2014).
Essa dindmica geralmente é identificada por atrasos, da ordem de segundos, nas flutuacoes
de rs-fMRI que sdo obtidos através de correlagdes cruzadas do sinal BOLD de cada voxel
com algum sinal de referéncia. Esta técnica foi aplicada com diferentes escolhas de sinais de
referéncia, incluindo sinal da substancia cinzenta (SIEGEL et al., 2016), sinal homoté6pico do
hemisfério nao lesado (BAUER et al., 2014), e sinal de mdscaras que sao iteradas (NISHIDA et
al., 2019). A Figura 7 ilustra a metodologia de correlagdo entre todos os voxels com alguma
curva de referéncia (em vermelho), fazendo adiantamento (em em cinza) e atrasando (em

vermelho).

Série temporal
de referéncia

g o>

Correlacao

Série temporal *
de todos os
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Figura 7 - Metodologia de correlagdo entre todos os voxels com alguma curva de referéncia
(em vermelho), fazendo adiantamento (em em cinza) e atrasando (em vermelho),
para obtencdo do mapa de deslocamento temporal.
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E importante notar que o atraso pode ser visto em areas de déficit de perfusao, con-
forme medido por imagem ponderada por perfusdo com contraste, como a MTT e o tempo ao
pico (TTP) (LV et al., 2013; AMEMIYA et al., 2014) e também com a ASL (SIEGEL et al., 2016).
Além disso, também é uma metodologia ndo invasiva que se correlaciona com alteracdes de
CVR para identificar tecidos em risco de AVC isquémico (NISHIDA et al., 2019). Tal grandeza
se torna interessante para o estudo a partir de que o AVC isquémico interrompe o suprimento
vascular do cérebro, nao apenas dentro, mas também fora das dreas de infarto e essas areas
adjacentes podem ser suceptiveis a novos eventos de falta de suprimentos hemodinamicos,
chamada de regido de penumbra, que pode ser salva, justificando o interesse em delinear

essas regioes precocemente (EBINGER et al., 2009).
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2 Motivacao

Do ponto de vista metodolégico, seria importante apresentar um modelo de avaliacao
da reatividade cerebrovascular mais simples, padronizado, repetitivel e reprodutivel para
conseguir atenter individuos que nao conseguem realizar o experimento de hipercapnia.
Além do fato do desconforto do sujeito, como por exemplo nao se sentir seguro a inspirar
uma mistura de gases, prendendo a respiragao e tornando os resultados muitos imprecisos,

todo o aparato experimental ndo seria necessdario.

Esse aparato experimental precisa ter algumas observacdes especiais: 1) todos os
componentes devem ser nao metélicos, compativeis com o ambiente de RM; 2) o dispositivo
de entrega do gas (mdscara, por exemplo) deve caber entre a bobina de cabeca (de recep¢ao
do sinal) e o individuo; 3) o sistema deve funcionar na posi¢do deitada (conforme o aparelho
de ressondncia magnética) em vez de sentado, sem desconforto; 4) parametros fisiolégicos
relevantes, como por exemplo o CO; expirado (PETCO,, uma aproximacao do contetido de
CO3 no sangue arterial) deve ser registrado com precisao de segundos e armazenado em um
computador para uso de andlise. Esses problemas podem limitar o escopo das aplicacoes de

mapeamento de CVR.

Do ponto de vista clinico, ainda ha diividas de como deve ser o manejo de pacientes
com estenose de carétida assintomatica (ECa). Por um lado, existe a possibilidade do pro-
cedimento cirdrgico como a endarterectomia ou angioplastia com stent de carétida, que
sdo dois procedimentos que consistem na desobstru¢do do vaso sanguineo e, por outro
lado, apenas o acompanhamento médico regularmente sem a intervencao cirtrgica. Assim,
a avaliacdo da hemodinamica cerebral, ndo invasiva, em respouso, nesses pacientes pode

ajudar a estratificd-loa quanto a necessidade de procedimento cirtrgico.

Nossa hipdtese é que pacientes com ECa unilateral severa irdo apresentar alteragoes
regionais de CVR e TS, comparados a individuos sem doenca carotidea e mesma faixa etéria.
Porém, esperamos observar variabilidade entre os pacientes, que poderd ajudar na sua

estratificacao.
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3 Objetivo geral

Nosso principal objetivo foi aplicar o novo método de mapeamento de CVR usando
dados de IRMf com contraste BOLD adquiridos em estado de repouso sem a necessidade de
desafios de hipercapnia, além da obten¢cao de mapas de TS com esses mesmos dados, para a

avaliacdo da hemodinéanica cerebral em pacientes com ECa.

3.1 Objetivos especificos

* Verificar a frequéncia de filtragem temporal do sinal BOLD em estado de repouso para
obtenc¢do do mapa de rs-CVR, através da correlacdo com mapas de CVR para pausa

respiratoria e inalacdao de COs.

e Testar a utilidade dessa nova abordagem de rs-CVR em estado de repouso para detectar

déficits de CVR em um grupo de pacientes com ECa unilateral severa.

* Obter os mapas rs-CVR para diferentes atrasos de sinal global usados como a varidvel
independente na andlise de regressao dos dados dos pacientes com ECa unilateral

severa.

 Testar a utilidade da abordagem de TS em um grupo de pacientes com doenca de ECa

unilateral severa.
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4 Casuistica e métodos

Trata-se de um estudo de coorte transversal de sujeitos com estenose carotidea assin-

tomadtica unilateral grave (70%).

4.1 \Verificacao da frequéncia de filtragem temporal

A verificacdo da faixa de frequéncia para a filtragem temporal foi realizada em duas

partes.

Na primeira parte, compararam-se os resultados obtidos para CVR em repouso e CVR
em hipercapnia (inalagdo de CO;) em pacientes com ECa unilateral severa. Foram utilizados
dados adquiridos no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Cinco
pacientes (70 + 3 anos; 3 mulheres, 2 homens) com ECa unilateral severa e cinco sujeitos
controles (65 + 3 anos; 2 mulheres, 3 homens) participaram do estudo aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da instituicao, apés lerem e assinarem o termpo de consentimento livre
esclarecido (Anexo A.1 para pacientes e Anexo A.2 para controles). Os dados demogréficos dos
pacientes sdo apresentados na Tabela 4.1.1. Todos os sujeitos foram submetidos a aquisicoes
de IRMf com inalacao de CO, em uma mistura de 5% intercalados por blocos de respiracao

natural.

J& na segunda parte, também foram comparados os resultados de CVR para respouso
e hipercapnia (pausa respiratéria) em um grupo de idosos saudaveis. Foi usado uma amostra
de 23 sujeitos sauddveis (67 + 6 anos) do banco de dados mantido pelo Instituto Nathan Kline
situado em Orangeburg em Nova York, que compde o Rockland Sample (NKI-RS) (NOONER et
al,, 2012). As aquisicoes de IRMf foram feitas em repouso e com desafio de pausa respiratoria.
Para o dltimo caso, o protocolo consistiu em 7 blocos de respiracao normal com duragdo de

12 segundos intercalados por 7 blocos de pausa respiratéria com duragdo de 18 segundos.

4.1.1 Parte 1: Correlacdo entre rs-CVR e CVR em hipercapnia em ECa

As imagens foram adquiridas em um scanner 3T MR (Philips Medical Systems, Ho-
landa) usando uma bobina de recepc¢do de 32 canais. Para referéncia anatdmica, as imagens
estruturais foram adquiridas usando uma sequéncia gradiente eco (GRE) ponderada em T1
com os seguintes parametros: TR = 6,7 ms, TE = 3,1 ms, angulo de rotacao = 8°, matriz = 256 x

256, nimero de cortes = 180, espessura de corte = 1 mm, tamanho do voxel =1 x 1 x 1 mma3.

