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Resumo

Introducédo: A sindrome das pernas inquietas, também conhecida como doenca de
Willis-Ekbom, tem como causas sugeridas a deficiéncia central de ferro, a perda da
modulacao inibitoria das vias motoras centrais descendentes, mudancas estruturais no
cortex somatossensorial, conectividade anormal entre areas motoras e sensoriais, bem
como anormalidades na micro-organizacdo da substancia branca. Objetivos: Neste
estudo, comparamos as métricas de imagem por tensor de difusdo entre sujeitos com
sindrome das pernas inquietas primaria e controles. Métodos: Métricas de imagem por
tensor de difusdo foram avaliadas em 38 individuos com sindrome das pernas inquietas
(14 com sintomas leves ou moderados, 24 com sintomas graves ou muito graves) e 24
controles saudaveis, com idade e sexo comparaveis, por meio de analises com
Estatistica Espacial Baseada em Tratos (Tract based spatial statistics, TBSS), regido
de interesse e tractografia probabilistica. As regibes de interesse foram o trato
corticoespinhal ao nivel do pedunculo cerebral; os pedunculos cerebelares superior,
médio e inferior, bem como as areas que englobam clusters para os quais foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos na analise
exploratéria de cérebro inteiro por estatistica espacial baseada em tratos. Andlises de
subgrupos foram feitas de acordo com a gravidade dos sintomas da sindrome das
pernas inquietas. Para a andlise baseada em tractografia, os tratos de interesse foram
o trato corticoespinhal e a radiacdo talamica posterior. Também exploramos
associacbes entre resultados significativos e a gravidade dos sintomas com a
correlagcdo de Spearman. Resultados: Nossos resultados, obtidos a partir do TBSS,
mostraram diminuicéo da difusividade axial na radiacéo talamica posterior esquerda no
grupo de portadores da sindrome das pernas inquietas. Em individuos com sindrome
das pernas inquietas grave, a difusividade axial estava reduzida na coroa radiada
posterior esquerda. Houve uma correlagéo significativa, inversa, entre a gravidade dos
sintomas da sindrome das pernas inquietas. Por sua vez, a andlise baseada em
regides de interesse mostrou aumento de difusividade radial nos pedunculos
cerebelares superiores de individuos com sindrome das pernas inquietas. Por fim, a
tractografia ndo revelou diferencas entre grupos ou subgrupos. Conclusdes: Nossos
resultados sdo consistentes com mudancgas sutis na organizacdo microestrutural da

substancia branca, principalmente em individuos com sindrome das pernas inquietas
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com sintomas mais graves, em areas relacionadas a integragcdo multissensorial ou

sensoério-motora.

Descritores: Sindrome das pernas inquietas; Imagem de tensor de difusédo
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1 INTRODUCAO

A sindrome das pernas inquietas (SPI), também conhecida como
doenca de Willis-Ekbom, € um distarbio sensério-motor neurolégico potencialmente
incapacitante, caracterizado por desejo de mover os membros (principalmente as
pernas) associado a sensacdes desagradaveis, as quais geralmente come¢cam ou
pioram durante o repouso. Este desconforto é aliviado temporariamente pelo
movimento do membro afetado. Os sintomas aflitivos afetam a qualidade de vida e
representam uma sobrecarga econdmica substancial para a sociedade.

Mecanismos subjacentes a SPl ainda ndo sdo completamente
compreendidos. Sugere-se que esta condicdo possa ser causada por deficiéncia de
ferro no cérebro;® por disfuncdo dopaminérgica;*") perda da modulacdo inibitéria
sobre as vias motoras descendentes;®'” mudancas estruturais no cértex motor
primério," no cértex somatossensorial™® e no talamo;'® alteracdes funcionais no

(13-16) 17)

talamo e no cerebelo;( conectividade anormal entre areas motoras e

sensoriais;"®'® bem como anormalidades diversas na micro-organizacdo da substancia
branca.(¥
Embora diversas teorias fisiopatolégicas tenham sido propostas,

2021 & de integracdo sensoério-motora®*2%

déficits no processamento sensorial centra
tém ganhado destaque como causas potenciais da SPIl. Os cortices sensoriais e
motores primarios estdo altamente interconectados®® e alteracdes estruturais ou
funcionais nas projecfes aferentes ou eferentes dessas areas podem estar envolvidas
na sindrome. O trato corticoespinhal, em particular, exerce controle descendente das
funcBes nociceptivas e motoras, além da modulacdo da plasticidade de longa duragéo
dos circuitos da medula espinhal.®

Além disso, estudos tém tradicionalmente descrito baixos niveis no
sistema nervoso central das proteinas responsaveis pelo armazenamento e transporte
de ferro, assim como reducdo na expressao de proteinas integrais de mielina em
pacientes de SPI, sugerindo déficits em mielinizacdo provocado pela redugéo de ferro
central.?)

A técnica de imagem por tensor de difusdo (DTl — diffusion tensor
imaging) € um método util para a avaliacdo da micro-organizacdo da substancia

branca.?” Trata-se de uma estratégia ndo-invasiva que modela a difuséo de moléculas



de agua por meio do tensor, um construto matematico.”® A partir do tensor, podem ser
estimadas métricas como a anisotropia fracionada (FA — fractional anisotropy),
difusividade axial (AD — axial diffusivity), difusividade média (MD — mean diffusivitiy) e
difusividade radial (RD — radial diffusivity), para descrever indiretamente propriedades
da substancia branca. Em geral, a FA é mais sensivel a alteracdes inespecificas da
substancia branca, enquanto a diminuicdo de AD pode indicar lesdo axonal. MD é uma
medida inversa aproximada de densidade de membrana e o aumento de RD pode
refletir des- ou dismielinizacdo, bem como alteracbes no didametro ou densidade
axonal.®®3% Desse modo, pode-se quantificar o coeficiente de difusdo relativo das
moléculas de agua em diferentes direcdes, em cada elemento de volume (voxel — voxel
element) da imagem adquirida, permitindo inferéncias sobre a organizagao,
compactacao e grau de mielinizacdo das fibras que comp&em os tratos.?®

Nos tratos de substancia branca, a difusdo das moléculas é mais
restrita perpendicularmente do que paralelamente as fronteiras de sua microestrutura.
Esse fendmeno é denominado difus&o anisotrépica. E possivel descrever a direcdo do
movimento das moléculas de agua no interior dos tecidos por meio de mapas
anisotropicos. Nesses mapas, a direcdo principal estimada para cada voxel é
codificada em cores. A DTl também permite visualizar de forma n&do-invasiva a
substancia branca através da técnica de tractografia, a qual possibilita o rastreio de
feixes de modo individual.®”

A avaliagdo de imagens de DTl adquiridas de portadores de
diferentes gravidades de SPI pode ser uma ferramenta Util na elucidacdo da
neurobiologia subjacente a SPI e, possivelmente, na identificacdo de marcadores de
vulnerabilidade a esta condicdo.®3" Entretanto, os resultados dos escassos estudos
prévios de DTI na SPI sao heterogéneos (Tabela 1). Em geral, os principais resultados
apontam para o envolvimento de estruturas relacionadas a funcao sensorial ou motora,
bem como a integracdo sensorio-motora. 2%

As inconsisténcias nos resultados obtidos entre os estudos podem
ser atribuidas a amostras pequenas, além de diferentes parametros de aquisicdo ou
métodos distintos de pés-processamento.®+%)

Entre as estratégias de poOs-processamento, até agora, apenas
analises de exploracdo de cérebro-inteiro (whole-brain analysis), como a Estatistica
Espacial baseada em tratos (TBSS — tract-based spatial statistics)®” e a Morfometria

38)

Baseada em Voxel (VBM — Voxel-based morphometry)®® — haviam sido adotadas na



comparacao da substancia branca entre individuos com SPI e controles. O TBSS é

considerado mais robusto do que o VBM,®*3941

mas pode ser menos sensivel para
detectar diferencas sutis entre grupos nas areas corticais proximas da substancia
branca,*? quando comparado a métodos baseados na andlise de regido-de-interesse
(ROI — region of interest),“® tais como as regides selecionadas com base em atlas ou
obtidas por tractografia probabilistica. Por outro lado, os tratos adjacentes nem sempre
sdo separaveis, especialmente nas areas de cruzamento de fibras, e a tractografia
probabilistica®”*+*) pode fornecer informagdes complementares ao permitir a extracéo

de parametros quantitativos de DTI de tratos isolados.



Tabela 1. Revisdo dos estudos de imagem por tensor de difusdo na sindrome das pernas inquietas

Tamanho - L
amostral Caracteristicas dos Técnicas de L Processamento e
Estudo/Ano sujeitos portadores de processamento Aquisicdo DWI P - Resultados
(SPle Spl (software) analise estatistica
controles)
Unrath et 45/30 Sexo (H/M): 13/32 (71% DTI-VBA (TIFT). Scanner: 1,5T, Pré-processamento Varias areas subcorticais
al.(2008)4? mulheres), DirecBes de padrio, exceto que as de FA reduzido
Idade (anos): 59,9 + gradiente; 12 imagens foram bilateralmente, perto dos
10,2 (800 s/mm2) el normalizadas para um coértices motor e
Duragédo da doenca B0, Tamanho template especificamente somatossensorial primario
(anos): 21,6 + 18,7, do voxel: 1,5 criado com base no e secundarios, do talamo
Escala IRLSS: 28,1 + mm?, scanner e na sequéncia.  direito (nucleo ventral
6,6 (grave a muito Repeticdes: 4.  Teste estatistico: teste t péstero-lateral), em fibras
grave), de Student; P <0,05 motoras de projecao e
Historia familiar positiva corrigido para multiplas adjacentes a cpsula
em 14 (31,1%), comparacdes com FDR.  externa anterior esquerda.
37 (82,2%) em Analise restrita a FA.
tratamento
dopaminérgico e 3
(0,06%) com opioides.
PLM presente em 40
(88,9%).
Rizzo et 20/20 Sexo (H/M): 7/13 (65% DTI-VBA (SPM  Scanner: 1,5T, Pré-processamento TBSS: Nenhum resultado
al.(2012)*® mulheres), 8) e TBSS Direcdes de padréo. TBSS (com significativo em todas as
Idade (anos): 50 = 9, (FSL). gradiente: 6 parametros padréo). andlises com P <0,05

Duracao da doencga
(anos): 10+ 9,

Escala IRLSS: 22 +7
(moderado a grave),
Histdria familiar positiva
em 8 (40%),

8 (40%) SPI em
tratamento
dopaminérgico,
Washout: 2 semanas.

(900 s/mm?) e 1
BO.

Testes estatisticos: GLM
com sexo, idade e
tratamento como
covariaveis e uma
regresséo linear entre
métricas de DTl e IRLSS,
idade de inicio dos
sintomas e duracéo da
doenca. P < 0,05
(corrigido e nao-corrigido
para multiplas
comparacdes). Analise
completa (FA, AD, MD e

corrigido para multiplas
comparacoes. VBA-DTI:
Com P <0,001 ndo
corrigido, diminuicdo de FA
e aumento de RD em
substancia branca no
cerebelo em individuos
SPI; correlacdo de MD e
AD com IRLSS em WM em
regido sensorial-motora
esquerda e esplénio do
corpo caloso; e entre MD,
AD e RD com a duracgéo da

continua...



...continuacao

Chang et
al.(2014)“"

Belke et
al.(2015)®%

22/22

12/12

Sexo (H/M): 3/19 DTI-VBA (SPM
(86,4% mulheres), 5).

Idade (anos): 54,5 +

14,6,

Duracéo da doencga
(anos): 10,8 £ 8,9,
Escala IRLSS: 25,5 +
5,8 (moderado a muito
grave),

Historia familiar positiva
nao mencionada,

4 (18,2%) SPl em
tratamento
dopaminérgico.

Sexo (H/M): 3/9 (75%
mulheres),

Idade (anos): 58,5 +
8,35

Duracéo da doenca
(anos): 12,1 + 8,74,
Escala IRLSS néo
mencionado (6
moderados e 6 graves),
Historia familiar positiva
em 4 (33%),

8 (66%) pacientes em
tratamento
dopaminérgico.

DTI-VBA (FSL)
e TBSS (FSL).

Scanner 3,0T,
DirecBes de
gradiente:; 15

(1000 s/mm?) e
1 BO,

2 repeticdes.
Tamanho do
voxel: 2 mm®

Scanner: 15T,
Dire¢Bes de
gradiente: 30
(1000 s/mm?) e
5 BO,

sem repeticao,
Tamanho do
voxel: 2 mm®

RD).

Pré-processamento
padrdo, exceto que as
imagens DWI foram co-
registradas com

imagens estruturais (T1).
Smoothing (suavizac¢ao)
foi aplicada com kernel
gaussiano (8 mm) nas
imagens paramétricas. Os
testes estatisticos: teste t
de Student; P > 0,05
corrigido para multiplas
comparacdes com FWE,
controlando para sexo.
Regressao entre métricas
de DTI, gravidade e
duracéo da doenca.
Andlises restritas a FA,
AD e RD.
Pré-processamento
padrdo. TBSS
(configurag&o padréo,
com excecao de um
passo adicional de
suavizagdo (6 mm)
aplicada ao esqueleto
com software
desenvolvido pelo grupo
de pesquisa. Os testes
estatisticos para TBSS
foram rodados no AFNI
(12.000 permutacdes, P
<0,01), uso de covariaveis

doenca em WM pré-frontal
direita.

VBM: FA diminui,
juntamente com aumento
de AD e RD, no genu do
corpo caloso e WM

frontal adjacente ao giro
frontal inferior (Brodmann
10)

em individuos SPI.
Correlag8es negativas
entre a versdo coreana da
IRLSS e FA extraido de
WM frontal adjacente ao
giro frontal inferior.
Correlacdo positiva entre
esta mesma escala e AD
da mesma regido.