Imagens de rs-fMRI foram adquiridas usando uma sequéncia GRE com leitura eco-
planar (em inglés, Echo planar imaging (EPI)) e os seguintes parametros: TR = 2000 ms, TE =

30 ms, matriz = 128 x 128, FOV = 230 x 230 mm?, nimero de fatias = 31, espessura de corte
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Tabela 1 — Dados demogréficos dos pacientes para o estudo da correlacao
entre rs-CVR e CVR em hipercapnia em ECa.

Grau da estenose Grau da estenose

Paciente  Idade Sexo esquerda (%)!  adireita (%)!
pl 81 B >70 <30
p2 65 F >70 50
p3 65 M 50 570
p4 71 F - >70
pS 68 M - >70

10 grau da estenose é medido como a porcentagem do diametro do vaso
ocupado pela oclusao.

=4 mm, 200 volumes. Imagens BOLD durante a inalacdo de CO, foram adquiridas usando
uma sequéncia GRE com leitura EPI e os seguintes parametros: TR = 1000 ms, TE = 30 ms,
matriz = 128 x 128, FOV = 230 x 230 mm?, nimero de cortes = 20, espessura de corte = 4 mm,
250 volumes. O paradigma de bloco consistia em cinco blocos de inalacao de CO; (duracao:
14 segundos cada), intercalados por seis blocos de respiracao normal (duragdo: 30 segundos
cada). O aparato experimental foi descrito anteriormente por Leoni e colaboradores (LEONI
etal., 2017).

As imagens funionais em repouso e de inalacao de CO, foram pré-processadas usando
o software Statistical Parametric Mapping (SPM) e rotinas proprias escritas em MATLAB

(MathWorks Natick, Massachusetts). As etapas do pré-processamento foram:

1. Reorienta¢do das imagens tendo a comissura anterior de cada individuo como referén-

cia;

2. Correcao do tempo entre as fatias, pois essas foram adquiridas sequencialmente com
diferenca temporal entre elas;

3. Correcao do movimento da cabeca entre os volumes;
4. Coregistro com imagens estruturais;
5. Normalizacdo para o espa¢o padrao do Montreal Neurological Institute (MNI);

6. Suavizacao espacial com filtro gaussiano de 6 mm de largura a meia altura nas trés

direcoes.

Para o mapeamento de de CVR com inalacao de CO» foi realizada uma regressdo linear

onde a varidvel dependente foi o sinal de todos os voxels da imagem e a varidvel independente
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foi a curva preditora (equacao 1.4). Essa consistia nos blocos dos periodos de inalacao de
CO, corrigidos pelo atraso vascular e, posteriormente, convoluidos com a funcao de resposta
hemodinamica. Essa correcao se deu de forma a maximizar a correlacao entre os blocos com
o sinal global médio de cada individuo. O mapa de CVR foi obtido pelos coeficientes de f
de todos os voxels divido pelo valor médio calculado dentro do cérebro todo, pois ndo foi

monitorada a curva de PETCO, durante o experimento.

Para o mapeamento de CVR com imagens rs-fMRI, foi feita a remog¢do da componente
linear do sinal de todos os voxels além da filtragem temporal em bandas de frequéncia
especificas. As bandas utilizadas foram de 0-0,01Hz; 0,01-0,02Hz; 0,02-0,04Hz; 0,04-0,08 e
0,08-0,2Hz. A partir disso, foi obtida a média temporal do sinal global, em cada caso, que
posteriormente foi usada como regressor, como mostrado em detalhes em (LIU et al., 2017).

Um esquema ilustrando a metodologia é apresentado na Figura 8.

e ™~

Inalagao de COz

-

[ Regresséo linear

e
' ‘ Mascara global
/ [ Linear )
" | detrending )

Estado de repouso

—
Filtragem ‘
\_ | temporal*

Figura 8 - Metodologia para mapeamento de CVR com inalacdo de CO2 e em estado de
repouso. (*) Indica todas as 5 bandas de frequéncias utilizadas.

Feito isso, foi feita uma correlacdo linear entre todos os pontos dentro da mdascara

global do cérebro obtidos entre as duas andlises descritas.

4.1.2 Parte 2: Correlacao entre rs-CVR e CVR em pausa respiratéria

Essa parte do trabalho teve como objetivo aumentar o nimero de sujeitos idosos
analisados para confirmar a banda de frequéncia mais adequada para o mapeamento de CVR
em estado de repouso. Para isso, novamente os resultados obtidos diferentes filtragens foram

correlacionados com CVR em pausa respiratoria.

As imagens utilizadas foram adquiridas por um scanner Siemens Magnetom TrioTim
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multibanda. Para a sequéncia estrututal foram utilizados os seguintes parametros: TR/TE =
1900/2,52 ms, FOV=250 x 250 x 250 mm e com tamanho de voxel isotropico de Imm. J& para
as imagens BOLD: TR/TE = 1400/30 ms, FOV=224 x 224 x 224 mm, com tamanho de voxel
isotropico de 2mm, totalizando 4,5 minutos de aquisicdao. O desafio de pausa respiratéria
consistiu em 7 blocos de respiracao normal com duracado de 12 segundos intercaldados por 7

blocos de pausa respiratéria com duragdo de 18 segundos.

Para o mapeamento de CVR, tanto com a metodologia de pausa respiratéria, quanto
com a metodologia em estado de repouso, foi feito o mesmo processamento descrito na Se¢ao
4.1.1, com a diferenca de que o regressor foi o envelope da curva individual que mensurava o

controle da respiragdo por uma cinta que permitia captar a deflexdo torécica.

4.2 rs-CVR em pacientes com ECa unilateral severa

Nessa parte do estudo, aplicamos a metodologia com rs-fMRI em vinte pacientes
com ECa unilateral severa (12 mulheres; 8 homens; idade média = 67 + 10 anos) e vinte
controles sauddveis (8 mulheres; 12 homens; idade média = 68 + 7 anos) ap6s a assinatura do

consentimento de participacao. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Instituicao.

Os critérios de inclusao dos pacientes foram estenose da artéria carétida, unilateral,
severa (maior que 70%) ou oclusdo e, para os controles, auséncia de estenose ou oclusio,
identificada por um neurorradiologista experiente por meio de angiografia por ressonancia
magnética. Os critérios de exclusdo para pacientes e controles foram histéria de qualquer
evento cerebrovascular (AIT, AVC isquémico, etc); presenca de estenose bilateral severa
(maior que 70%); presenca de doencgas neurolégicas, como epilepsia, esclerose multipla,
esclerose lateral amiotréfica, tumor cerebral, doenca de Binswanger e deméncia; distirbios
psiquidtricos; dependéncia de dlcool e/ou outras substancias neurotdxicas nos ultimos 12

meses; distirbios da comunicacao verbal; gravidez; claustrofobia; e contra-indicagdes de RM.

As informacoes demograficas de todos os pacientes estdo listadas na Tabela 2, sendo

0s cinco primeiros pacientes os mesmos do estudo anterior.

As imagens BOLD-MRI em estado de repouso e estruturais foram adquiridas com
0 mesmo protocolo e analisadas com o mesmo procedimento descritos na secao 4.1.1. A
partir dos mapas de rs-CVR, os valores foram quantificados para as regioes do template de
territorios arteriais de Mutsaerts e colaboradores, totalizando dezoito regioes de interesse
(MUTSAERTS et al., 2015) (Figura 2).

Feito isso, a normalidade dos valores de CVR foi testada pelo método de Kolmogorov-
Smirnov, e esses valores foram submetidos a anélise estatistica intra-sujeito no software R (R
Core Team, 2020), usando ANOVA de dois fatores com medidas repetidas e teste post-hoc de

Tukey, para testar a hip6tese de diferencgas significativas entre hemisférios e territérios dentro
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Tabela 2 — Dados demogréficos dos pacientes com ECa unitaleral severa para avaliacdao da

rs-CVR.