DTI-VBA: sem alteracdes.
TBSS: aumento e
diminuicdo de FA em vérias
areas sub-corticais
bilateralmente,
principalmente em regido
temporal, bem como na
capsula interna direita,
ponte e o cerebelo direito.
Algumas dessas alteracdes
foram acompanhadas de
aumento tanto em RD
como em AD.

continua...
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Lindemann et
al.(2016)“®)

Zhuo et
al.(2017)*

25/25

32/26

Sexo (H/M): 8/17 (68%
mulheres),

Idade (anos): 63,2 +
10,3

Duracéo da doencga
(anos): 11,6 £ 9,5,
Escala IRLSS: 27 £ 9
(moderado a muito
grave),

Historia familiar positiva
ndo mencionada,

23 (92%) SPl em
tratamento
dopaminérgico,
Washout: de 6h a 24h.
Sexo (H/M): 13/22
(68,7% mulheres),
Idade (anos): 51,83 +
16,48,

Duracao da doencga
(anos): 15,78 + 14,61
Escala IRLSS: 24,53 +
6,71 (moderado a muito
grave),

Histdria familiar positiva
em 13 (37%),

Todos pacientes sem
uso prévio de
medicacéo para SPI
(drug néaive).

TBSS (FSL).

DTI-VBA (TIFT) Scanner:1,5T,

DirecBes de
gradiente:; 30
(800 s/mm?) e 2
BO,

Repeticdes: 2
Tamanho do
voxel: 2,5 mm?®

Scanner: 3,0 T
com 8 canais de
bobina,
Dire¢Bes de
gradiente: 15
(1000 s/mm?) e
1 BO.

no modelo GLM né&o
mencionado. Analises
restritas a FA, AD e RD.
Pré-processamento
padrdo. Smoothing
(suavizacao) foi aplicada
com kernel gaussiano (8
mm) nas imagens
paramétricas. Teste
estatistico: teste t de
Student; P < 0,05
corrigido para
compara¢des multiplas
com FDR. Andlise restrita
a FA.

Pré-processamento
padrdo. TBSS com
configuracao padréo,
exceto para o limiar
definido como "muito
menor" do que 0,2 para o
esqueleto médio,
conforme descri¢o.
Testes estatisticos: TBSS-
Randomise (nimero de
permutacfes ndo
mencionado, uso de
covariaveis no modelo
GLM néo relatado).
Andlise restrita a FA e
MD.

FA diminuido no
mesencéfalo em dois
clusters na substancia
negra em SPI. Porém, as
alteracdes nao se
correlacionaram com a
duracéo da doenca.

TBSS: nenhuma diferenca
significativa entre grupos.

continua...
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Nosso estudo
(2020)°%

38/24

15 leve a
moderado
(4 leve, 11
moderado)
23 grave a
muito
grave (15
grave, 8
muito
grave)

Sexo (H/M): 9/29 TBSS, ROl e
(76,3% mulheres), tractografia
Idade (anos): 46,51 + (FSL - 5.0.10).

13,75

Duracao da doenca
(anos): 19,65 + 15,11
Escala IRLSS: 21,86 +
8,63

Historia familiar positiva:
71%

tratamento
dopaminérgico: 6
(15,78%), PLM presente
em 33 (86%), Washout:
1 semana.

Scanner: 3,0T
com 32 canais
de bobina,
DirecBes de
gradiente:; 30
(1000s/mm?) e
5 BO,
Repeticéo: 1,
Tamanho do
voxel: 2 mm?®

Pré-processamento
padréo, incluindo passos
adicionais como rotacao
dos bvec. TBSS com
configuracao padréo.
Analise por TBSS, ROl e
tractografia para FA, AD,
MD e RD. Testes
estatisticos: TBSS-
Randomise (P <0,05
corrigido com TFCE,
10.000 permutacgdes,
modelo GLM com sexo e
idade como covariaveis
de confundimento).
Analises foram realizadas
entre grupos SPI e
controles e também entre
subgrupos leve-a-
moderado, grave-a-muito-
grave e controles.

Analise da média global
obtida dos esqueletos
gerados no TBSS foi
realizada para cada
métrica. Correlacdes post-
hoc entre métricas DTI
(de analises significativas)
e IRLSS.

TBSS: diminuicdo de AD na
radiacdo talamica posterior
esquerda no grupo de
portadores de SPI. Em
individuos com SPI grave a
muito grave, AD estava
reduzido na coroa radiada
posterior esquerda. Houve
uma correlagéo
significativa, inversa, entre
AD e a gravidade dos
sintomas da SPI. Nenhuma
diferenca na andlise global.
ROI: aumento de RD nos
pedunculos cerebelares
superiores de individuos
com SPI grave a muito
grave. Tractografia:
nenhuma diferenca entre
grupos ou subgrupos.

H: homens; M: mulheres; IRLSS: Escala Internacional de Gravidade da Sindrome das Pernas Inquietas; VBA: andlises baseadas em voxel; DWI:
imagem ponderada em difusdo (diffusion weighted image) DTI: imagem por tensor de difusdo (diffusion Tensor Imaging); SPM: mapeamento
paramétrico estatistico; FSL: FMRIB's Software Library; TBSS: estatistica espacial baseada em tratos (tract based spatial statistics); GM: substancia
cinzenta; WM: substancia branca; FA: anisotropia fracionada; AD: difusividade axial; MD: difusividade média; RD: difusividade radial; PLM:
movimentos periddicos dos membros (periodic limb movement); SD: desvio-padrdo. TIFT: tensor imaging and fiber tracking. Pré-processamento
padrdo: procedimentos de correcdo de corrente de Foucalt e de movimento de cabeca. ROI: regido-de-interesse (region of interest); FDR: taxa de
falsas descobertas (false discovery-rate); FWE: taxa de erro da familia dos testes (family-wise error); MRI: imagem por ressonancia magnética
(magnetic resonance imaging). Washout: periodo sem uso de medicacdo anterior a participacdo na pesquisa. BVEC: tdbua de codificacdo das
direcdes de gradiente.



Neste estudo, comparamos as métricas de DTl em tratos
supostamente envolvidos na patogénese da SPI, entre individuos com essa condicdo e
controles com idade e sexo comparaveis aos dos pacientes, com (1) analise
exploratdria e robusta de cérebro total usando TBSS; (2) analises de ROI baseadas em
atlas de tratos escolhidos com base em resultados de estudos anteriores; (3)
tractografia probabilistica e (4) andlise de correlagdo de resultados significativos com a
gravidade dos sintomas.

Nossa hipotese foi que estas mdltiplas abordagens revelariam
mudancas na substancia branca em areas associadas a fungdo sensorial, motora ou a
integracdo sensoério-motora, principalmente nos individuos com a forma mais grave de

SPI em comparagado com controles.

1.1 Objetivos

1. Testar a hipotese de que existem diferencas significativas na
microestrutura de tratos relacionados a vias sensitivas, motoras e de integracao
sensd@rio-motora, avaliados indiretamente por analises de imagem por tensor de
difusdo, comparando-se individuos portadores de sindrome das pernas inquietas e
controles;

2. Analisar se tais alteracdes serdo mais pronunciadas em
portadores com sindrome das pernas inquietas com sintomas graves a muito graves do
gue naqueles com a forma leve a moderada de sindrome das pernas inquietas;

3.Correlacionar possiveis alteracdes encontradas com a Escala
Internacional de Gravidade da Sindrome das Pernas Inquietas.



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Sindrome das pernas inquietas/doenca de Willis-Ekbom

2.1.1 Historico, definicdes e impacto

A SPI, também conhecida como Doenca de Willis-Ekbom, é uma
condicdo neurolégica descrita pela primeira vez, em 1672, por Thomas Willis - médico
e anatomista britanico — como uma inquietacdo que hoje é denominada de acatisia. Foi
apenas em 1944 que Karl-Axel Ekbom®" completou a definicdo do que hoje
conhecemos por SPI, ao descrevé-la como uma disfungdo sensério-motora, na qual
seus portadores relatam uma sensacdo de desconforto nas pernas, associada a uma
necessidade irresistivel de movimenta-las. A movimentacdo das pernas traz alivio aos
sintomas, os quais tém uma evidente flutuacdo circadiana, com inicio geralmente no
periodo noturno e melhora significativa no periodo matutino e vespertino,
independentemente da atividade.®?

Critérios diagnosticos propostos em 2003 pelo Grupo Internacional
de Estudos em Sindrome das Pernas Inquietas (IRLSSG — International Restless Legs
Syndrome Study Group), ao serem aplicados na populacdo em geral, mostram

6259 Embora tenha sido identificado aumento da

prevaléncia de 3,9% a 14,3%.
prevaléncia e agravamento dos sintomas com a idade, o inicio da sintomatologia varia
e pode ocorrer na infancia.®® Em um terco dos pacientes com SPI grave, os sintomas
iniciam-se antes dos 20 anos, ainda que o diagnéstico preciso de SPI possa ser
definido apenas mais tarde.®®® Um estudo mais recente mostrou que a prevaléncia
desta condicdo em todo o mundo varia de 1 a 11,6%, sendo as mulheres e os idosos
os mais afetados.®”*® No Brasil, dados epidemiolégicos de uma cidade de pequeno
porte no interior paulista revelaram prevaléncia de 6,4%, com maior proporgédo entre
mulheres (aproximadamente o dobro da prevaléncia em relacdo aos homens).®*%)

A causa desta predilecéo fenotipica da SPI pelo sexo feminino ainda
ndo foi elucidada. Parece haver relacdo entre o sexo feminino e inicio dos sintomas
mais precoce, assim como se sugere uma influéncia dos fatores genéticos ambientais
(isto &, hormonais) e mitocondriais.®® Por outro lado, estudos sobre qualidade de vida

relacionada & satde na SPI ndo mostraram diferencas entre homens e mulheres.©'¢?
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Existem duas formas etiolégicas de SPI: a idiopética (ou primaria) e
a secundaria. A idiopética se apresenta mais precocemente, acomete individuos
adultos jovens e se mantém durante a vida. Especula-se que a forma de inicio precoce
da SPI primaria possua componente genético claro, dado que frequentemente ha
associacdo familiar (variando entre 40 e 60%), com provavel heranca autossémica

.53 J& a SPI de inicio tardio teria etiologia pouco

dominante de penetrancia variave
clara, sugerindo que um ou mais endofendtipos possam existir dentro desta
condic&o.®”

Por sua vez, as formas secundarias sdo mais comuns em idosos e
estdo associadas a condi¢des® como deficiéncia de ferro, gestacéo, insuficiéncia
renal cronica, neuropatias periféricas, doenca vascular periférica, distarbios hormonais
e metabdlicos. Além disso, os sintomas podem ser exacerbados ou podem ocorrer
secundariamente ao uso de algumas drogas, tais como inibidores seletivos da
receptacdo de  serotonina,®®  antidepressivos triciclicos,®®  antagonistas
dopaminérgicos,®” [itio®® e cafeina.®

O diagnéstico de SPI baseia-se na anamnese, com base nos

critérios diagnésticos propostos pelo IRLSSG em 2003,°? descritos abaixo:

Critérios diagnosticos para SPI de acordo com o IRLSSG:?

1. Urgéncia em movimentar os membros, geralmente associado a
parestesia ou disestesia, sensacfes que ocorrem espontaneamente, durante o
despertar, na “profundidade das extremidades” e ndo superficialmente na pele;

2. Sintomas pioram ou estdo presentes somente no repouso;

3. Sintomas melhoras ou aliviam com os movimentos das partes
afetadas;

4. Sintomas pioram no fim do dia ou a noite.

Critérios de suporte:

1. Movimentos peridodicos dos membros durante o sono e
movimentos involuntarios em vigilia e em repouso;

2. Historia familiar: algumas vezes presente e sugere heranca
autossémica dominante;

3. Melhora com uso de agonistas dopaminérgicos.
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Estes critérios foram revisados em 2014 (Anexo 1).®® Mesmo apés
avaliacdo especializada, exames complementares podem ser necessarios para a
correta excluséo de condicdes mimetizadoras de SPI® como o teste de imobilizacao,
polissonografia e mensuracao de niveis de ferro no sangue.®®

A presenca de movimentos periédicos dos membros (PLM — periodic
limb movement), durante o sono ou em vigilia, ocorre em mais de 80% dos pacientes

5971 Entretanto, a

com SPI e também pode corroborar o diagnéstico desta condic&o."
PLM parece ser mais frequente em homens."® Estudos tém apontado que PLM é fator
prognéstico para incidentes cardiovasculares e maior mortalidade.”® Mesmo
movimentos de membros de intervalo curto (<10s), que ndo se caracterizam como
PLM, levam a maior ativacdo cardiaca nos portadores de SPI durante o sono.

Adicionalmente, acredita-se que a ativacdo adrenérgica, que ocorre
imediatamente antes do movimento de pernas, possa ser responsavel pela maior taxa
de morbidade cardiovascular dentre portadores de SPL.¥ Recentemente, um estudo
de coorte prospectivo’® avaliou casos de incidentes cardiovasculares (ex.: infarto do
miocardio, angina, acidente vascular cerebral, fibrilagdo atrial e insuficiéncia cardiaca)
em 24.199 portadores de SPI (68,9% em tratamento). Por meio de modelo de risco
proporcional de Cox, confirmaram que a SPlI é associada a maior risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares (taxa de risco ajustada de 1,26; 95% IC
1,20 — 1,32), mesmo ajustando para idade, sexo, residéncia, consumo de alcool,
obesidade, presenca de doenca pulmonar obstrutiva cronica (um substituto para
tabagismo), depressdo, apneia obstrutiva do sono, insOnia, diabetes, hipertensao,
neuropatia periférica, artrite, anemia por deficiéncia de ferro, doenca de Parkinson,
doenca renal crbénica, uso de antiplaquetarios, anticoagulantes, estatinas, tratamentos
anti-hipertensivos e hipoglicemiantes. Entretanto, menor risco de doenca
cardiovascular foi observado para a maioria dos diferentes tratamentos preconizados
para a SPI (agonistas dopaminérgicos, anticonvulsivantes, benzodiazepinicos ou
opioides), sugerindo que o tratamento para os sintomas de SPI diminuem seu potencial
prejudicial.”®

Os sintomas de SPI podem ocasionar insbnia (inicial e de
manutencdo), fragmentacdo do sono e sonoléncia excessiva diurna.®""
Interessantemente, um estudo com eletroencefalograma (EEG) verificou reducdo na
densidade dos fusos rapido e lento do sono - feixes de atividade elétrica sincronizada —

sugerindo disfuncdo nas células inibitérias do ndcleo reticular talamico e na via talamo-



12

cortical.”® A ma qualidade do sono ao longo do tempo pode ser associada a sintomas

depressivos,©®?

por meio de efeitos negativos causados por fadiga, insénia, sonoléncia
excessiva diurna e privacdo do sono cronica, 0s quais sado fatores de risco
reconhecidamente independentes para a depresséo. Portanto, ndo € possivel concluir
que haja uma via neurobiolégica comum para a depresséo e a SPI.

A qualidade de vida de portadores de SPI com sintomas de
intensidades moderada a grave € reduzida de forma substancial, sendo semelhante a
de doencas crbnicas como osteoartrite, depresséo, diabetes, insuficiéncia cardiaca
cronica, artrite reumatoide e polineuropatias.®'%" Quando avaliada a qualidade de
vida relacionada com saude (por meio da escala Euroqol 5D3L) dentre 519 portadores
de SPI, 84% relataram dor e 51% e ansiedade/depress&o.®? Embora os sintomas da
SPI geralmente ndo sejam descritos como dolorosos, suas manifestacfes sensoriais
compartiiham semelhangcas com sensacdes de dor cronica. A SPIl ocorre com
frequéncia em portadores de dor crénica e de condi¢cdes neuropaticas, mas na SPI
idiopatica se supde que os sintomas de percepcdo sensorial sejam causados por
prejuizo no processamento somatossensorial central e ndo por neuropatias.® Estudos
também tém apontado para associacdo entre enxaqueca e SPI, com influéncia
genética,®” provavelmente causada por desequilibrio da homeostase de ferro e do
sistema dopaminérgico.®234

Os sintomas sensoério-motores caracteristicos da SPI também
podem surgir apdés ataque isquémico transitério e acidentes vasculares cerebrais
(AVC).®% As principais localizacdes de lesdes vasculares nos casos descritos s&o:
talamo, ) fibras ponto-cerebelares,® nicleos da base e coroa radiada.®”

Tratamentos propostos para a SPI incluem desde atividade fisica até
o tratamento diario com agentes dopaminérgicos, administrados antes do inicio dos
sintomas. Comprovou-se que estas intervencdes terapéuticas reduzem os sintomas
sensitivos e motores.®*%) Entretanto eventos adversos podem ocorrer, tais como:
cefaleia, nauseas, edema de membros inferiores, sonoléncia, entre outros. Além disso,
0 uso crbnico de agonistas dopaminérgicos pode levar a tolerancia e ao fenémeno de
“aumentaga"o”,(59) ou seja, exacerbacao da intensidade dos sintomas ou antecipacéo de
seu horario de inicio.®* Tal fendmeno esta relacionado principalmente ao uso de
agentes dopaminérgicos e chega a atingir até 60% dos pacientes tratados com
levodopa.®” Por isso, o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas é

altamente desejavel e, para tal, a compreenséo da fisiopatologia da SPI é crucial.
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2.1.2 Teorias fisiopatolégicas

2.1.2.1 Excitabilidade cortical e periférica

Ainda é incerta a origem dos sintomas descritos na SPI. Vérias
hipoteses fisiopatologicas foram propostas, tais como anomalias na modulagédo de
centros inibitérios medulares sobre a movimentacdo dos membros inferiores durante o
s0no.®) Também se propde que na SPI ocorra hiperexcitabilidade dos circuitos
motores centrais, 0 que pode ser averiguado por uma técnica ndo invasiva, a
estimulacdo magnética transcraniana (Transcranial Magnetic Stimulation, TMS).®>%
De forma geral, os estudos com TMS mostraram que ha alteracdo na excitabilidade

10)

cortical nos portadores de SPI,('? principalmente em medidas de atividade gabaérgica,

1.979%8) Tratamentos com

tais como o periodo silente cortical e a inibicdo intracortica
agonistas dopaminérgicos ou levodopa sdo capazes de regular estas medidas de
inibicdo em pacientes com SPI, assim como na doenca de Parkinson,®*~'%? sugerindo
gue uma disfuncdo dopaminérgica possa estar por tras da fisiopatologia da SPI.

Dados ja publicados do nosso grupo de pesquisa!’® mostraram que
a inibicdo intracortical estava reduzida no grupo de portadores de SPI (n=34) em
relacdo aos controles (n=24), denotando maior excitabilidade do cortex motor primario,
avaliada por TMS. A andlise da curva da caracteristica de operacao do receptor (ROC
— receiver operating characteristic curve) revelou que inibicdo intracortical acima de
35,05% predizia SPI, com sensibilidade de 66,7% e especificidade de 86,9%. Estes
dados sugerem que a maior excitabilidade cortical motora esta presente mesmo nas

formas mais leves da SPI.

2.1.2.2 Disfunc¢éo na integracdo sensorio-motora

A integracdo sensorio-motora pode ser definida como a estreita
integracdo dos sistemas sensoriais e motores necessarios para o planejamento e
execucdo de movimentos precisos. Disturbios do movimento, tais como a doenca de
Parkinson, distonia, sindrome de Tourette, acatisia e a prépria SPl eram
tradicionalmente considerados como transtornos provocados por prejuizo no controle

motor, predominantemente por disfuncdo de nucleos da base.'® Entretanto, ha
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evidéncias de que diversos distirbios motores podem estar associados a disfun¢des na
integracdo sensorio-motora, como no caso da doenca de Parkinson (ex. problemas de
propriocepcdo), doenca de Huntington e na distonia focal.'% Inclusive, entre os
distarbios hipercinéticos, cabe ressaltar que ha semelhancas entre a SPI, os
transtornos de tigue e a acatisia, dado que os tiques sao precedidos por desejo
premonitério ou sensacao perturbadora que leva o paciente a executa-los, aliviando
temporariamente a sensacdo desconfortavel, semelhante aos sintomas relatados na
SP|1.198197) A nocdo de que tais distirbios sdo meramente motores tem sido revisada
em funcdo do crescente reconhecimento de sintomas comportamentais, psiquiatricos,
autondmicos e outros sintomas n&o-motores nestas condigdes.'*

Todo movimento produz ativacdo de receptores periféricos
(proprioceptivos e cutaneos), gerando informacdo sensorial que é retransmitida ao
sistema nervoso central. Na trajetéria ascendente do sistema sensoério-motor, o
feedback somatossensorial durante o controle do movimento € codificado pelos
mecanorreceptores (isto é, fusos musculares e 6rgdos tendinosos de Golgi),
transmitidos por sinapses nos nucleos da coluna dorsal no tronco encefalico (nucleo
cuneiforme para bracos e gracil, para as pernas) e, finalmente, atinge o cortex
somatossensorial através da via somatossensorial tAlamo-cortical. Os nucleos da base,
o cerebelo, o tAlamo e suas conexdes, juntamente com possiveis alteracdes nas
aferéncias sensoriais, parecem desempenhar papel fundamental na integracao
sensorio-motora anormal especulada nos distdrbios de movimento. "%

Dentre as regides cerebrais que potencialmente modulam a
integracdo sensorio-motora, também destacamos o trato corticoespinhal (TCE), cuja
projecdo descendente desempenha papel importante no comando motor, resultando no
controle direto e indireto dos interneurdnios pré-motores da medula espinhal, bem
como dos motoneurbnios. Paralelamente ao TCE, existem multiplas vias indiretas,
incluindo vias corticobulbospinais e tratos de TCE que partem de cortices motores
secundarios (ex.: area pré-motora). Entretanto, o TCE também esta envolvido em
modulagdo seletiva e complexa do feedback sensorial. Um sistema descendente como
o TCE tem papel importante na producdo de inibicdo pré-sinaptica de aferéncias
sensoriais, que se da por modulacédo direta dos interneurdnios envolvidos no feedback
sensorial. Além disso, um conjunto de neurdnios do trato espinocerebelar dorsal,
responsavel por receber estimulos proprioceptivos-sensoriais, também € ativado pelo

TCE."%) Em particular, existem razdes para acreditar que anormalidades nos axdnios
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do TCE possam levar a sintomas da SPI. Este trato também exerce controle
descendente sobre as fun¢des nociceptiva e motora, além de modular a plasticidade de
longo prazo dos circuitos da medula espinhal.'%®

Uma abordagem eficiente para se estudar a integracdo sensorio-
motora € a combinacdo de estimulagdo nervosa periférica com potenciais evocados
motores proveniente do cértex motor primario contralateral. Esta funcdo tem sido
estudada de forma nd&o-invasiva por meio da TMS, por meio de estudos com
paradigmas de teste de condicionamento bem estabelecidos, tais como a chamada
inibicdo aferente de curta laténcia (SAlI — Short-latency afferent inhibition) ou longa
laténcia (LAl — Long-latency afferent inhibition). Em particular, o SAI avalia o rapido
efeito inibitério de uma estimulacao elétrica periférica, fornecida aproximadamente 20
milissegundos (e 200ms para o SAI) antes da estimulacéo elétrica promovida pela TMS
sobre o cOrtex motor primario contralateral. A magnitude dessa inibicdo fornece
correlato neurofisiolégico da eficiéncia da rapida integracdo sensorio-motora. Acredita-
se que a entrada sensorial exerca seus efeitos inibitérios sobre os neurdnios
corticoespinhais através de circuitos intracorticais GABAérgicos, modulado por circuitos
dopaminérgicos e colinérgicos. Estudos que se utilizaram destas abordagens para
investigagcdo da integragdo sensorio-motora na SPI  produziram resultados
inconsistentes entre si. Rizzo et al.,, por exemplo, verificaram que a SAl estava
deficiente em pacientes com SPI ndo tratada, a qual foi normalizada apds o tratamento

dopaminérgico;®

no entanto, Bocquillon et al. n&o encontraram diferenga na SAIl entre
pacientes e controles saudaveis.?? Por sua vez, nenhuma diferenca na LAl foi
encontrada no estudo de Rizzo, enquanto uma falta de facilitagdo induzida por estimulo
(outra abordagem para estudo da integracao sensoério-motora) foi encontrada no estudo
de Bocquillon et al.?® Recentemente, Lin et al. verificaram gque a LAl estava
significativamente diminuida, sugerindo integracdo sensorio-motora prejudicada em
pacientes com SPI e que esta perturbacéo pode ter origem em nivel cortical® ou nas
projecdes talamocorticais. A Ultima hipotese é corroborada por estudos de lesdo que
demonstraram acentuada redugdo ou perda de SAlI em pacientes com AVC talamico
unilateral'® ou bilateral.""

Tanto a estimulagdo magnética transcraniana repetitiva (rTMS)
excitatoria,"® quanto a inibitéria"" do cértex motor primario, de onde a maioria dos
axonios do TCE se originam,"? tém sido propostas para o alivio dos sintomas da SPI,

pelo menos em pacientes sem tratamento medicamentoso prévio (drug-néive). Além
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disso, a rTMS inibitoria do cOrtex somatossensorial primario foi recentemente proposta

como estratégia terapéutica para a sindrome.""?

2.1.2.3 Disfuncéo do metabolismo de ferro

A fim de identificar os correlatos morfolégicos da fisiopatologia no
sistema nervoso central in vivo, estudos de ressonancia magnética mostraram
diminuicdes locais de ferro em: estriado direito e globo pélido interno em portadores da
forma de inicio precoce da SPI,"""¥ diminuicdo na substancia negra,***'"") no talamo e
nucleo caudado.® Porém, ja foi especulado que esta reducéo de ferro ocorre apenas
em portadores da SPI idiopatica e de inicio precoce dos sintomas."®

A deficiéncia de ferro pode estar associada a hipomielinizacdo, como
verificado em animais“*'?? e humanos.!'"® Estudos com pacientes de Sp|t24126)
descreveram baixos niveis de ferritina e transferrina, proteinas responséaveis pelo
armazenamento e transporte de ferro para os tecidos, respectivamente. Connor et al.
revelaram, em estudo post-mortem, por meio de andlise de western blot de mielina
isolada de 11 pacientes de SPI, que a expressdo de proteinas integrais de mielina
estava significantemente reduzida em aproximadamente 25% em relacédo aos controles
comparaveis em idade, sugerindo déficits em mielinizacdo provocado pela reducao de
ferro central.('?

Apesar dos portadores de SPI primaria possuirem niveis séricos de
ferro geralmente normais, o tratamento por meio da administracdo intravenosa de ferro
€ objeto de ensaios clinicos com resultados ndo homogéneos, permanecendo em
aberto o motivo pelo qual a resposta terapéutica é eficaz apenas em parte dos
pacientes.*'?”Em geral, a associacdo entre ferritina sérica e SPI ndo é linear, porém,
baixas concentracdes de ferritina sérica parecem ser fator de risco relevante para a
sp1.@

Além disso, por meio de exame do liquido cefalorraquidiano, foi
observado!'?®'?® que, em portadores de SPI, os valores de ferro e ferritina foram
menores. Também encontraram correlacdo positiva entre ferritina sérica e
concentracdo de ferritina no liquor, tanto em portadores de SPI como em controles,
porém, com menor inclinacéo da linha de regressao para o grupo SPI, sugerindo que a

baixa concentracdo de ferro no cérebro na SPI primaria possa ser causada pela
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disfuncéo do transporte de ferro sérico para o sistema nervoso central.'*® Especula-se
que a influéncia do ferro na fisiopatologia da SPI se dé por meio de regulacdo
epigenética.®

Modelos animais tém sido especificamente desenvolvidos para
investigagdo da fisiopatologia da SPI, incluindo estudos com intervengdes
farmacoldgicas (uso de antagonistas dopaminérgicos); lesdes na medula espinhal ou

6,128

em nlcleos de neurdnios dopaminérgicos no diencéfalo (A11);®'?® genéticas e de

deficiéncia de ferro.('?’