. Grau da estenose  Grau da estenose
Paciente  Idade Sexo aesquerda (%)!  adireita (%)’
pl 81 F >70 <30
p2 65 F >70 50
p3 65 M 50 >70
p4 71 F - >70
pS 68 M - >70
p6 82 F 30 >70
p7 68 F >70 -
p8 62 F >70 <50
p9 77 M >70 <30
plo 83 M >70 <30
pll 77 M - >70
pl2 67 F >50 >70

pl3 67 F >70 -
pl4 59 F >70 -
pl5 56 F - >70
pl6 61 M - >70
p17 52 F >70 -
pl8 70 M - >75
p19 53 F >70 -
p20 53 F - >70

10 grau da estenose é medido como a porcentagem do diametro do vaso
ocupado pela oclusao.

dos grupos. Essa andlise foi realizada para cada grupo separadamente. Em seguida, os valores
de CVR foram comparados entre os grupos usando 0s mesmos testes estatisticos. Nesse caso,
para o grupo controle, foram utilizados o valor médio de CVR entre os hemisférios direito e

esquerdo para uma mesma regido. Significancia estatistica foi considerada para p < 0,05.

4.3 Tempo de atraso em pacientes com ECa unilateral severa

Os mesmos sujeitos citados na secdo 4.2 participaram desse estudo. Os dados foram
adquiridos e pré-processados conforme descrito anteriormente na secao 4.1.1, seguido por
uma remocao adicional de tendéncia linear e filtragem temporal com banda de frequéncia de
0,02a0,12 Hz.

O método para se obter um mapa de TS é descrito em detalhes em (NISHIDA et al.,
2019). Resumidamente, usamos o sinal médio do cérebro inteiro para criar uma série temporal

de referéncia inicial, que foi correlacionada com todas as séries temporais de todos os voxels
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no cérebro. Os voxels com coeficiente de correlacdo superior a 0,2 foram agrupados em uma
nova mascara e a série temporal média dessa nova méscara foi usada como a nova referéncia
para o procedimento recursivo. A série temporal de referéncia foi atualizada recursivamente
usando o sinal combinado de voxels com o critério de correlacao atendido (r > 0,2). O passo
para a atualizac¢do foi 0,5 s ou -0,5 s. Esse procedimento foi repetido oito vezes para atingir o
rastreamento de + 4 s. E apresentado um diagrama esquematico ilustrando o procedimento
na Figura 9.

Pré-processamento

— — | & Extracio da série
temporal global
e Correlagao com

todos os voxels. Se
r>0,2, indice TS=0
seg.

e Cria-se uma nova mascara
com esses voxels

'

e Média do sinal desses
voxels. Adianta ou atrasa
em 0,5 seg

e Correlagdo com todos os
voxels. Se r>0,2, indice
TS=+0,5 seg.

'

e Cria-se uma nova mascara
com esses voxels

e Correlagdo com todos os
voxels. Se r>0,2, indice
TS=+0,5 seg.

!

8 passos
(+4 seg)
terminou?

Nao Sim —= Fim

Figura 9 - Esquema ilustrativo do método iterativo para o mapeamento do deslocamento
temporal (TS).
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5 Resultados

5.1 Verificacao da frequéncia de filtragem temporal

5.1.1 Parte 1: Correlacao entre rs-CVR e CVR em hipercapnia em ECa

A Figura 10 mostra os coeficientes de correlacao de Pearson entre os valores de rs-CVR
obtidos da filtragem do sinal com diferentes bandas de frequéncia, com os obtidos para
inalacdo de CO». A correlacao foi significativamente mais forte quando as séries temporais
foram filtradas em 0,02-0,04 Hz, em compara¢ao com as outras bandas de frequéncia (p <
0,05).Isso sugere que o componente do sinal BOLD em estado de repouso em uma banda
de frequéncia de 0,02-0,04 Hz fornece uma melhor corre¢dao com o PETCO,. Além disso, os
mapas rs-CVR para frequéncia de banda de 0,02-0,04 Hz, mostraram bom contraste entre as

substancias cinzenta e branca, e concordancia espacial com os mapas de CVR com CO».

all
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Figura 10 — Coeficientes de correlacao de Pearson entre os valores de reatividade cerebrovas-
cular obtidos para o estado de repouso (rs-CVR), filtrados para diferentes bandas
de frequéncias, comparados com aqueles obtidos durante a inalacao de CO,. (*p
< 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). Figura adaptada de Secchinato e colaboradores
(SECCHINATO et al., 2019)

A Figura 11 mostra os resultados para quatro pacientes representativos. Os coeficientes
de correlacao de Pearson entre os valores de rs-CVR e CVR com CO, foram superiores a 0,60
para todos os participantes. Por fim, os mapas de rs-CVR de pacientes mostraram déficits

principalmente nas regioes do cérebro irrigadas pelas ACM, ramos da ACI, no hemisfério



54 Capitulo 5. Resultados

ipsilateral a estenose de grau severo. Tais alteracoes foram observadas em regioes similares
nos mapas de rs-CVR e HC-CVR.

rs-CVR

CVR com CO2

. e 1=0T .
- ~ s :’v',‘:‘ - o~ -
- g PR R
Q- Bl 2 5 .
0 Fae B T
= AT 2
1 0 1 2 3 ' -1 0 1 2 3 " -1 0 1 2 3 -1 0 1 2 3
CVR com CO:z CVR com CO2 CVR com CO2 CVR com CO2

Figura 11 — Mapas de CVR obtidos com BOLD-MRI adquiridos durante o estado de repouso
(rs-CVR, primeira linha) e durante a hipercapnia (CVR com CO,, segunda linha).
Foi observada boa correlacao entre os valores de CVR obtidos pelos dois métodos
(terceira linha; r: coeficiente de correlacao de Pearson; com todos os valores sendo
p <0,05). Uma fatia de cada paciente é mostrada em orientacao radiolégica. D:
direita; E: esquerda.

5.1.2 Parte 2: Correlacao entre rs-CVR e CVR em pausa respiratéria

A Figura 12 mostra os mapas médios de CVR obtidos com pausa respiratéria e também
com cada banda de frequéncia analisada. Nao foi apresentada nenhuma diferenca signifi-
cativa entre a metodologia de pausa respiratéria com valores obtidos em cada banda de

frequéncia para as regioes do template analisado.

Para comparar as bandas de frequéncias analisadas, também é apresentado um his-
tograma dos valores de CVR de ambas as metodologias. Podemos ver que para a banda de
frequéncia de 0,02-0,04Hz, o histograma mais se sobrepoem aos valores de CVR calculados

em pausa respiratoria.
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5.2 rs-CVR em pacientes com ECa unilateral severa

A Figura 13 mostra os mapas de rs-CVR de todos os individuos de ambos os grupos.
A andlise ANOVA do grupo controle ndao mostrou efeito do hemisfério (p = 0,32), mas um
efeito significante do territério vascular (p = 107'%) nos valores de rs-CVR. Para ambos os
hemisférios, a parte proximal do territério da ACA apresentou rs-CVR reduzida em relacao
as porcdes intermedidria e distal (p = 10%), e a parte proximal do territério ACM apresentou

rs-CVR reduzida quando comparada 2 porcao distal (p = 1073).

Para os pacientes, ndo foi observada diferenca estatistica entre os hemisférios (p =
0,18). No entanto, diferencas significativas foram observadas entre as regioes (p = 10716). Para
ambos os hemisférios, valores reduzidos foram observados para a parte distal do territério
ACA em relacdo a por¢do proximal (ipsilateral, p = 107°; contralateral, p = 107°) e também em

relacdo a porcdo intermedidria (ipsilateral, p = 10"; contralateral, p = 10™%)

Uma vez que nao foi encontrada diferenca significante nos valores médios de CVR
em relacdo aos hemisférios esquerdo e direito para o grupo controle, os valores médios das
nove regioes foi calculado entre os dois hemisférios para comparacao com os pacientes. A
nova andlise apresentou os mesmos resultados da anterior, com achados adicionais, como

apresentado na Figura 14.

Para o grupo controle, a parte intermedidria do territério da ACP apresentou valores
meédios de CVR maiores do que para a regido proximal (p = 0,03). Para os pacientes, foram ob-
servados valores reduzidos para a parte intermedidria do ACA quando comparada a proximal
(ipsilateral, p = 0,003; contralateral p = 10-4), e para a ACM proximal quando comparada a
distal (ipsilateral, p = 0,008; p contralateral = 0,007). A média da CVR foi significativamente
maior no territério do ACP intermedidrio do que no territério distal do PCA para o hemisfério

ipsilateral a estenose (p = 0,01).

Além disso, os valores médios de CVR para o territério distal do ACA em pacientes fo-
ram significativamente menores em ambos os hemisférios (ipsilateral, p = 0,008; contralateral
p =0,009) quando comparados aos controles. No entanto, para o territério ACA proximal, esses
valores foram significativamente maiores para os pacientes (ipsilateral, p = 10-5; contralateral

p = 10-5) do que para o grupo controle.

Também obtivemos os mapas rs-CVR para diferentes atrasos de sinais globais usados
como variavel independente na anélise de regressao dos dados dos pacientes, apresentados

na Figura 15.

A maior parte dos pacientes apresentaram mapas rs-CVR semelhantes para todos
os atrasos, mas alguns demonstraram depedéncia com essa série temporal atrasada. Por
exemplo, o paciente 10 mostrou rs-CVR reduzida no territério ACM do hemisfério ipsila-
teral a estenose severa (esquerda) independente do atraso do sinal global para regressao.

Porém, o paciente 15 apresentou valor de CVR reduzido no hemisfério direito, ipsilateral a
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estenose severa, sem deslocamento temporal (TS = 0 s), mas aumentou gradativamente até o

deslocamento de 4 segundos.

5.3 Tempo de atraso em pacientes com ECa unilateral severa

A Figura 16 mostra o mapa de TS de cada individuo. Deslocamentos temporais mais
longos sdo exibidos em cores quentes. Para o grupo controle, a anadlise ANOVA ndo mostrou
efeito de hemisfério (p > 0,5), mas um efeito significativo do territério vascular (p = 107).0
valor de TS foi maior para o territério esquerdo do ACA do que para o territério esquerdo do
ACP (p =0,01). Ao agrupar os valores para ambos os hemisférios, o TS para o territério ACA
proximal apresentou valores maiores do que para os territérios ACA intermedidrio (p = 0,007)
e distal (p = 10™%) (Figura 17).

Os valores de TS foram maiores nos pacientes nas trés partes do territorio da ACM e
na parte distal do territério ACP, no hemisfério ipsilateral, quando comparados aos territérios
correspondentes no grupo controle (proximal p = 0,004; intermedidria e distal p = 0,002),
como apresentados na Figura 17. Além disso, nos pacientes, a TS foi maior na ACM ipsilateral

distal em comparacdo com a mesma regiao do hemisfério contralateral (p = 0,002).

E possivel observar a variabilidade entre os individuos, principalmente entre os pacien-
tes. Os mapas de TS de alguns pacientes (por exemplo, p3, p4 e p11) foram muito semelhantes
aos mapas dos controles. Entretanto, os mapas de outros pacientes (por exemplo, p6, pl12 e

p17) mostraram deslocamentos temporais mais longos em determinadas regioes cerebrais.

A Figura 18 mostra a correlacao negativa entre os valores de CVR e TS para os pacientes
(Figura 18A) e controles (Figura 18B). A normalidade das variéveis foi avaliada usando o Teste
de Kolmogorov-Smirnov (p = 0,39). A correlacao de Pearson mostrou um TS mais alto para

um indice CVR mais baixo, sugerindo que as metodologias sdo complementares.
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Figura 12 — Comparacdo entre o mapa médio de CVR do grupo obtido a partir desafio de
pausa respiratoria e em estado de repouso. Na minha linha é apresentado o mapa
de CVR em pausa respiratoria; na segunda linha o mapa de CVR em estado de
repouso obtidos com determinadas frequéncia; e na terceira linha os histogra-
mas dos valores de CVR de ambas metodologias comparado com CVR em pausa

respiratoria.
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Figura 13 — Mapas de reatividade cerebrovascular em estado de repouso (rs-CVR) para pacien-
tes (a esquerda) e para controle saudaveis (a direita). Os mapas estdao em unidades
relativas. D = direita; E = esquerda.
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Figura 14 — Reatividade cerebrovascular em repouso (rs-CVR) para os territérios das artérias

cerebrais dos pacientes, ambos os hemisférios (ipsi e contralateral ao lado da
estenose severa) e controles. Sdo apresentadas diferencas estatisticas significantes
dentro dos grupos (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001) e entre os grupos (++ p <0,01;

+++ p <0,001).



60 Capitulo 5. Resultados

4
(2]
I
7]

>

T Lopt

L
@em, Ploe, 270
':’\.1""!

b
T
b 4

34
;
W
P
Az

A
+
o
'

!

e, W
.1{41 Xeorae

53

5-;'
"2.'3‘ 4

N
3

» P
36

p18

255
o ¢

0]
Valor relativo de CVR

Figura 15 — Mapas de reatividade cerebrovascular em estado de repouso (rs-CVR) usando
o sinal global atrasado para regressao linear. A série temporal do sinal global
foi atrasada em deslocamentos de 1 segundo até 4 segundos (deslocamentos
temporais (TS) de 0, 1, 2, 3 e 4 segundos). Uma fatia € mostrada para cada atraso e
cada paciente.
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Figura 17 — Indice de deslocamento de tempo (TS BOLD) para os territérios da artéria cerebral
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ajustado) foram apresentados.
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6 Discussao

Na primeira parte do estudo, buscamos verificar a banda de frequéncia mais adequada
para filtrar o sinal BOLD em estado de repouso a fim de obter mapas de rs-CVR similares
aqueles obtidos sob hipercapnia (pausa respiratoria e inalacao de CO;). Nos ultimos anos,
estudos tém mostrado que o sinal BOLD em estado de repouso em baixas frequéncias possui
informacdes relacionadas as mudancas de PETCO, (LIU et al., 2017; TANEJA et al., 2019;
JAHANIAN et al., 2014; WISE et al., 2004; SECCHINATO et al., 2019), sugerindo uma alternativa
para a avaliagdo de CVR. Entretanto, esses estudos nao fizeram essa avaliacao em idosos,

como realizado no presente estudo.

Na segunda parte foi apresentada a aplicacdo da metodologia na avaliacdo de pacien-
tes com ECa unilateral severa, mostrando o mapeamento de CVR e TS. Em geral, os pacientes
nao apresentaram diferencas de rs-CVR entre os hemisférios. Porém, apresentaram TS alte-
rado em regides irrigadas pela ACM, enquanto o grupo controle ndo apresentou diferencas
hemisféricas para ambas as medidas. Alteragoes regionais semelhantes foram observadas
ao analisar visualmente mapas individuais de CVR e TS. Tais parametros apresentaram cor-
relacdo negativa quando analisamos os valores de CVR e TS de todas as regioes de todos
os sujeitos juntos. Porém, mesmo separando em pacientes e controles, podemos ter um
erro associado ao paradoxo de Simpson onde pode acontecer que essa relacao linear esteja
presente em uma ou mais regioes, mas ndo em todas, e na média final, ndo existir relagao
entre as variaveis mostradas (TU; GUNNELL; GILTHORPE, 2008).