) A deficiencia de ferro no cérebro durante o periodo pés-
desmame, em ratos ou camundongos, produzem alteracdes no sistema dopaminérgico
que se assemelham aquelas encontradas na SPI, principalmente em relagcédo a reducao
da densidade do subtipo 2 do receptor de dopamina (D2) no estriado e ao aumento da
atividade da tirosina hidroxilase no mesencéfalo.® Uma limitacdo destes modelos é
que, apesar de permitirem estudar, por exemplo, a relagdo causal entre a deficiéncia
central de ferro e disfuncdo dopaminérgica, nem todos produzem fendétipo
comportamental tipico, como a movimentacédo exacerbada de membros. Ainda que néo
apresentem disturbios motores, camundongos com deficiéncia de ferro no cérebro
mostraram aumento circadiano na vigilia, durante periodos especificos que
correspondem a antes do sono e no momento do inicio do sono.”*'? Pparece
promissor o uso de um novo modelo de camundongo transgénico, que foi desenvolvido

com base nos genes de risco identificados para SPI,("%9

pois ele exibe o
comportamento fenotipico, tanto circadiano, como biolégico."*"

Recentemente, resultados preliminares de estudo conduzido na
Universidade de Stanford apontaram supercrescimento bacteriano no intestino delgado
de portadores de SPIl. Tal disbiose do intestino parece moderar a variabilidade
observada de ferro sérico entre pacientes, sugerindo que a deficiéncia de ferro possa

ser secundaria & inflamacéo intestinal.('>?

2.1.2.4 Teoria da ativacado da via de hipoxia

Ao descrever a SPI, Ekbom alegou, em 1945, que os sintomas de
SPI eram causados por circulagéo prejudicada nos pequenos vasos das extremidades,
0 que levava a hipdxia local."*® Décadas depois, Anderson et al. demonstraram, por

meio de exames de fluxometria por laser doppler e termografia, comprometimento
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microvascular e hipdxia local nas pernas de pacientes com SPI em compara¢do com
controles.®*)

Apesar de portadores de SPI primaria ndo apresentarem sintomas
de hipéxia, como cianose ou dispneia, um estudo’®*® revelou aumento significativo do
fator de transcricdo da via de hipdxia na substancia negra em pacientes de SPI em
relacdo a controles. Também ja foram verificadas alteracdes de marcadores periféricos
de hipoxia em linfécitos e em parametros fisioldgicos, como no fluxo sanguineo da
artéria femoral, frequéncia cardiaca e respiratéria.”) Portadores de SPI também
demonstram alterac6es no perfil protedmico no liquor que foram consistentes com o
esperado para deficiéncia de ferro e hipéxia.?

Sabe-se também que o ferro age como co-fator na regulacdo da via
do fator induzido por hipéxia (hypoxia inducible factor) e que a deficiéncia de ferro
aumenta a transcricdo de fatores que ativam tal via,”’) porém mais estudos s&o
necessarios para elucidar tal interacdo e sua importancia para a fisiopatologia da SPI.
Cabe ressaltar que hipdxia noturna, particularmente, € um sintoma que ocorre na

apneia obstrutiva do sono, disttrbio do sono que pode cursar com SPI.('3®)

2.1.2.5 Disfuncédo dopaminérgica

A SPI é tratada principalmente com levodopa e agonistas
dopaminérgicos que tém como alvo os subtipos inibitorios de receptores de dopamina
D3 e D2. O sucesso inicial dessa terapia levou a uma série de investigacbes dos

receptores de dopamina pré- e pés-sinapticos***"~'4?)

e a ideia de um estado hipo-
dopaminérgico como a origem mecanicista subjacente a SPI. Porém, alguns estudos
tém sugerido que tal conceito simplificado de funcéo reduzida de dopamina como base
para se explicar a génese dos sintomas de SPIl ndo explica acuradamente outros
aspectos clinicos, como o fenébmeno de “aumentagdo” e a acatisia -consequéncias do
uso crénico de agonistas dopaminérgicos — ou mesmo a influéncia circadiana do
tratamento sobre os sintomas.'*?

Além disso, estudos com tomografia por emissédo de pésitrons (PET
— positron emission tomography) e tomografia computadorizada por emissédo de féton
anico (SPECT - single photon emission computed tomography) mostraram resultados

heterogéneos, sendo que alguns ndo constataram alteracbes no sistema
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dopaminérgico.!'3¢147)

Esta auséncia de alteracbes também é corroborada por
resultados normais de estudos histopatol6gicos que examinam a substancia negra e 0s
neurdnios da regido A11,® cujas células, agrupadas no mesencéfalo préximo ao
hipotalamo, séo as unicas a fornecerem projecdes dopaminérgicas a medula espinhal,
além de projetarem-se para o coOrtex e sistema limbico.

Entretanto, Earley et al. verificaram que o liquor de portadores de
SPI apresentava aumento da atividade da tirosina hidroxilase.** Ja Allen et al.
verificaram no liquor de pacientes aumento da 3-orto-metildopa, metabdlito da
dopamina, proporcional ao aumento do &cido homovanilico, metabdlito de
catecolaminas, sugerindo, portanto, aumento da sintese de dopamina, sua liberacao e
renovacao (turnover). Os niveis de 3-orto-metildopa e acido homovanilico no liquor
estavam positivamente correlacionados com a gravidade da SPI e mostraram variacao

diurna com nadir noturno.(#®

) Connor et al. verificaram que, em amostras de putamen e
substancia negra de individuos com SPI, havia aumento da tirosina hidroxilase (total e
fosforilada) e que a diminuicdo de receptores dopaminérgicos D2 estava correlacionada
com a gravidade da SPI diagnosticada antes da morte.®) J4 um estudo com PET
revelou consistentes diminuicdes no potencial de ligacdo do receptor D2 nos ganglios
da base, provavelmente causada por aumento da dopamina na fenda sinaptica.!'*®
Além disso, estas alteracdes nos receptores D2 também parecem estar presentes em
regides extra-estriatais (sub-regibes do talamo, insula do lado esquerdo e cértex
cingulado anterior).

As evidéncias, até o momento, apoiam o conceito de estado pré-
sinaptico “hiper-dopaminérgico” com aumento da sintese, liberagdo de dopamina,
acompanhada de progressiva diminuicdo da recaptacdo de dopamina, levando ao seu
aumento na fenda sinaptica e, por fim, a estado poOs-sinaptico “hipo-

dopaminérgico”.'43147)

2.1.2.6 Interagao do ferro e dopamina

Ao contrario da falta de evidéncia direta para a participacdo do
sistema dopaminérgico, diversos estudos tém mostrado consistentemente uma
insuficiéncia de ferro significativa em pacientes com SP|,(11%116125126.148) com destaque

para a reducdo na quantidade de ferro na substancia negra.'**™™® Em modelos
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animais, deficiéncia de ferro esta relacionada a exacerbacdo da funcdo do sistema
dopaminérgico.®

A relacdo ferro-dopamina tem sido estudada, principalmente, por
meio de modelos celulares in vitro com diferentes graus de quelagéo de ferro e também
com modelos animais in vivo, por meio de deficiéncia de ferro induzida por dieta.!™®
Além disso, o ferro é cofator essencial da tirosina hidroxilase, que converte a tirosina
em |-DOPA, ou seja, trata-se de uma enzima limitadora de taxa de producédo de
dopamina. De fato, verificou-se que animais alimentados com dieta pobre em ferro
apresentam menor densidade de ligacdes do subtipo 1 do receptor de dopamina (D1) e

151

de D2 no estriado em relagdo aos controles,!"" sugerindo ligacéo entre a deficiéncia

de ferro e a hipofuncédo do sistema dopaminérgico.

2.1.2.7 Hipo6tese glutamatérgica

Mecanismos glutamatérgicos parecem desempenhar papel na
excitabilidade cortical verificada na SPI por técnicas como a TMS.®1%"3) Esta hipétese
€ também apoiada pela eficacia dos ligantes das subunidades a2® dos canais de calcio
(gabapentina e  pregabalina), localizados principalmente em  terminais
glutamatérgicos,®® em tratar os sintomas de sono da SPI1"*® e em alterar marcadores
de inibicdo intracortical."®¥ A chamada hipdtese hiperglutamatérgica também é
corroborada por estudo de Allen et al., com espectroscopia de proton por ressonancia,
que identificou aumento nos niveis de glutamato e glutamina em regido talamica de
pacientes de SPI, sugerindo relacdo com sintomas durante o sono.') Enquanto o
sistema dopaminérgico parece estar relacionado principalmente aos déficits na
integracdo sensoério-motora, o glutamato pode estar envolvido nos componentes de
hiperexcitabilidade e do sono."1%®

Recentemente, uma droga antiepiléptica (perampanel), antagonista
seletivo do receptor poés-sinaptico de glutamato do tipo AMPA, alfa-amino-3-hidroxi-
metil-5-4-isoxazolpropidnico, parte da familia de receptores ionotrépicos de glutamato

s.U%8) sape-se

(AMPA-R), foi proposta como alternativa aos tratamentos dopaminérgico
que receptores dopaminérgicos modulam a sinalizacdo glutamatérgica em neurdnios
espinhosos médios do estriado e que a ativacdo de receptores D2 diminuem as

respostas dependentes de AMPA-R.""®") Dado o papel critico dos receptores D2 nos
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efeitos terapéuticos dos agonistas dopaminérgicos na SPI,"*® é concebivel que a sua
estimulacdo possa levar, a longo prazo, a reducdo das respostas do AMPA-R.
Portanto, é possivel que o bloqueio direto de AMPA-R, por um antagonista como
perampanel, possa diminuir sintomas sensoriais e motores, como sugerido por Garcia-
Borreguero et al."®® Se confirmado por futuros estudos controlados, o perampanel

pode se tornar uma alternativa promissora aos tratamentos dopaminérgicos existentes.

2.1.2.8 Hipotese de disfuncédo adenosinérgica

Novas evidéncias vém sugerindo que alteracdes no sistema de
adenosina também podem estar associadas a fisiopatologia da SPI. A adenosina é o
principal fator endégeno promotor do sono, além de ser poderoso modulador da
neurotransmissao de glutamato e dopamina.('®®

Existem dois subtipos principais de receptores de adenosina
difundidos no cérebro: receptores Al (A1R) e A2 (A2R). A1R estdo difundidos no

1%8) & sd0 encontrados tanto na

cérebro, enquanto A2R estdo concentrados no estriado’
forma pré-sinaptica, como pés-sinaptica.

Tanto a deficiéncia de ferro no cérebro em roedores, quanto a
quelacdo de ferro em células em cultura, influenciam significativamente a regulacéo
funcional de A1R e A2R,(**"%) reduzindo, por exemplo, A1R no cértex e estriado.!"®”
Quiroz et al. avaliaram que ratos com deficiéncia de ferro central tiveram aumento da
expressdo de A2R no estriado, tanto pds, como pré-sinapticamente. No estriado, A2R
pré-sinapticos estdo localizados em terminais glutamatérgicos em contato com
neurénios gabaérgicos. A funcdo destes receptores foi verificada por meio da
habilidade de seu antagonista (antagonista A2R) no blogueio da atividade motora
induzida por estimulagéo elétrica cortical."®® Tal resultado sugere gque 0 aumento pré-
singptico do A2R estriatal poderia estar envolvido nas alteragcbes da integracao
sensorio-motora na SPI, representando um novo alvo terapéutico para este

disttrbio.(19°169)
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2.1.2.9 Hipotese genética e de alteragdes no desenvolvimento

No inicio dos estudos genéticos em SPI, pensava-se que se tratava
de distdrbio monogénico classico em familias, no entanto, estes estudos nao

181) Quando os

conseguiram revelar com exatiddo os genes relacionados a condicao."
estudos de associacdo gendmica ampla, com grandes amostras, tornaram-se viaveis,
as primeiras variantes genéticas de risco para a SPI puderam ser identificadas.!"®?
Variantes genéticas detectadas por esta técnica sdo variantes comuns que,
individualmente, conferem apenas pequeno aumento no risco de doenca. As variantes
de risco para SPI atualmente conhecidas séo seis loci genémicos (MEIS1, BTBD9,
MAP2K5 / SKOR1, PTPRD e TOX3), mas variantes genéticas raras também sdo
importantes contribuintes para o desenvolvimento da condicgo.('®"

O locus MEIS1, o mais forte fator de risco para SPl — com razdo de
chance em torno de 2,7 — representa apenas uma pequena, mas importante parte da

187) Evidéncias apontam para um papel essencial de

(163)

suscetibilidade genética para SPI.{
MEIS1 no desenvolvimento e regulacdo da homeostase de varios 6rgaos,
Interessantemente, Spieler et al. verificaram in vivo e in vitro que um polimorfismo de
nucleotideo Unico neste locus levou a alteragdes no desenvolvimento embrionario dos
ndcleos da base de camundongo geneticamente modificado, o que corrobora com a
hipétese de que a SPI primaria pode ser causada por alteragcdes no desenvolvimento
do cérebro,'®™ as quais, possivelmente, podem ser avaliadas por estudos de
neuroimagem nao invasivos em portadores de SPI. Cabe ressaltar que MEIS1 também
regula a expressdo de ferritina,'®® corroborando com a hipétese de alteracdo no
metabolismo de ferro.

Embora o niumero conhecido de variantes de risco genético ainda
seja limitado, estas recentes descobertas tém sido indispensaveis em termos de
decifrar a fisiopatologia subjacente da SPI, fornecendo os pontos de partida
moleculares para o desenvolvimento de modelos animais e estudos in Vvitro
direcionados para investigagdo mais aprofundada de seus mecanismos
fisiopatoldgicos. Além disso, estas variantes de risco genético sdo também ferramentas
Uteis para se desvendar a complexidade fenotipica observada na SPI. A identificacao
de variantes genéticas associadas a presenca de PLM, por exemplo, sugerem

endofendtipo para SPI, ajudando a verificar fatores de predisposi¢éo individuais para a
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condicdo. Além disso, alguns loci (MAP2K5 / SKOR1 e TOX3) também parecem ser

mais relevantes para sintomas sensitivos do que motores na SPI.('%?

2.1.2.10 AlteracBes estruturais e funcionais

Uma das principais observacfes dos estudos postmortem é que 0s
sintomas da SPI ndo parecem estar associados a processos neurodegenerativos
classicos. Apesar da hipétese da disfuncdo dopaminérgica, por exemplo, ndo ha perda
perceptivel de neurénios da tirosina hidroxilase na substancia negra como relatado na
doenca de Parkinson.?'6®)

Esta auséncia de evidéncia para processos neurodegenerativos €
parcialmente corroborada por estudos de neuroimagem estruturais, cujos resultados
apontam para alteracdes sutis e difusas, com destaque para as seguintes alteracées
volumétricas em regifes de substancia cinzenta: aumento em regido dorsal talamica
bilateral;!"™ aumento no hipocampo e giro orbitofrontal;"®” diminuicido em regi&o
sensorio-motora primaria;""'®® diminuicdo em hipocampo esquerdo, lobo parietal,
cortex frontal medial, regido lateral do lobo temporal e cerebelo;!"®® diminuicdo no
talamo direito.('"”

Os resultados supramencionados foram obtidos por meio de uma
técnica relativamente antiga, denominada morfometria baseada em voxel (voxel-based
morphometry, VBM), criticada por certos autores.®*3**" Mais recentemente, Lee et
al."® reportaram reducédo de espessura cortical em giro pés-central bilateral detectada
com uma técnica mais sofisticada de morfometria baseada em superficie (surface-
based morphometry, SBA), via software Freesurfer, o qual melhora a correspondéncia
de regibes corticais homologas entre sujeitos, permitindo delimitacdo mais precisa
entre regides corticais. Outra vantagem dos métodos de andlise SBA sobre VBM é a
reducéo substancial da variabilidade anatomica residual entre sujeitos.®"*~173)

A maioria desses estudos nédo incluiu medida de volume
intracraniano total como covariavel (procedimento recomendado, ja que esta medida
estd associada positivamente com volume de regides cerebrais especificas),(”"') nem
corrigiu suas andlises para comparagfes multiplas (com excec¢éo do estudo de Hornyak
et al.""¥). De fato, esses resultados podem representar falsos positivos, pois os dados

foram processados com uma versdao mais antiga do software de Mapeamento
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Paramétrico Estatistico de Processamento de Neuroimagem (SPM - Software

176)

Statistical Parametric Mapping), que ndo possuia o algoritmo DARTEL,' técnica

1) Alguns estudos também nado revelaram

otimizada para normalizacdo espacial.
qualquer alteracdo em substancia cinzenta em portadores de SPI,#6114178.179) jnclyindo
a andlise feita por nosso grupo de pesquisa, via Freesurfer, em 31 portadores de SPI e
23 controles, com idade e sexo comparéaveis. '

Ja4 nos poucos estudos (Tabela 1) que focaram na andlise da
substancia branca na SPI, os principais resultados apontam para o envolvimento de
estruturas relacionadas a fungdo sensorial ou motora, bem como a integragdo sensorio-
motora: diminui¢do bilateral de FA na substancia branca adjacente aos cortices motor
primario e somatossensorial, assim como no talamo direito;®*? alteracdes em FA, AD e
RD na capsula interna direita, ponte e hemisfério cerebelar direito.®® Por outro lado,
outros estudos néo relataram diferencas nas métricas de DTl na SPI, especialmente
quando os resultados foram corrigidos para comparacdes mdltiplas. 649

Por sua vez, estudos de imagem de ressonancia magnética
funcional (functional magnetic resonance, fMRI) revelaram alteracbes em cerebelo e

an '80)  conectividade talamo-cortical anormal,('®

talamo, cortex sensério-motor,’
ativacbes difusas em regides corticais e subcorticais,''*'®"sugerindo envolvimento
principalmente de vias talamocorticais e sensério-motoras, assim como do cerebelo na

fisiopatologia da SP!.(18218%)

Recentemente, um estudo com magnetoencefalografia —
exame que mede o campo magnético do cérebro a partir das correntes ibnicas que
fluem nos dendritos dos neurénios durante a transmissao sinaptica — verificou aumento
da excitabilidade do cértex sensério-motor.('®*)

Nos ultimos anos, alguns estudos também avaliaram alteracdes em
padrdes de conectividade funcional na SPI, utilizando-se de uma modalidade em que a
fMRI é adquirida durante o estado de repouso cerebral (rsfMRI — resting state functional
magnetic resonance imaging). Por exemplo, Gorges et al. verificaram alteracbes em
redes funcionais na SPI, associadas ao controle da atencdo a estimulos sensoriais,
incluindo regides como o0 nucleo ventral péstero-lateral do talamo e o pulvinar. O
padrao de alteracbes na conectividade funcional foi positivamente correlacionado com
0 aumento da gravidade dos sintomas de SPI.(18%

Foco da maior parte dos estudos de conectividade, a rede neural de
modo padrdao (DMN — default mode network) é definida por um conjunto de regifes

cerebrais (normalmente, o coOrtex pré-frontal medial ventral, |6bulo parietal inferior,
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cortex temporal lateral, cortex pré-frontal medial dorsal e a formacéo hipocampal),
funcionalmente conectadas com o cértex cingulado posterior durante rsfMRI."%) A
DMN reflete estado cerebral que ignora os estimulos sensoriais externos e, ao invés
disso, foca no processamento de informacdes internas sem interromper o estado de
repouso. Portanto, estudos de rsfMRI usualmente observam aumento de atividade da
DMN quando o individuo ndo estéa focado em estimulos do mundo exterior (isto €, em
repouso ou na inatividade), exatamente quando os sintomas de SPI costumam ser
desencadeados. Como resultado, os pesquisadores verificaram que, nos portadores de
SPI, o lobo parietal superior direito, a 4rea motora suplementar direita e o talamo
esquerdo (area ventral péstero-lateral) — areas relacionadas a circuitaria sensorio-
motora — estavam funcionalmente mais conectados as estruturas pertencentes a DMN,
guando comparados aos controles. Por outro lado, os autores também reportaram
reducdo na conectividade funcional da DMN em regi6es mediais do cérebro, incluindo o
cortex cingulado posterior esquerdo, o giro orbito-frontal direito, pré-cuneo esquerdo e
giro subcaloso, propondo que respostas aumentadas a estimulacdo sensorial podem
estar associadas aos sintomas sensoriais que constituem as bases clinicas para a SPI.
Por sua vez, sabe-se, também, que o sistema dopaminérgico modula a DMN,
sugerindo que tal alteracdo poderia estar relacionada a disfungdo nas vias
dopaminérgicas.'®)

Por fim, Liu et al."® também verificaram, por rsfMRI, alteracdes na
conectividade funcional da circuitaria cerebelar-talamica e diminuicdo de conectividade
funcional nas sensoério-motoras. Estes mesmos autores ja haviam identificado, em
estudo anterior,'® padrées alterados de atividades funcionais no cortex sensério-motor
e em regides de processamento visual durante periodos assintomaticos.
Interessantemente, dois estudos anteriores com fMRI ja tinham encontrado atividade
cerebelar e talamica associada a desconforto sensorial e/ou movimentos peridédicos

dos membros em portadores de SPI.('7114

2.2 Imagem ponderada em difuséo

A MRI possui grande versatilidade quanto a sua capacidade de
avaliar os diferentes tecidos do cérebro, sendo de grande valia no estudo da

neuroanatomia e importante aliada no diagnostico de doengas neuroldgicas. Dentre
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seus variados tipos de aquisicdo, a imagem ponderada em difusdo (DWI — diffusion
weighted image) tem despertado interesse ndo apenas da comunidade cientifica, mas
também do publico em geral, por suas atrativas possibilidades de pds-processamento
gue levam a sofisticadas representacdes dos tratos de substancia branca.

A sequéncia de imagem por ressonancia magnética (RM) para DWI
depende do uso intensivo de gradientes, o que deixava a aquisi¢cao lenta e susceptivel
a ruidos e artefatos de movimentacdo de cabeca. No inicio dos anos 90, com o0 mais
facil acesso a rapida sequéncia de pulso eco-planar (EPI — echo-planar imaging), a
DWI passou a ser usada clinicamente, inicialmente como coadjuvante no diagndéstico
de AvC.?"

Estruturas celulares, subcelulares, extracelulares e moléculas
maiores (como colageno) impedem, até certo grau, o movimento das moléculas de
agua por meio do tecido. Como resultado, a velocidade de difusdo € menor no tecido,
do que no liquor, por exemplo. Em particular, certos tecidos como a substancia branca
cerebral possuem estrutura de tecido altamente organizada que leva a predominancia
de uma Uunica direcdo de difusdo. Os axbnios revestidos por mielina podem ser
considerados barreiras a difusdo das moléculas de agua. Em certas condi¢ées também
ocorre restricdo da difusdo, como no caso de edemas, tumores e AVC, visualizados por
aumento da intensidade de sinal.

Para sensibilizar a imagem a difusao, tipicamente aplica-se um par
de pulsos de gradientes de alta amplitude. Quando spins se difundem ao longo do
gradiente de campo magnético, ocorre acumulacdo de fase nos spins em movimento
que excede o0s spins estacionarios. A acumulacdo de fase, por sua vez, leva a
diminuicao de sinal. Esta perda de sinal é proporcional a for¢ca do gradiente e ao tempo
que ela é aplicada aos spins em difusdo. A amplitude do gradiente de campo
magnético e a velocidade com que o0s spins estdo se movendo vai determinar a
quantidade de sinal perdido. Para tal, aquisicdes de EPI ultrarrapidas sdo comumente
empregadas. Dado que a duracdo do gradiente de campo magnético deve ser breve, a
amplitude de gradiente é o parametro que governa o grau da perda de sinal decorrente
da difus&o.®" A duracéo, amplitude e intervalo entre os dois gradientes é chamado de
"b-valor" (b value), escalar que reflete o grau de difuséo, indicado por s/mm? e descrito
pela féormula b = y*? G? 8% (A-8/3), onde G é a magnitude, 6 a duracédo e A o intervalo de

tempo. Aumentar o b value fara a imagem mais sensivel a distancias menores de
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difusdo. Porém, cabe ressaltar que aumentar o b-value também leva a diminuicdo de

relacdo sinal-ruido.

2.3 Imagem por tensor de difuséo

Em todas as temperaturas acima do zero absoluto, efeitos
termodindmicos fazem com que moléculas se movimentem de forma aleatéria pelo
ambiente. Este fenbmeno é denominado de movimento browniano. Quando a difusdo
das moléculas ocorre de forma mais homogénea, com menor restricdo e sem direcdo
preferencial de deslocamento (por exemplo, no liquor, urina e bile), chamamos de
difusdo isotropica, representando-a graficamente por uma esfera. No tecido, a estrutura
restringe a trajetdria das moléculas de 4gua. Esta difusividade que ocorre em direcdes
especificas é denominada de difusdo anisotropica. A substancia branca, em especial,
possui estrutura altamente ordenada que facilita a difusdo ao longo de uma Unica
direcéo e que restringe a difusdo em demais direcdes, tendo, portanto, alta anisotropia.
Cabe ressaltar que a anisotropia ndo descreve a direcéo absoluta da difuséo, apenas o
grau com que a difusdo ocorre preferencialmente ao longo de uma Unica direcéo.

A andlise do grau de anisotropia nos permite especular, de forma
indireta, a integridade e organizacdo da citoarquitetura de fibras compostas por tratos
de substancia branca e de seu estado de mielinizacdo, sendo particularmente Gtil para
detectar alteracdes na organizacao tecidual das fibras axonais, as quais podem até
mesmo preceder mudancas volumétricas.('®) Para obtermos informacdo acurada da
direcdo da difusdo, precisamos de uma série de imagens, cada uma sensibilizada para
uma direcdo especifica. Para a correta caracterizacdo da difuséo, faz-se necessario
adquiri-la em diferentes direcdes (minimo de 6), para a criacdo de modelo matematico
de difusdo, no espaco tridimensional (3D). Quanto mais imagens adquiridas, melhor
poderemos determinar de forma acurada a dire¢ao absoluta da difuséo.

O método mais simples e comumente adotado para modelarmos
matematicamente a difusividade - por ndo necessitar de grande namero de dire¢cdes ou
multiplos b value (multi-shell acquisitions) — denomina-se DTI, proveniente de poés-
processamento de sequéncias DWI.

No DTI, a difusdo total € modelada para cada voxel como uma

elipsoide 3D, definido por meio de constructo matematico chamado de tensor.'®® por
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meio do tensor, podemos discutir a direcao preferencial da difusédo e a homogeneidade
de direcdo dentro de um voxel. O tensor € constituido por autovetores (eigenvectors) e
autovalores (eigenvalues) que caracterizam, respectivamente, a direcdo e a
intensidade do movimento de difusédo (Figura 1B). A direcéo preferencial da difusdo em
um dado voxel é a orientacdo do eixo mais longo da elipsoide, chamado de autovetor
principal. Ao determinar o principal autovetor para cada voxel, podemos descrever a
direcdo preferencial da difusdo, geralmente exibido em imagem codificada por cores
(Figura 1E). Comumente, podemos descrever um tensor usando 3 vetores, um ao
longo do seu comprimento e dois ortogonais a isto e a cada um. Num caso idealizado,
onde a difuséo esté presente apenas ao longo de uma dimensao, a elipsoide se tornara
uma linha.

Por outro lado, quando na presenca de restricdes, a difusdo pode
apresentar direcdo preferencial, geralmente paralela aos obstaculos, sendo
denominada de anisotrépica. Da mesma forma, se a difusividade é inteiramente
aleatéria, como no liquor, a elipsoide serd representada como esfera. Portanto, a
elipsoide prové uma forma de descrever a homogeneidade da direcdo de difusédo
dentro do voxel, ou seja, sua anisotropia. O grau de anisotropia em cada voxel &
descrito por parametro chamado de FA, calculado a partir dos autovalores (A1, A2, A3),

conforme féormula abaixo:

A=A )2+ (Ae — A3)2 + (A — Ap)?