Para usar os dados rs-BOLD para o mapeamento de CVR, é crucial identificar a faixa
de frequéncial ideal na qual a componente de sinal é relacionada as mudancas de PETCO,
e, portanto, a vasorreatividade. Mostramos na primeira parte desse topico, que a frequéncia
6tima seria de 0,02-0,04Hz. Entretanto, para a atividade de pausa respiratéria, nao observamos
diferencas significantes entre os valores de CVR calculados em desafio vasodilatador com as
cinco bandas de frequéncia analisadas no template utilizado. Porém, visualmente, a filtragem
na frequéncia de 0,02-0,04 Hz forneceu os mapas de CVR mais similares com o mapa de
pausa repsiratoria, do que as outras bandas analisadas. Essa mesma faixa de frequéncias foi
utilizada em estudos anteriores (LIU et al., 2017; TANEJA et al., 2019; SECCHINATO et al.,
2019).

E relevante ressaltar que aquisicdes com desafio de pausa respiratéria sdo muito
desconfortaveis e introduzem uma componente de erro relacionado ao movimento da cabeca
do individuo. Esse movimento da cabec¢a acaba por ser sincrono aos periodos em que o
individuo precisa prender a respiracao, interferindo na anélise dos resultados para obtencao
dos mapas de CVR (MOIA et al., 2021). Além disso, o desempenho dos individuos pode variar

bastante, fazendo com que os valores de CVR se tornem muito varidveis entre os individuos
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para uma mesma regidao (MOIA et al., 2020).

Além disso, recentemente Liu e colaboradores exploraram os dados de 170 sujeitos
com inalacdo de CO; e encontraram que a frequéncia 6tima seria de 0-0,1164 Hz (LIU et al.,
2021). Esses resultados mostram que a frequéncia de 0,02-0,04 Hz que foi analisada nesse
trabalho, pode ser um pouco restritiva, apesar de ser a banda de frequéncia que mais se
correlaciona com PETCO, em estado de respouso (LIU et al., 2017). Entretanto, nesse mesmo
estudo, Liu e colaboradores aplicaram a banda de frequéncia de 0,02-0,04 Hz e reportaram
que o resultado ainda teve uma alta correlacdo espacial com o mapa de referéncia de inalacao
de COs.

As medicoes de CVR sob hipercapnia tém sido amplamente realizadas no envelheci-
mento normal e doencas cerebrovasculares (LEONI et al., 2017; TANEJA et al., 2019; BLAIR
et al., 2020). Apesar de seu alto potencial clinico, o mapeamento CVR durante a ressonancia
magnética ndo é amplamente utilizado na rotina médica. A limita¢do mais relevante do uso
da hipercapnia é a necessidade da contribuicao do paciente. A retencao da respiracao normal-
mente aumenta o desconforto e o movimento durante um exame de ressonancia magnética, e
a inalacdo de di6xido de carbono pode causar complicacoes transitérias, como dor de cabeca
e tontura, especialmente para pacientes com doencas agudas (LIU; JILL; LU, 2019). Além
disso, a necessidade de aparelhos adicionais exige profissionais treinados e custos extras.
Por outro lado, outros parametros relacionados a caracteristicas temporais da hemodinamia
cerebral, como TTP e MTT, que sdao amplamente usados para avaliacdo da perfusdo sanguinea
cerebral, sdo obtidos a partir de imagens por ressonancia magnética ponderadas em perfusao
com o uso de agente de contraste exogeno (LV et al., 2013; AMEMIYA et al., 2014; NI et al.,
2017).

Nosso estudo é o primeiro que utilizou ambas as abordagens (rs-CVR e TS) para
avaliar um grupo de pacientes ECa unilateral severa. Em controles normais, mostramos que o
CVR é menor em territérios proximais do que distais e intermedidrios, principalmente em
regioes irrigadas pelas ACA . No entanto, os pacientes com ECa unilateral severa perderam
esse gradiente, fazendo com que os valores de CVR ficassem maiores em regides proximais do
que em regioes intermedidrias e distais irrigadas pelas ACA. Isso pode sugerir que a ECa leva
a um defeito microcirculatério, corroborando com achados prévios do grupo de pacientes,
como a maior quantidade de lesdo de substancia branca ipsilateral a estenose (Afonso et al,

em elaboracao).

Como o TS reflete a dinamica de perfusao de origem vascular (AMEMIYA et al., 2014),
nossos dados sugerem que esse método é mais sensivel para detectar atrasos temporais
em vasos de maior calibre, pois foi visto que o TS é maior nos trés territérios (proximal,
intermedidrio e distal) irrigados pela ACM. Além disso, o territério da ACM ¢€ o territorio
mais comumente afetado em um infarto cerebral, devido a seu tamanho e também pelo fato

do fluxo ser direto da ACI proporcionando o caminho mais fécil para o tromboembolismo
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(SHETTY et al., 2020).

Além disso, foi apresentado que em alguns dos pacientes com ECa unilateral severa
era visto que estes apresentavam um atraso de tempo para regioes que possivelmente sdo
afetadas pela oclusdo da artéria. O estudo em questdao pode estar mostrando a utilidade
de utilizar dados de rs-CVR para mensurar a circulacao colateral dos vasos distais que se
comunicam para tentar suprir a necessidade de FSC provocadas pela oclusao da principal

artéria de irrigacao sanguinea cerebral.

A presenca de disfuncao rs-CVR proporcional ao TS confirma que a isquemia cronica
leva a disfunc¢ao hemodinamica microvascular. Esses dados sdo relevantes porque vérios
estudos associaram disturbios CVR a um maior risco de acidente vascular cerebral (MOLINA
et al., 1999) ou perda cognitiva (CANTIN et al., 2011; GAO et al., 2013). Assim, o estudo da
hemodinamica cerebral por meio de RS-BOLD-MRI pode se tornar uma ferramenta nao

invasiva para estratificar pacientes com ECa unilateral severa.

O declinio da CVR também foi relacionado ao envelhecimento (LEONI et al., 2017),
hipertensdao (HAJJAR et al., 2010) e diabetes tipo 2 (CHUNG et al., 2015), que sao todos fatores
de risco para doenca da artéria car6tida. No entanto, os mecanismos de baixo CVR nao sao
totalmente compreendidos nessas condi¢des. O envelhecimento tem sido relacionado a
modificacdes na estrutura dos vasos sanguineos, como a espessura e o raio do vaso e, conse-
quentemente, causando rigidez vascular, disfuncdo endotelial e aumento da permeabilidade
da barreira hematoencefalica (XU et al., 2017). Além disso, o diabetes tipo 2 foi considerado
como causador de estresse oxidativo que causa inflamacao e consequente disfuncao endo-
telial, resultando em CVR prejudicado (CHUNG et al., 2015). Finalmente, um estudo sobre
arelagdo entre CVR e hipertensao utilizando a técnica de imagens de RM com ASL sugeriu
que a producdo de 6xido nitrico endotelial e as mudangas estruturais nos vasos sanguineos
podem afetar negativamente o CVR (HAJJAR et al., 2010).

Além disso, o raio do vaso é uma das varidveis que afetam o fluxo sanguineo, bem
como, a pressao arterial que em conjunto, afetam o CVR. Quanto menor o raio dos vasos
sanguineos, mais sangue entra em contato com a parede do vaso, aumentando a resisténcia e
diminuindo o fluxo sanguineo. Um estudo anterior de angiografia por ressondncia magnética
(angio-MR) analisou o numero de vasos, o raio e a tortuosidade das circulacdes cerebrais
anterior, média e posterior durante a vida (BULLITT et al., 2010). O envelhecimento saudavel
foi associado a perda de vasos e ao aumento do raio dos vasos para a circulacdo cerebral média
e posterior direita (BULLITT et al., 2010), e também a maior rigidez vascular da ACM (FLUCK
etal., 2014). No entanto, o comprometimento da dilatacdo microvascular e rarefacao capilar
em adultos jovens com predisposicao a hipertensao foi relatado na literatura (NOON et al.,
1997). No presente estudo, observamos regides com valores aumentados de CVR e outras com
valores diminuidos de CVR em pacientes com ECa unilateral severa em compara¢ao com

controles sauddveis, sugerindo que investigacoes adicionais, considerando as caracteristicas
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dos vasos sanguineos cerebrais e fatores de risco, como hipertensao e diabetes, devem ser

realizadas para elucidar os achados contrastantes.