FA — E\/(l 2)* + ( 3)? + (A — A1)
V2 IYIEYIRY
NEYESTRSY

O FA vai de 0, onde é uma esfera, até 1, onde a elipsoide vira uma
linha. Altos valores de FA, como em estruturas de substancia branca (ex. corpo
caloso), podem refletir alto grau de anisotropia. J4 na substancia cinzenta e liquor
teremos baixos valores de FA. Valores de FA podem ser codificados por cores, as
quais representam a dire¢do do autovetor principal, enquanto a intensidade representa

a magnitude de FA_(30.189)
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Convengdo de

Mapa direcional i
cor e diregao

codificado por cores

Fonte: Adaptado de Mori S, Zhang J. Principles of diffusion tensor imazgsing and its
applications to basic neuroscience research. Neuron. 2006;51(5):527—39.( )

Figura 1. Modelo para estimativa do tensor - A partir da medida obtida da difusdo da
agua em diferentes eixos (A), estima-se o formato e orientacdo do tensor, aqui
representado como uma elipsoide (B), cujo eixo maior representa a dire¢do principal
da difuséo e, portanto, da orientacdo do trato (C). Um mapa de anisotropia (D) é
gerado a partir deste modelo, em que regifes escuras séo isotropicas (elipsoide
esférica) e regibes claras sdo anisotropicas (elipsoide alongada). A informacédo de
orientacao € convertida para cor (F). Ao combinarmos intensidade da anisotropia (D)
e cor (F), obtemos um mapa de FA codificado por cor (E)

Mapa de FA

Como foi dito, a partir do tensor de difusdo, extraem-se as direcdes
principais (autovetores) de difusdo da agua e suas magnitudes (autovalores). A partir
dessas informacdes, calcula-se ndo apenas o FA, como também indices escalares
complementares: AD, MD e RD."* O FA, como vimos, é o indice mais comumente
utilizado e que determina a forma do tensor, sendo que quanto mais proximo de 1,
maior tende ser a anisotropia do tecido avaliado. Sua interpretacdo pode ser
complementada com informacdes de MD (A+A2+A3)/3 e RD (A2+A3)/2, que costumam
estar aumentados, enquanto FA diminui, em processos dis- ou desmielinizantes.®
Regides de valores altos de FA e baixos de MD podem indicar substancia branca
saudavel ou altamente organizada. A medida de RD indica o grau em que a agua se

difunde numa direcdo que € perpendicular ao trato axonal. Dados de estudos

experimentais com animais de laboratorio sugerem que maior RD pode ser causada
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por excessiva densidade de empacotamento axonal e/ou fraca mielinizacéo.®" J& o
AD (A\) tende a estar diminuido no caso de les&o axonal.”18®)

Por meio do DTI, avaliamos um tipo de restricdo a difusao
relacionada ao meio extracelular (hindered diffusion), ao passo que aquisicbes mais
sofisticadas — como a imagem de difusdo de alta resolucdo angular (HARDI — high
angular resolution diffusion coefficient), que se utilizam de modelos mais complexos do
que o tensor, conseguem avaliar também a restricdo intra-axonal (restricted
diffusion).®® Outra técnica relativamente nova é a imagem por curtose de difuséo (DKI
— diffusional kurtosis imaging), a qual caracteriza 0 comportamento ndo-gaussiano de
difusdo da agua em tecidos neurais. Acredita-se que a difusédo ndo-gaussiana provenha
de barreiras de difusdo, como membranas celulares e organelas, e é, portanto,
considerada como marcador para a integridade microestrutural do tecido. Com o DKI,
tanto a difusdo aparente como a curtose de difusdo aparente sdo quantificadas. Em
contraste com as metricas convencionais de DTI, a DKI ndo se limita a ambientes
anisotropicos e, assim, permite a quantificacdo da integridade microestrutural da
substancia cinzenta e branca, mesmo na presenca de fibras cruzadas. Vale ressaltar
que, devido a inclusédo de efeitos ndo gaussianos, as estimativas dos indices de difusédo
derivados de DKI serdo geralmente mais acuradas do que as obtidas com DTI
convencional.('%?

Menos utilizadas, as imagens espectrais baseadas em difusdo
(diffusion basis spectrum) possibilitam modelar células e edema / espaco extracelular
como tensores de difusdo isotrépica. Com esta técnica, foi possivel capturar, com
precisdo, a gravidade da lesdo axonal, desmielinizacdo e inflamacdo em tratos da
substancia branca de modelos de camundongos de desmielinizacdo do sistema
nervoso central.('%%

Independentemente do modelo de estimativa do tensor utilizado,

cabe ressaltar que os mapas de DTI ndo refletem conexdes funcionais ou sinapticas.

2.3.1 Significado das métricas de Imagem por tensor de difuséo

A mielina, na medida em que suas camadas hidrofébicas impedem
gue a agua se mova perpendicularmente aos tratos axonais, impde uma direcdo de

difusdo preferencial ao longo das fibras. Neste contexto, o DTI se torna uma ferramenta
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importante em investigacdes clinicas de doengas mielinicas, incluindo leucodistrofias e
esclerose multipla (EM). Os distarbios dismielinizantes sdo caracterizados por
anormalidades na mielinizacdo, tais como bainhas de mielina incompletas ou
irregulares, enquanto a desmielinizacdo assume a forma de ruptura da mielina formada
anteriormente, como ocorre na EM.%)

Estudos prévios examinaram o potencial de AD e RD para detectar,
diferencialmente, mielina e anormalidades nos ax6nios em camundongos
transgénicos®” — em que o gene da proteina basica de mielina estd mutado — e no
nervo 6ptico de modelo de isquemia retiniana.'®® Especificamente, estes estudos
demonstraram que o dano axonal leva a diminuicdo acentuada de AD e a reducdes
modestas — muitas vezes insignificantes — de RD, enquanto a desmielinizacdo aumenta
RD sem alterar o AD. Estes resultados de DTI foram ainda validados com analises
imuno-histoquimicas, apoiando que AD e RD sao promissores marcadores especificos
de danos axonais e mielinicos, respectivamente.!'%)

Em camundongos tratados com cuprizona - substancia neurotoxica
gue leva a desmielinizacdo em algumas semanas - Song et al. demonstraram que a
extensdo do aumento do RD refletiu a gravidade da desmielinizagdo no corpo caloso,
confirmado por meio de andlise histologica. Com a progressao da remielinizacdo, RD
diminuiu."®® As alteracdes de RD foram especificas para o curso do tempo das
alteracdes na integridade da mielina, distintas da lesdo axonal. Portanto, RD parece
oferecer avaliacdo especifica da desmielinizacdo e remielinizacéo, distinta do dano
axonal agudo."® Apesar de AD e RD poderem quantificar, simultaneamente, a leséo
axonal e desmielinizacdo coexistentes em alguns tecidos, a técnica de DTI torna-se
imprecisa na presenca de inflamacao, perda de tecido e de fibras de cruzamento.'%%

Por sua vez, o MD foi avaliado num estudo focado na anélise da
degeneracdo Walleriana (degeneracdo de fibras de substancia branca secundaria e
que ocorre a distancia da lesé@o primaria) de vias motoras descendentes de pacientes
com pequenos infartos lacunares cronicos, mais especificamente da parte posterior da
capsula interna. MD estava moderadamente aumentado nas regides afetadas,
possibilitando diferenciar entre les&o primaria e secundaria.!"®"

Apesar da mielina ser classicamente atribuida como fonte primaria
de anisotropia, ela ndo é necessariamente o Unico fator. Mesmo um axénio
desmielinizado pode conferir anisotropia a difusdo de agua. Como ja mencionado,

guanto maior a densidade axonal, ou quanto maior a mielinizacdo dos axdnios, maior a
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anisotropia da difusdo. Entretanto, além dessas contribuicdes microscopicas, a
homogeneidade de orientacdo axonal dentro de um voxel tem um grande impacto na
anisotropia. Dessa forma, quanto maior a heterogeneidade na orientacdo, menor tende
a ser a anisotropia. Portanto, deve-se sempre ter em mente que baixos valores de FA
podem também ocorrer em substancia branca saudavel, se houver heterogeneidade na
orientacdo macroscopica. Por exemplo, do ponto de vista microscopico (nivel celular),
regides corticais deveriam apresentar alta anisotropia. Porém, fatores macroscopicos
(ex.: cruzamento de fibras em nivel de voxel) se sobrepdem a fatores microscépicos na
determinacdo da anisotropia por DTI, em funcéo de limitagbes do modelo de tensor.
Isso também significa que a anisotropia de difusdo depende da resolugcédo da imagem:
guanto maior a resolucdo, menor a heterogeneidade de orientacdo e menor o efeito de
volume parcial (por exemplo, na presenca de mistura de substancia branca com
substancia cinzenta em um mesmo voxel).®

A idade e o sexo também sé&o fatores de influéncia nas métricas de
DTIL. Um estudo verificou, numa amostra de 857 sujeitos saudaveis que, conforme a
idade aumentava, FA diminuia, enquanto AD e RD aumentavam. A correlacdo entre
idade e AD global, no entanto, foi fraca. A analise também revelou muitas regides onde
FA, AD ou RD diferiram entre homens e mulheres; no entanto, nenhuma regiao

mostrou interag&o significativa entre idade e sexo.("%®

2.3.2 Controle de qualidade e pré-processamento de imagens por tensor de

difusdo

Apesar do alto entusiasmo da comunidade neurocientifica quanto a
técnica de DTI, a qualidade da imagem de difusdo é geralmente pobre e sujeita a
diversos artefatos (ex. perda de sinal; distorcdes geométricas provocadas por correntes
parasitas de Foucault induzidas (eddy-current); artefatos de vibracdo sistematica;
artefatos de ghosting provocados por correcao incorreta de supressao de gordura,
entre outras), quando comparada as aquisicOes estruturais (ex.: sequéncia pesada em
T1). Por isso, a utilizacdo cuidadosa de estratégias de pré-processamento é altamente
recomendada, de forma a corrigir as distor¢des e ruidos dos dados que possam levar a

falsos-positivos e impactar na reprodutibilidade dos estudos.®*190:1%)
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Um problema caracteristico das sequéncias de EPI séo as correntes
parasitas de Foucault (eddy currents), que se originam da rapida transicdo de
polaridade dos gradientes de direcdo. Estas variacbes do campo magnético induzem
correntes elétricas em superficies condutoras do corpo do individuo e nas préprias
bobinas do equipamento, levando a distor¢cdes geométricas e a erros nas estimativas
de valores de difusdo. Por ser tdo comum, geralmente, a correcdo de eddy current &
um dos passos mais comuns aplicados no pré-processamento de dado de DTI.

Além disso, o movimento de cabeca leva, muitas vezes, a alteracbes
na intensidade do sinal e a artefatos fantasma. Na maior parte das vezes, é possivel
corrigi-los por meio de registro do tipo linear (corpo-rigido) dos volumes com base em
uma referéncia (geralmente o primeiro volume adquirido). Entretanto, existem
movimentos de origem involuntaria, provenientes de vibracdo do aparelho de MRI ou
de sinais periféricos, como respiracdo e batimento cardiaco, que ndo sao usualmente
corrigidos.?®

As EPI também sdo muito suscetiveis a artefatos de susceptibilidade
magnética, ou seja, areas de interface tecido-ar, como 0ssos ou cavidades sinusais, 0s
quais afetam pontualmente a homogeneidade do campo magnético, prejudicando a
codificacdo espacial da imagem final. Diversas formas j4 foram propostas para sua
correcédo, tais como a utilizacdo de imagens T1 para registro ndo-linear dos volumes
DWI, funcdo implementada em diversas ferramentas como FSL-FNIRT, ExploreDTI e
MRTRIX;?~2%%) yso do Field Mapping — aquisicdo especial para obtencéo do mapa da
intensidade do campo magnético, o qual é estimado pela diferenca de fase entre
imagens adquiridas com tempos de eco diferentes;?* demais procedimentos mais
sofisticados, como a ferramenta TOP-UP do FMRIB’s Software Library (FSL),?%209
gue se utiliza de duas imagens adquiridas com polaridades de fase opostas (por ex.:
uma no eixo anteroposterior e outra no postero anterior), de forma que o campo

magneético possa ser estimado e as distorcdes removidas.

2.3.3 Pos-processamento de Imagem por tensor de difuséo

Finda as etapas de pré-processamento, 0s tensores sdo, entao,
estimados a partir do padrao de difusdo do tecido, produzindo mapas FA, AD, MD e RD

(Figura 2A). Estes mapas podem ser processados de diversas maneiras, como por
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meio de analises baseadas em voxel (VBA - voxel-based analysis) ou pelo
delineamento de ROI. O método VBA explora o cérebro todo (whole-brain analysis) em
busca de alteracdes entre grupos.®”

A mais conhecida abordagem VBA e a primeira proposta para a
quantificacdo de volumes (volumetria) de substancia branca e cinzenta chama-se
morfometria baseada em voxel (VBM — Voxel based morphometry).®® Este método
tradicional tem caido em desuso por suas limitacGes, principalmente em relacdo ao

67 o

risco de falsos positivos, gerados em funcao do grau de suavizacdo das imagens,
a falta de acuracia no alinhamento durante a etapa de registro entre imagens de
diferentes individuos para fins de comparacao.

Procurando contornar estas questdes, Smith et al. propuseram novo
método automatizado, denominado de TBSS, implementado no software FSL.®”) Este
método se diferencia dos demais ao criar um esqueleto médio da amostra, ou seja, um
template de alinhamento padrdo dos tratos comuns a todos o0s sujeitos, para onde o0s
valores de FA, MD, RD e AD sao projetados. Restringir a analise aos tratos do
esqueleto médio diminui o numero de comparac¢des, aumentando o poder estatistico.

Por fim, a analise por ROI permite a delimitacdo a priori de areas a
serem analisadas, o que pode ser feito de forma manual ou por meio de mascaras
extraidas de atlas, aumentando a sensibilidade da analise para detectar diferencas

sutis.“®

2.3.3.1 Tractografia

A tractografia € uma forma de representacdo néo-invasiva e 3D do
percurso das fibras de tratos de substancia branca que depende de pos-
processamento do DTI, permitindo a visualizagdo 3D do percurso das fibras de tratos
de substancia branca, por meio de sua estimativa e representacdo.?#*) A
representacdo visual permite a selecdo de regibes que, mais provavelmente,
representam tratos ou feixes e, a partir disso, os parametros quantitativos podem ser
obtidos para analise, fornecendo informacfes complementares a analise baseada em
ROI.

A representacao visual dos tratos é construida a partir de diversos

algoritmos disponiveis, os quais podem ser deterministicos, probabilisticos ou globais.
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Como forma de facilitar a visualizacdo das direcbes preferenciais dos tratos, esta
informacédo é geralmente codificada por cores: vermelho, verde e azul representam os
eixos cartesianos X (eixo laterolateral), Y (craniocaudal) e Z (anteroposterior),
respectivamente.

Ao calcularmos a direcao principal do tensor (A1), obtemos a direcéo
média da fibra axonal dentro do voxel. Quanto maior o0 numero de direcbes de
gradientes de difusdo, melhor a resolucdo da tractografia e mais correta sera a
estimativa de fibras de passagem (crossing fibers). Por outro lado, a aquisicdo de mais
gradientes aumenta o tempo da aquisicdo no exame MRI e também torna o
processamento mais demorado e custoso em relacdo ao processamento
computacional.®®

Por meio da representacdo 3D da tractografia (Figura 2B), é possivel
criar mapas de conectividade cerebral.”*®) O conceito essencial de tractografia é que, se
comecarmos em um unico voxel (chamado seed voxel) e identificarmos o seu principal
autovetor (A1, a direcéo de difusao principal), poderemos examinar todos os voxels ao
redor e, assim, identificar um caminho continuo de alinhamento dos principais
autovetores enquanto o algoritmo escaneia a amostra. A tractografia também pode ser
realizada adotando selecédo a priori de pontos — origem (seed) e alvo (target) — que
podem estar conectados por uma via de substancia branca. O algoritmo de tractografia
irA determinar se, de fato, um caminho continuo de difusdo conecta estas duas
localizagbes. Esta abordagem pode, entdo, ser usada para determinar a existéncia de
conectividade entre estas duas regides cerebrais.

A tractografia oferece analise a nivel individual. No entanto, através
da comparacdo entre grupos de pacientes e de individuos saudaveis em uma
variedade de condicfes, a conectividade do cérebro pode ser estudada por meio de
métricas extraidas de tratos isolados, em detalhe, oferecendo insights sobre
determinada condicdo.’*% Como limitagdes da técnica, destacamos que a tractografia
pode produzir resultados falso-positivos e falso-negativos, devido a presencga de
multiplas direcdes de fibra dentro de um voxel ou, ainda, como resultado de efeito de

volume parcial presente na substancia branca do cérebro.
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Figura 2. Exemplos de Imagem por Tensor de Difusdo (DTI) e Tractografia — (A)
Tipico mapa de anisotropia fracionada (FA) com codificacdo da direcéo preferencial
por cores obtido apds processamento DTI. (B) Resultado de tractografia
deterministica

2.4 Estudos de imagem por tensor de difusdo em sindrome das pernas inquietas

Dentre os poucos estudos de neuroimagem estrutural em portadores
de SPI, apenas seis investigaram alteracdes na substancia branca. Relatou-se a
reducdo de FA bilateralmente em multiplas areas subcorticais e de regides proximas

1,52 no talamo direito®® e no joelho do

aos cortices motor primario e somatossensoria
corpo caloso.“” Foram também descritos aumentos ou reducées de FA e RD em areas
subcorticais bilaterais, regides temporais, ponte e cerebelo, sugerindo processo de

mielinizacdo alterado.®®

Entretanto, dois estudos n&do encontraram diferencas
significativas de FA e outras métricas de DTI, ap6s corre¢cdo para multiplas
comparacdes.“549) Para andlise detalhada da literatura, vide tabela 1.

As razbes para tamanha heterogeneidade dos resultados nos
poucos estudos de DTI realizados podem estar relacionadas a diferentes questdes
metodoldgicas: gravidade da SPI pouco caracterizada, protocolos de aquisicdo de
imagem de baixa resolugéo, processamento distintos, assim como tamanho amostral
insuficiente. Além disso, a maior parte destes estudos ndo levaram em consideracéo
variaveis clinicas relevantes que, poderéo, potencialmente, serem correlacionadas com
os resultados da analise de DTI, tais como: histérico familiar de SPI, gravidade e
duracdo da doenca, além da mensuracgéo do nivel de ferritina.

De modo geral, os estudos prévios de neuroimagem em SPI foram

realizados em pacientes medicados ou com histéria prévia de tratamento
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medicamentoso, tornando-se dificil excluir completamente potenciais efeitos
confundidores de medicacdo em alguns dos resultados relatados.

E possivel que mesmo alteracdes estruturais sutis nos tratos
cerebrais se traduzam em correlatos funcionais importantes, desempenhando papel
crucial no desenvolvimento da sintomatologia sensério-motora. Neste sentido, a técnica
de DTI é aliada na investigagdo dos mecanismos subjacentes & SPI. O estudo dos
tratos de substancia branca tem potencial para gerar marcadores de neuroimagem
para as formas leve e moderada da condicéo, auxiliando no diagndéstico precoce e na
avaliacdo de tratamentos mais eficazes. O aumento no conhecimento sobre a
neurobiologia subjacente a SPI fornecera informacdes Uteis para permitir, futuramente,
intervencdes que previnam 0s danos pessoais, sociais e ocupacionais decorrentes do

desenvolvimento da SPI.
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3 METODOS

3.1 Participantes

O estudo recrutou voluntarios no periodo de novembro de 2013 e
agosto de 2015. Portadores de SPI priméaria foram recrutados via anuncios em
plataformas digitais (site do Hospital Israelita Albert Einstein e redes sociais) e,
também, presencialmente em ambulatério especializado de Medicina do Sono do
Departamento de Neurologia da Universidade Federal de S&o Paulo. Voluntarios
saudaveis com idade e sexo comparaveis aos dos portadores de SPI foram recrutados
entre colaboradores do hospital, contatos pessoais dos pesquisadores e parentes nao
consanguineos dos pacientes incluidos. Todos os participantes do estudo passaram
por entrevista presencial com médico especialista em Medicina do Sono (Dr. Samir C.

Magalhaes).

3.1.1 Critérios de elegibilidade

Para portadores de SPI, os critérios de inclusdo foram: idade entre
18 e 70 anos; SPI na forma primaria, diagnosticada conforme critérios do IRLSSG®? e
nunca ter tratado ou estar sem tratamento especifico para SPI na ultima semana.
Critérios de exclusdo para individuos com SPI foram: histérico de outras doencas
neuroldgicas - exceto insbnia associada a SPl — ou dados clinicos sugestivos de
causas secundérias de SPI, como histérico de deficiéncia de ferro, insuficiéncia renal
cronica, polineuropatias, doencas da tireoide, deficiéncias de vitamina B12 e &cido
f6lico.%27)

Para os controles, os critérios de inclusao foram: idade entre 18 e 70
anos, sexo e preferéncia manual comparaveis aos do Grupo SPI; auséncia de
condicdes neuroldgicas definidas por anamnese (Apéndice 1) e exame fisico. Critérios
de excluséo para os controles foram: histéria pessoal ou familiar de sintomas de SPI ou
de comorbidades neurologicas (cefaleia, polineuropatia ou outra doenca neuroldgica
referida pelo paciente).
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Foram critérios de exclusdo para ambos os grupos (SPI e controles):
presenca de contraindicagcdes para TMS e MRI (Anexo 2) (ex.: uso de marca-passo
cardiaco, equipamentos eletrénicos implantados, como bombas no subcutaneo para
administracdo de medicacoes, placas metalicas no couro cabeludo, objetos metalicos

nos olhos ou no cranio); antecedente de epilepsia;®?®®

uso de medicamentos que
influenciam a excitabilidade cortical, medida por TMS, nas ultimas duas semanas que
antecederam o0 estudo (ex. betabloqueadores, bloqueadores de canais de calcio,

antidepressivos, anticonvulsivantes)?®®

e alteracdes estruturais na MRI de créanio (ex.
AVC silencioso e malformagfes da transicdo cranio-cervical, como a sindrome de

Arnold-Chiari).

3.1.2 Caracteristicas dos participantes

Os participantes passaram por entrevista estruturada na qual foram
avaliadas as seguintes caracteristicas: idade, sexo, cor e preferéncia manual
(lateralidade) pelo inventario de Edinburgh (Anexo 3).%'%

Para os portadores de SPI, também foram avaliados: presenca de
histéria familiar de SPI, regido sintomatica do corpo, tratamentos prévios e presenca do
fendmeno de “aumentacédo”. A gravidade dos sintomas foi avaliada pela Escala de
gravidade de sintomas de sindrome das pernas inquietas do IRLSSG (IRLSS -
International Restless Legs Syndrome Group),®? validada em portugués.®'” A escala
possui 10 questBes referentes aos sintomas de SPI experienciados na ultima semana.
Sua pontuacao varia de 0 a 40 e, quanto maior a intensidade de sintomas, maior o
valor total. A partir deste total, quatro grupos de gravidade dos sintomas séo
determinados: leve (0-10), moderada (11-20), grave (21-30) e muito grave (31-40)
(Anexo 4).

A sonoléncia diurna excessiva foi aferida pela Escala de Sonoléncia
de Epworth na sua versdo em portugués,®'%2'® cujas questdes avaliam a chance de vir
a “cochilar” em determinadas situacdes, considerando a ultima semana (Anexo 5). Sua
pontuacao varia entre 0 e 24 (valores maiores indicam maior sonoléncia).

A qualidade de vida em portadores de SPI foi avaliada pelo

Questionario de Qualidade de Vida para Sindrome das Pernas Inquietas®” (Anexo 6),
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cuja pontuacgédo varia de 0 a 100, com valores maiores associados a melhor qualidade
de vida.

3.2 Desenho experimental

Desenho transversal, com andlise de sequéncia de DTI de 41
portadores de SPI e 28 controles submetidos a MRI de encéfalo no Hospital Israelita
Albert Einstein. Individuos portadores de SPI que j& fizessem uso de medicacfes para
controle da condicdo passaram por um periodo, no minimo de 1 semana, de
suspensao da droga (wash-out) em funcdo do protocolo de TMS. Tal procedimento foi
previamente autorizado pelo conselho de ética e consta no Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Anexo 7).

A aquisicdo das imagens por MRI foi realizada, preferencialmente,

no mesmo dia do experimento de TMS, no periodo da tarde.

3.2.1 Desfechos esperados

O desfecho primario deste estudo foi a andlise exploratéria para
comparacao das métricas de DTI (FA, AD, MD e RD), extraidas da substancia branca
cerebral, analisadas por TBSS, em controles e no grupo de todos os portadores de SPI,
independentemente da gravidade dos sintomas (SPliq).

Desfechos secundarios foram comparacdes entre:

1. Métricas obtidas por TBSS em controles e em subgrupos de SPI:
portadores de SPI com intensidade leve a moderada (SPI,) e grave a muito grave
(SPlmg);

2. Métricas obtidas em ROI no grupo controle e no grupo SPI, assim
Ccomo no grupo controle e nos subgrupos de SPI;

3. Métricas obtidas em tratos-de-interesse (Tractografia) no grupo

controle e no grupo SPI, assim como no grupo controle e nos subgrupos de SPI.
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3.2.2 Protocolo de aquisicdo de imagens de ressonancia magnética

As sequéncias foram obtidas por meio de exame de MRI realizado
em equipamento de 3,0 T (Tim Trio — 102 canais de radiofrequéncia, Siemens Medical
Systems, Erlangen, Alemanha) e bobina receptora de cabeca de 32 canais.

Para o estudo de DTI, os parametros da sequéncia de EPI foram: 60
cortes axiais angulados pelas comissuras anterior e posterior, com espessura de
2,0mm e espacamento entre fatias de 2,2mm, campo de visdo (FOV - field-of-view) de
260mm?, forca de gradiente de 45mT/m e 200 T/m/s, matriz de aquisicdo de 128 x 128
(voxel isotrépico de 2mm?), tempo de repeticdo (TR — time of repetition) de 6900ms,
tempo ao eco (TE — time of echo) de 77ms, 1 repeticdo, saturacdo de gordura, 30
direcdes de gradientes nao-colineares com b value de 1000s/mm? e 5imagens by. N&o

se utilizou método de aquisicdo paralela.Tempo de aquisicao total de 04:29s.

3.2.3 Processamento das sequéncias de imagem por tensor de difusao

Dado que a qualidade da imagem de difusdo é geralmente pobre
comparada as imagens estruturais de alta resolucdo (imagem T1), torna-se altamente
recomendada a utilizacdo cuidadosa de estratégias de pré-processamentos destes
dados, de forma a corrigir suas distor¢des e ruidos que podem levar a falsos-positivos
e impactar na reprodutibilidade dos estudos.®® Por isso, todas as sequéncias de DTI
passaram por cuidadoso controle de qualidade, aumentando a confiabilidade e a
sensibilidade da analise.

O protocolo de processamento utilizado neste trabalho ndo estava
disponivel na instituicdo e foi desenvolvido especificamente para este projeto, incluindo

a confeccao de passo-a-passo ilustrativo (Apéndice 2).

3.2.4 Pré-processamento

Tanto o pré-processamento, como a analise dos dados de DTI foram
realizados por meio de ferramentas do software FSL 5.0.10 (FMRIB Software Library,

http://mwww.fmrib.ox.ac.uk/fsl/). O controle de qualidade foi feito, a cada etapa, quando


http://www.fmrib.ox.ac.uk/fsl/
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as imagens eram visualmente conferidas quanto a presenca de irregularidades e/ou
artefatos (ex.: movimento de cabeca ou spikes). Inicialmente, as imagens DICOM
foram convertidas em arquivos Nifti através do programa MRIConvert. Com base na
conferéncia de imagem FLAIR e da imagem ponderada em T1, por um
neurorradiologista experiente (Eajr), participantes com anomalias estruturais relevantes
foram excluidos.