Além disso, as oscilacdes sistémicas de baixa frequéncia (systemic low-frequency os-
cillations (sLFOs)) presentes no sinal BOLD IRMf foram encontradas nas ACI, e os atrasos
de tempo entre o sinal desta area, o sinal global e as veias previram os diferentes tempos
de transito do sangue pelo cérebro (TONG et al., 2019). O sinal sLFOs BOLD aparece nas
artérias antes de qualquer local do cérebro. De 14, ele passa pelas arteriolas, capilares, vé-
nulas e finalmente drena pelas veias. Essas oscilagoes fisioldgicas tornam-se confusas e se
sobrepdem as sLFOs em um estado de repouso (< 0,1 Hz) e apenas contribuem para o sinal
BOLD. Uma vez que é dificil isolar a parte do estado de repouso do sinal BOLD em humanos, é
quase impossivel comparar esses dois sinais diretamente em um conjunto de dados IRMf. No
entanto, foi demonstrado que os sLFOs podem explicar até 50% da variancia do sinal BOLD
na banda de LFO (TONG et al., 2013). Entao, em nosso estudo, o sinal BOLD pode indicar
alteracoOes vasculares de artérias, arteriolas, capilares, vénulas ou veias, embora a localizacao
exata de tal comprometimento deva ser dificil e exige anélises adicionais com métodos mais

espacialmente especificos.

Os dados apresentados de CVR e TS podem se complementar. Quando avaliamos o
CVR, podemos medir a mudanca na dindmica do oxigénio através das medidas BOLD. No
entanto, ja se sabe que existe um atraso entre a PETCO; e a resposta BOLD local, devido
aos atrasos de medicao, e principalmente fisiol6gicos, como o tempo para o sangue chegar
as regioes cerebrais ou até mesmo o atraso das arteriolas locais em responder ao estimulo
vasolilatador (DONAHUE et al., 2016b). Moia e colaboradores propuseram uma estrutura para
o mapeamento de atraso hemodinamico (MOIA et al., 2020) que pode ser usado para corrigir
os valores de CVR em cada voxel. Entretanto, os dois estudos apresentados anteriormente
usam algum tipo de estimulo sendo pausa respiratéria (MOIA et al., 2020), e hipercapnia (DO-
NAHUE et al., 2016b). Por tanto, nosso estudo pode ajudar a melhorar o mapeamento de CVR
sem qualquer tipo de estimulo que provoque desconforto ao sujeito, considerando até mesmo
os atrasos considerados normais que por ventura possam a atrapalhar a interpretabilidade

dos resultados.

O presente estudo tem algumas limitacoes. Em primeiro lugar, a amostra é pequena
e heterogénea, que incluiu estenose bilateral, embora nao severa. Porém, apesar dessa he-
terogeneidade, esse seria um ponto positivo do trabalho. Pacientes que apresentam déficit
tanto de CVR quanto de TS poderiam sugerir a intervencao cirtirgica, e os pacientes que nao
apresentam esses déficits, ou seja, que seus mapas sdo muito semelhantes aos de controle
de mesma idade, ndo precisariam passar pela cirurgia e suas possiveis complicacoes. Em
segundo lugar, como os individuos nao estavam sob estresse, esta metodologia pode ndo
avaliar toda a extensdo de sua reserva cerebrovascular. No entanto, os mapas rs-CVR apre-

sentaram alta similaridade quando comparados as situacoes de estresse. Terceiro, os mapas
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rs-CVR sdo obtidos em escalas relativas, ao invés unidades absolutas de %BOLD/mmHg de
CO-, uma vez que o CO, expirado nao foi registrado. No entanto, é importante destacar que
uma andlise intra-sujeito para avaliar os déficits de CVR é de interesse clinico; entdo, um
valor quantitativo ndo é obrigatério. Por fim, foi demonstrado que o sinal BOLD global dentro
da faixa de frequéncia de 0,02-0,04 Hz tem uma correlacao mais forte com a concentracao
de CO2 no sangue no estado de repouso (LIU et al., 2017), mas foi comprovado por Liu e
colabioradores que a faixa 6tima para a otimizacao da frequéncia que mais se correlacionava
com o mapa de CVR em hipercapnia é de 0 - 0,1164 Hz (LIU et al., 2021) . Portanto, anélises

adicionais devem ser analisadas futuramente.
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7 Conclusoes

Neste trabalho, avaliamos um novo método para mapear CVR e o TS usando ima-
gens de RM com contraste BOLD em estado de repouso sem a necessidade de desafios de

hipercapnia, com o sinal filtrado em baixas frequéncias.

Nossos resultados mostraram que os mapas de CVR em estado de repouso obtidos
por este método sdo altamente consistentes com os mapas convencionais de CVR baseados
na inalacdo de CO- e pausa respiratéria e que apresentam muita similaridade com alteragdes
regionais de TS ao analisar visualmente mapas individuais sugerindo que as metodologias
sdo complementares, tendo informacdes acerca da amplitude e do atraso temporal. Essas
métodologias podem ser alternativas tteis na deteccao de déficits vasculares em aplicacoes

clinicas quando desafios de hipercapnia nao sdo vidveis.

Nesse contexto, apresentamos uma ferramenta alternativa para avaliar riscos de alte-
racoes da hemodinamica cerebral. Nossos resultados sugerem que os parametros estudados
podem refletir alteracoes hemodinamicas subclinicas e sdo tteis para investigar dreas com
maior risco de dano neuronal ou AVC isquémico em um nivel individual, auxilindo no com-
plemento da decisao de manejo clinico de pacientes com ECa, estratificando-os a partir
da necessidade, ou ndo, de algum tipo de intervensao clinica, a partir da probabilidade de

evolucdo para AVC isquémico.
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8 Futuros estudos

Sdo necessdrios estudos utilizando uma amostra de pacientes mais homogénea, isto é,
pacientes que ndo apresentam estenose em ambos os hemisférios, até mesmo que a oclusao

do hemisfério contralateral nao seja severa (com mais de 70% do vaso ocupado pela oclusao).

Além disso, é necessério o controle de informac¢des mais robustas acerca do diagnds-
tico clinico dos pacientes, pois sdo fatores que podem estar influenciando as medidas. Como
por exemplo o uso de algum tipo de medicamento, se sdo tabagistas, se apresentam algum
tipo de doenca de diabetes ou algum tipo de doenca vascular.

Por fim, estudar a influéncia da banda de baixa frequéncia relacionado ao PETCO, nao
sendo tao restritivo como o utilizado nesse estudo e apresentado recentemente por outros
estudos aqui citados.
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A Anexos

A.1 Termo de consentimento livre e esclarecimento ao grupo cli-

nico

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ao Grupo Clinico
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: BIOMARCADORES DE RESSON’ANCIA MAGNETIpA E PERFORMANCE COGNITIVA
EM ESTENOSE CAROTIDEA ASSINTOMATICA

Pesquisadores:

Ms. Ana Paula Afonso Camargo. Depto. de Neurociéncia e Ciéncia do Comportamento da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, Brasil. Telefone: (16) 3602-2839; Celular (16)
981394903;

Dr. Octavio Marques Pontes Neto. Depto. de Neurociéncia e Ciéncia do Comportamento da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, Brasil. Telefone: (16) 3602-1147;

Dr?. Renata Ferranti Leoni. Depto. de Neurociéncia e Ciéncia do Comportamento da Faculdade de Medicina de
Ribeiréo Preto da Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, Brasil. Telefone: (16) 3602-2558;

Telefone CEP (Comité de Etica em Pesquisa): (16) 3602-2228.

De que se trata este documento que estou lendo?

Este documento ¢ um termo de consentimento, no qual serdo abordadas todas as informagdes sobre o
estudo. O pesquisador ira revisar as informagdes para ter certeza que o senhor / a senhora entendeu todas elas.
Vocé pode fazer perguntas quando quiser. Se vocé concordar em participar do estudo, vocé tera que assinar este
termo de consentimento e vocé terd uma copia para guardar. Antes de receber as informagdes sobre o estudo é
importante que o senhor / a senhora saiba dos seguintes detalhes:

a) Sua participacédo é completamente voluntaria;

b) Vocé podera decidir ndo participar do estudo quando quiser, sem perder o direito de receber os cuidados médicos

de rotina, ou quaisquer outros beneficios aos quais tenha direito na assisténcia médica regular na clinica habitual,
qualquer que seja sua decisao.

Porque esta sendo feito este estudo?

O senhor (a) estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa que tem como objetivo avaliar a
circulagdo do cérebro e o funcionamento cognitivo de pessoas que apresentem alguma artéria do pescogo
comprometida.

O que eu preciso fazer se eu decidir participar do estudo?

Se concordar em participar do estudo, o senhor / a senhora devera autorizar o pesquisador a analisar os
dados sobre sua saude no seu prontuario médico. Devera entdo, comparecer ao Hospital das Clinicas, do Campus,
por dois dias, cujos quais serdo agendados pelo pesquisador.

No primeiro dia agendado, o pesquisador ira fazer algumas perguntas sobre sua salde e sobre os remédios
que utiliza. Além disso, sera realizado um exame de ultrassom parecido com aquele feito na barriga das gravidas
para ver o bebé, mas no seu caso sera colocado o instrumento no pescogo e na cabega, para ver alguns vasos
sanguineos. O exame ira durar, em média, 20 minutos. Vocé ndo sentira nenhuma dor durante o exame.

No segundo dia sera realizado um exame na maquina de Ressonancia Magnética. Esse aparelho tem a
forma de um grande tubo de metal, largo, com uma abertura por onde o senhor (a) entrara deitado (a) de barriga
para cima. Essa maquina produz um campo magnético, como se fosse um ima, que passa através do seu corpo
sem desordenar ou prejudicar nenhuma parte dele. A fungdo dela sera de produzir imagens do seu cérebro, além
de demonstrar o funcionamento dele. Nada disso sera sentido e nédo estara fazendo nenhum mal a sua saude.
Durante o exame, a maquina fara um barulho alto. Sera também colocada uma canula na parte de fora do seu
nariz, pela qual saira um ar durante algum tempo do exame, sendo que esse ar ndo causa nenhum mal para sua
saude. Nao sentira nenhuma dor durante o exame. Nao é necessario que faga nada, além de permanecer o mais
parado possivel.

A permanéncia dentro da maquina sera por um periodo médio de 45 minutos. O senhor / a senhora podera
ser retirado (a) a qualquer momento que sentir algum desconforto. Dependendo da roupa que estiver usando,
podera ser pedido a utilizar um roup&o do Hospital, a fim de garantir seu conforto e ndo gerar nenhum problema
nas imagens.
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Neste mesmo dia o pesquisador, também, devera fazer alguns testes, para avaliar a sua condi¢ao cognitiva,
como memoria, atencao, linguagem e fungdes executivas. Tal avaliagao devera ser realizada em um periodo médio
de 1 hora e 30 minutos. Portanto, as avaliagbes equivalentes ao segundo dia totalizardo, em média, 2 horas e 15
minutos.

Quantas pessoas irdo participar do estudo?
Participardo do estudo quarenta pessoas que apresentem comprometimento da artéria do pescogo e que
nao tiveram acidente vascular cerebral (AVC).

Porque eu fui escolhido para participar do estudo?

Um dos objetivos deste estudo é saber como esta a circulagdo sanguinea cerebral e o funcionamento
cognitivo de pessoas que apresentem comprometimento das artérias do pescogo. Se o senhor ou a senhora foi
escolhido (a) é porque preenche este critério.

Quais sao os riscos e desconfortos do estudo?
Algumas pessoas podem sentir-se desconfortaveis devido a maquina de Ressonancia Magnética ser um
tubo que produz ruidos, bem como devido a permanéncia, por um periodo de tempo de 45 minutos, sem se mexer.

Existem beneficios em participar deste estudo?

Sim. No seu caso os dados colhidos serdo anexados ao seu prontuario do Hospital das Clinicas da FMRP
e no caso da observagéo de alguma alteracdo nos exames, o senhor (a) sera prontamente encaminhado para o
servigo de saude mais apropriado.

Existe alguma compensagao financeira ou custos para mim?

O senhor (a) ndo recebera nenhuma compensagéo financeira relacionada a sua participagédo neste estudo.
Da mesma forma, o Sr. (a) ndo tera nenhuma despesa pessoal em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Durante o periodo de sua participagao, a despesa relacionada ao transporte sera reembolsada.

Como é protegida minha privacidade?

As informagdes coletadas neste estudo serdo anexadas ao seu prontudrio no Hospital das Clinicas, os
médicos e outros profissionais autorizados a terem acesso ao prontuario terdo acesso as informagodes. Além disto,
estes dados serdo vistos e analisados apenas pelos pesquisadores responsaveis por este estudo, os dados
poderdo ser comunicados para outros pesquisadores e médicos, mas sua identidade sera mantida em sigilo.
Nenhum dado que possa revelar sua identidade estara disponivel para quaisquer pessoas ou em quaisquer textos
ou publicagdes.

Os dados deste estudo sdo mantidos em um banco de dados do Centro de Ciéncias das Imagens da Fisica
Médica, caso estes dados sejam consultados para outros estudos, o CEP sera consultado, para ver a necessidade
de se assinar um novo termo de consentimento, ou n&o.

Quem vocé deve procurar caso tenha problemas ou perguntas.

Caso o senhor / a senhora tenha perguntas, duvidas ou qualquer outra informagao que deseje saber a
respeito deste estudo, podera procurar os pesquisadores aqui citados, Ana Paula Afonso Camargo (telefones 3602-
2839; 981394903) ou Dr. Octavio Marques Pontes Neto (telefone 3602-1147), ou ainda, o Comité de Etica em
Pesquisa (telefone 3602-2228).

Uma via deste documento, assinada pelo pesquisador, devera ser devolvida ao senhor (a) e uma segunda
via ficara arquivada com o pesquisador.

Assinaturas

Os detalhes deste estudo foram explicados a vocé, que teve a oportunidade de fazer todas as perguntas ao
pesquisador. Se tiver lido o consentimento livre e esclarecido (ou se ele tiver sido explicado para vocé), tiver
entendido a informagé&o e concordar voluntariamente em participar deste estudo, por favor, assine abaixo:
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Nome do Voluntario Assinatura do Voluntario
(impresso ou em letra de forma)

Data: / /

Nome da Testemunha Assinatura da Testemunha
(impresso ou em letra de forma)

Data: / /

Declaragao do Pesquisador

Declaro que revisei este estudo e o formulario de consentimento com o participante. Segundo meu
entendimento, ele compreendeu os objetivos, os procedimentos, riscos e beneficios do estudo.

Nome do Pesquisador Assinatura do Pesquisador
(impresso ou em letra de forma)

Data: / /



A.2. Termo de consentimento livre e esclarecimento ao grupo controle 85

A.2 Termo de consentimento livre e esclarecimento ao grupo con-

trole

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ao Grupo Controle
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: BIOMARCADORES DE RESSONANCIA MAGNETI,CA E PERFORMANCE COGNITIVA
EM ESTENOSE CAROTIDEA ASSINTOMATICA

Pesquisadores:

Ms. Ana Paula Afonso Camargo. Depto. de Neurociéncia e Ciéncia do Comportamento da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, Brasil. Telefone: (16) 3602-2839; Celular (16)
981394903;

Dr. Octavio Marques Pontes Neto. Depto. de Neurociéncia e Ciéncia do Comportamento da Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto da Universidade de S&do Paulo, Ribeirdo Preto, Brasil. Telefone: (16) 3602-1147;

Dr?. Renata Ferranti Leoni. Depto. de Neurociéncia e Ciéncia do Comportamento da Faculdade de Medicina de
Ribeir&o Preto da Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo Preto, Brasil. Telefone: (16) 3602-2558;

Telefone CEP (Comité de Etica em Pesquisa): (16) 3602-2228.

De que se trata este documento que estou lendo?

Este documento € um termo de consentimento, no qual serdo abordadas todas as informagdes sobre o
estudo. O pesquisador ira revisar as informacdes para ter certeza que o senhor / a senhora entendeu todas elas.
Vocé pode fazer perguntas quando quiser. Se vocé concordar em participar do estudo, vocé tera que assinar este
termo de consentimento e vocé tera uma copia para guardar. Antes de receber as informagdes sobre o estudo é
importante que o senhor / a senhora saiba dos seguintes detalhes:

c) Sua participacédo € completamente voluntaria;

d) Vocé podera decidir ndo participar do estudo quando quiser, sem perder o direito de receber os cuidados médicos

de rotina, ou quaisquer outros beneficios aos quais tenha direito na assisténcia médica regular na clinica habitual,
qualquer que seja sua decisdo.

Porque esta sendo feito este estudo?

O senhor (a) estda sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa que tem como objetivo avaliar a
circulagdo do cérebro e o funcionamento cognitivo de pessoas que apresentem alguma artéria do pescogo
comprometida.

O que eu preciso fazer se eu decidir participar do estudo?

Se concordar em participar do estudo, o senhor / a senhora devera autorizar o pesquisador a analisar os
dados sobre sua saude no seu prontuario médico. Devera entdo, comparecer ao Hospital das Clinicas, do Campus,
por dois dias, cujos quais serdo agendados pelo pesquisador.

No primeiro dia agendado, o pesquisador ird fazer algumas perguntas sobre sua salde e sobre os remédios
que utiliza. Além disso, sera realizado um exame de ultrassom parecido com aquele feito na barriga das gravidas
para ver o bebé, mas no seu caso sera colocado o instrumento no pescogo e na cabega, para ver alguns vasos
sanguineos. O exame ira durar, em média, 20 minutos. Vocé n&o sentira nenhuma dor durante o exame.

No segundo dia sera realizado um exame na maquina de Ressonéncia Magnética. Esse aparelho tem a
forma de um grande tubo de metal, largo, com uma abertura por onde o senhor (a) entrara deitado (a) de barriga
para cima. Essa maquina produz um campo magnético, como se fosse um ima, que passa através do seu corpo
sem desordenar ou prejudicar nenhuma parte dele. A fungao dela sera de produzir imagens do seu cérebro, além
de demonstrar o funcionamento dele. Nada disso sera sentido e ndo estara fazendo nenhum mal a sua saude.
Durante o exame, a maquina fara um barulho alto. Sera também colocada uma cénula na parte de fora do seu
nariz, pela qual saird um ar durante algum tempo do exame, sendo que esse ar ndo causa nenhum mal para sua
saude. Nao sentira nenhuma dor durante o exame. Nao é necessario que faga nada, além de permanecer o mais
parado possivel.

A permanéncia dentro da maquina sera por um periodo médio de 45 minutos. O senhor / a senhora podera
ser retirado (a) a qualquer momento que sentir algum desconforto. Dependendo da roupa que estiver usando,
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podera ser pedido a utilizar um roup&o do Hospital, a fim de garantir seu conforto e ndo gerar nenhum problema
nas imagens.

Neste mesmo dia o pesquisador, também, devera fazer alguns testes, para avaliar a sua condig&o cognitiva,
como memoria, atengdo, linguagem e fungdes executivas. Tal avaliagdo devera ser realizada em um periodo médio
de 1 hora e 30 minutos. Portanto, as avaliagbes equivalentes ao segundo dia totalizardo, em média, 2 horas e 15
minutos.

Quantas pessoas irdo participar do estudo?
Participardo do estudo dez pessoas que nao apresentem comprometimento da artéria do pescogo e que nao
tiveram acidente vascular cerebral (AVC).

Porque eu fui escolhido para participar do estudo?

Um dos objetivos deste estudo é saber como esta a circulagdo sanguinea cerebral e o funcionamento
cognitivo de pessoas saudaveis, que ndo apresentem comprometimento das artérias do pescogo. Se o senhor ou
a senhora foi escolhido (a) é porque preenche este critério.

Quais séo os riscos e desconfortos do estudo?
Algumas pessoas podem sentir-se desconfortaveis devido a maquina de Ressonancia Magnética ser um
tubo que produz ruidos, bem como devido a permanéncia, por um periodo de tempo de 45 minutos, sem se mexer.

Existem beneficios em participar deste estudo?

Sim. No seu caso os dados colhidos serdo anexados ao seu prontuario do Hospital das Clinicas da FMRP
e no caso da observagéo de alguma alteragcdo nos exames, o senhor (a) sera prontamente encaminhado para o
servigo de saude mais apropriado.

Existe alguma compensacgao financeira ou custos para mim?

O senhor (a) ndo recebera nenhuma compensagéo financeira relacionada a sua participagdo neste estudo.
Da mesma forma, o Sr. (a) ndo tera nenhuma despesa pessoal em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Durante o periodo de sua participagéo, a despesa relacionada ao transporte sera reembolsada.

Como é protegida minha privacidade?

As informacgdes coletadas neste estudo serdo anexadas ao seu prontuario no Hospital das Clinicas, os
médicos e outros profissionais autorizados a terem acesso ao prontuario terdo acesso as informagdes. Além disto,
estes dados serdo vistos e analisados apenas pelos pesquisadores responsaveis por este estudo, os dados
poderao ser comunicados para outros pesquisadores e médicos, mas sua identidade sera mantida em sigilo.
Nenhum dado que possa revelar sua identidade estara disponivel para quaisquer pessoas ou em quaisquer textos
ou publicagdes.

Os dados deste estudo sdo mantidos em um banco de dados do Centro de Ciéncias das Imagens da Fisica
Médica, caso estes dados sejam consultados para outros estudos, o CEP sera consultado, para ver a necessidade
de se assinar um novo termo de consentimento, ou n&o.

Quem vocé deve procurar caso tenha problemas ou perguntas.

Caso o senhor / a senhora tenha perguntas, dividas ou qualquer outra informagdo que deseje saber a
respeito deste estudo, podera procurar os pesquisadores aqui citados, Ana Paula Afonso Camargo (telefones 3602-
2839; 981394903) ou Dr. Octavio Marques Pontes Neto (telefone 3602-1147), ou ainda, o Comité de Etica em
Pesquisa (telefone 3602-2228).

Uma via deste documento, assinada pelo pesquisador, devera ser devolvida ao senhor (a) e uma segunda
via ficara arquivada com o pesquisador.
res, devera ser devolvida ao senhor (a) e uma segunda via ficara arquivada com a pesquisadora.

Assinaturas

Os detalhes deste estudo foram explicados a vocé, que teve a oportunidade de fazer todas as perguntas
aos pesquisadores. Se tiver lido o consentimento livre e esclarecido (ou se ele tiver sido explicado para vocé), tiver
entendido a informac&o e concordar voluntariamente em participar deste estudo, por favor, assine abaixo:
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Nome do Voluntario Assinatura do Voluntario
(impresso ou em letra de forma)

Data: / /

Nome da Testemunha Assinatura da Testemunha
(impresso ou em letra de forma)

Data: / /

Declaragao do Pesquisador

Declaro que revisei este estudo e o formulario de consentimento com o participante. Segundo meu
entendimento, ele compreendeu os objetivos, os procedimentos, riscos e beneficios do estudo.

Nome do Pesquisador Assinatura do Pesquisador
(impresso ou em letra de forma)

Data: / /
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