Inicialmente, com a ferramenta Brain Extraction (BET),?"™ uma
mascara binaria possibilitou a extracdo da caixa craniana em relagcdo ao primeiro
volume b0, tendo sido aplicada a todas as imagens da sequéncia.

De forma a corrigir distorcbes ocasionadas pelas correntes parasitas
de Foucault (eddy currents) — geradas pela rapida mudanca dos gradientes de direcéo
— utilizamos a ferramenta Eddy Current Correction, parte da FMRIB Diffusion Toolbox
do FSL (FDT; FMRIB Center, Universidade de Oxford, Reino Unido), alinhando toda a
sequéncia de DTI a primeira imagem b0 de referéncia, por meio de registro rigido, para
a correcdo de movimentos de cabeca.?%*2"°)

O movimento da cabeca (translacdo e rotacao) foi calculado com
base em script disponivel gratuitamente.?'® Depois disso, a tabua de codificacdo das
direcGes de gradiente (BVEC — gradient vector direction table), correspondente de cada
sujeito, foi rodado de acordo com tal correcdo de movimento, de forma a preservar a
precisdo das informacées de orientacdo.?'”

Em seguida, os tensores de difusdo foram estimados para cada
voxel (DTIFIT). Para melhorar a precisdo, adotamos o método dos minimos quadrados
lineares ponderados (weighted linear least-squares).(9%%1®)

Finalmente, mapas FA, AD, MD e RD foram gerados e
inspecionados visualmente, por uma ultima vez, para artefatos (ex. queda de sinal,
distorcdo geométrica, ruido e movimento brusco da cabeca) para avaliar a necessidade
de exclusdo de dados da analise. Por fim, procedemos a analise via método TBSS, por

ROI e de tractografia probabilistica, conforme descrito a seguir.

3.2.5 Andlise por estatistica espacial baseada em tratos

A analise exploratoria, a nivel de voxel, no cérebro todo, foi

conduzida com a ferramenta TBSS do FSL.®” Primeiramente, os mapas de FA foram
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escalados para intervalo de intensidade entre 0 e 1, o que remove possiveis ruidos. O
modelo FMRIB58_FA (1mm isotrépico) foi usado como template para o registro néo-
linear (-T flag) do mapa FA de cada sujeito. Os mapas de FA foram,
subsequentemente, processados pelo TBSS de forma a criar um “esqueleto” da
representacdo de tratos de substancia branca médio para cada individuo. Tais imagens
“‘esqueletonizadas” de cada sujeito foram geradas por meio da projecao dos valores
maximos de FA proximos ao centro do trato da substancia branca sobre o esqueleto
médio, de maneira que cada voxel do esqueleto assumisse o valor médximo de FA da
regido vizinha. Estes esqueletos médios sdo, entdo, limiarizados (excluindo FA <0,2),
afim de focar apenas nos principais feixes de fibras, menos suscetiveis a variabilidade
interindividual.®” As transformacdes exatas derivadas do registro néo linear de mapas
FA para o espaco padrédo foram aplicadas também aos mapas de difusividade AD, MD
e RD.

Considerando os resultados discrepantes de estudos anteriores
(Tabela 1) e para verificar se os marcadores de microestrutura da substancia branca
poderiam estar difusamente alterados na SPI, também realizamos analise de nivel
global, considerando a média dos voxels de todo o esqueleto médio (com FA =0,2)
para cada métrica extraida do tensor, conforme ja realizado em outros

estudos. (206:219.220)

3.2.6 Andlise por regido de interesse

Como segundo passo, extraimos média das métricas de DTI por
meio de ROIs, potencialmente implicadas na fisiopatologia da SPI e relatadas em
pesquisas anteriores: TCE no nivel do pedunculo cerebral;*? pedtnculos cerebelares
superior, médio e inferior.®*4" Além disso, conferimos ROIs em regides significativas
na analise exploratdria de TBSS.

De forma a evitar viés, foram criadas mascaras de ROI especificas
(FSLVIEW do FSL 5.0.10) com base no atlas de substancia branca JHU ICBM-DTI-
81,7 disponivel na ferramenta FSLVIEW do FSL. Os valores médios de FA, AD, MD
e RD dos sujeitos em cada grupo foram extraidos de mapas de difusdo normalizados
(isto &, registrados no espaco padrdo FMRIB58_FA), para fins de comparacdo entre

grupos.
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3.2.7 Tractografia

Analises de tractografia probabilistica foram realizadas por meio de
scripts  do FSL  (AutoPtx  v0.1.1),%®?  disponiveis  gratuitamente
(http://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/AutoPtx). Este procedimento melhora a replicabilidade
pelo uso de um conjunto padrdo de mascaras (inicial = seed, alvo = target e de
exclusdo), com base nas melhores praticas recomendas para a tractografia.(?2*>-2%°)

Primeiramente, o script AutoPtx executa a ferramenta BEDPOSTX
(sigla para Bayesian Estimation of Diffusion Parameters Obtained using Sampling
Techniques), que aplica modelo bayesianos para estimar até trés orientacdes de fibras
por voxel. Em seguida, o rastreamento probabilistico (1000 iteracdes) € realizado no
espaco nativo com o PROBTRACKXx.#27:228)

Todos os tratos foram verificados visualmente para garantir sua
existéncia e completude. Para contabilizar a variabilidade entre individuos, as imagens
de densidade de trato foram divididas pelo nimero total de nimero de linhas de fibras
amostradas a partir de sua mascara seed. Em seguida, todos os tratos foram limitados
em 5% para remover conexdes improvaveis, sendo convertidos em mascara binaria
usando o comando fslmaths. Estas mascaras de trato foram, entéo, transformadas néo
linearmente do espaco de difuséo nativo para o espaco padrao (FMRIB58 _FA 1mm),
usando a deformacdo inversa com a interpolacdo de vizinho mais proximo (nearest
neighbor interpolation). Finalmente, aplicamos o comando fsistats para derivar a média
das métricas FA, AD, MD e RD para cada trato, bilateralmente. Com base em estudos
anteriores (Tabela 1) e em resultados de TBSS, dois tratos de interesse foram
reconstruidos: TCE (do giro pré-central ao pedunculo cerebral) e radiacdo talamica

posterior.

3.3 Andlise estatistica

3.3.1 Analise estatistica da amostra

Variadveis categoricas foram descritas por numeros absolutos e
frequéncias. Variaveis quantitativas foram descridas por médias e desvios-padrdo ou

medianas e intervalo interquatrtil.


http://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/AutoPtx
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A classificacdo do grupo dos portadores de SPI foi feita de acordo
com a graduacdo da escala IRLSS, sendo que individuos com valores entre 0 e 20
foram considerados como portadores da forma leve a moderada (SPIl). Aqueles com
valores de IRLSS entre 21 e 40 pontos foram incluidos no grupo de graves a muito
graves (SPlmg).

Dados demograficos e variaveis clinicas entre os grupos SPln,
SPIng e controles foram comparados com ANOVA one-way, teste de Kruskal-Wallis ou
teste exato de Fisher, de acordo com a natureza e distribuicdo dos dados. Quando
comparados dados demograficos e clinicos entre os grupos SPli, € SPlng, foram
utilizados teste t de Student, teste de Mann-Whitney ou teste exato de Fisher, a
depender da natureza e distribuicdo dos dados. A distribuicdo das variaveis numeéricas
foi estudada por histogramas e boxplots e foi aplicado o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk.

O coeficiente de correlacdo de Spearman foi utilizado para avaliar as
associacfes entre a escala IRLSS e as métricas derivadas de DTI de cada cluster
(TBSS), ROI ou trato que produzisse resultados significativos (p<0,05 corrigido para o
namero de comparacoes).

As analises estatisticas deste estudo foram realizadas usando o
software SPSS 17.0 (SPSS Inc. 2008. SPSS Statistics for Windows, Version 17.0.
Chicago: SPSS Inc.).

3.3.2 Desfecho priméario: estatistica espacial baseada em tratos

Um procedimento de inferéncia ndo paramétrico (Randomise do
FSL, teste baseado na permutacédo de Monte Carlo) foi usado para comparacdes entre
grupos: SPly versus controles; SPin versus SPlyg versus controles) com 10.000
permutacfes em mapas estatisticos ndo suavizados. Idade e sexo foram utilizados
como covariaveis para evitar efeitos de confundimento. Os resultados dos testes de
permutacdo foram corrigidos para comparacdes multiplas por meio da taxa de erro da
familia dos testes (FWE — family-wise error), considerando valor-p<0,05 e usando
parametros-padréo de correcdo aprimorada de cluster livre de limiar (TFCE — threshold-
free cluster enhancement), o procedimento mais sensivel disponivel no TBSS e que
tem maior controle do erro TIPO 11.0s clusters significativos (p<0,05) foram sobrepostos
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ao esqueleto médio normalizado. O recurso de preenchimento do TBSS foi aplicado a
todos os mapas de significancia para facilitar a exibicdo dos resultados. Mudancgas no
nivel global (valores médios extraidos do esqueleto da substancia branca média) para
cada métrica foram analisadas usando modelo linear geral (GLM), controlando para
idade e género. O atlas de tratos de substancia branca — JHU (John Hopkins
University) - foi usado para observar as diferencas detectadas por TBSS nas diferentes

estruturas anatdbmicas no espaco padrao.

3.3.3 Desfechos secundérios: analises de regido-de-interesse e tractografia

As medidas extraidas de cada ROI e trato-de-interesse aqui
apresentadas sdo a média de ambos os hemisférios cerebrais. A analise de variancia
multivariada (MANOVA) foi realizada para examinar o efeito do grupo (SPli: versus
controles) ou subgrupos de acordo com a gravidade e controles (SPli, versus SPlyg
versus controles) em FA, AD, MD e RD extraidas de cada ROI ou trato, considerando
idade e género como covariaveis de controle. Valores-p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos e submetidos a correcdo de Bonferroni para

comparacdes multiplas.

3.4 Aspectos éticos

O comité de ética do Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa do
Albert Einstein aprovou o estudo sob o numero SGPP 2527-15 e CAAE
54069516.4.0000.0071. Todos os voluntarios concordaram em participar e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 7). Todos os dados foram obtidos
de acordo com os requerimentos do comité de ética e com as recomendacles
estabelecidas na Declaracdo de Helsinki (1964), conforme emenda de Toquio (1975),
Veneza (1983) e Hong-Kong (1989).



47

4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas da amostra final

Duzentos e oitenta e quatro individuos foram triados por meio digital
ou presencial. A figura 3 mostra o fluxo de recrutamento e inclusdo de portadores de
SPI e de controles.

Foram adquiridas imagens de difusdo para andlise de DTI de 41
individuos portadores de SPI. Dois foram excluidos por apresentarem alteractes
estruturais: no primeiro paciente foi encontrado infarto lacunar em ponte, o segundo
apresentou infarto lacunar em cerebelo e o terceiro por movimentacdo excessiva de
cabeca que gerou artefatos na imagem.

Foram adquiridas 28 imagens de difusdo no grupo controle. Dois
sujeitos foram excluidos por artefatos de imagem causados por excesso de movimento
de cabeca e outros 2, por terem descoberto, apos a inclusdo no estudo, que possuiam
parentes de primeiro grau com historico de SPI. Portanto, foram analisadas as imagens

de 38 portadores de SPI e 24 controles.
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Exclusdo Exclusio
Triagem presencial Triagem presencial
«Sem diagnostico de SPI1: 33 +Niio respondeu: 17
*Niio preencheu critérios de inclusio: 27 42 +Outros motivos:* ]2
+Niio responden:22 «Comorbidades: 7
«Comorbidades: 20 70 m *Niio preencheu eritérios de inclusio: 6

=Niio aceitou parar com a medicagio para SPI: 11
«Outros motives:*75

+ Idade>70 anos: 2

+SPI secundaria: 3

Depois da aquisigdo MRI

3 Depois da aquisicdo MRI 4 Histérico familiar de SPI: 2
m +Achados incidentais: m wArtefatos de movimento: 2
- Infarto lacunar na ponte: |
- Isquemia cerebelar: 1

=Artefatos na imagem DWI por movimento de cabega: |

38 24

H--B--B

DWI: Imagem de difusdo; SPI: Sindrome das Pernas Inquietas / Doenca de Willis-Ekbom; RM: Exame
de Imagem por Ressonancia Magnética. *Outras razdes: impossibilidade de participar do estudo em
funcdo da distancia ao local da pesquisa e falta de tempo para participar do protocolo; uso de drogas
gue interferiram na excitabilidade cortical ou contraindicacdes ao exame de estimulacdo magnética
transcraniana.

Figura 3. Fluxograma de recrutamento e inclusdo no estudo

4.2 Caracteristicas demograficas e clinicas dos participantes

Dados demograficos participantes estdo apresentados na tabela 2. A
tabela 3 mostra as caracteristicas clinicas dos portadores de SPI, agrupados por
gravidade.

Tabela 2. Caracteristicas demogréficas de individuos controles e portadores da sindrome das pernas
inquietas/doenca de Willis-Ekbom, de acordo com a gravidade

SPl leve a SPI grave a
Controle :
(n=24) moderada muito grave Valor-p
(n=14) (n=24)

Idade — Média (DP) 43,9 (11,5) 42,9 (15,7) 48,6 (12,3) 0,31,1
Sexo — Feminino 20 (83,3%) 12 (85,7%) 17 (70,8%) 0,56°
Inventério de Oldfield — -83,3 -79,2 -83,3 0712
Mediana (intervalo) (-100,0; -33,3) (-100,0; 41,7) (-100,0; 75,0) ’
Escala de Sonoléncia de 1
Epworth — Média (DP) 7,1(3,1) 9,9 (5,0) 10,8 (4,7) 0,013
Movimento de cabeca — 1
Média (SD) 1,40 (0,38) 1,40 (0,45) 1,40 (0,35) 0,99

Valor-p": ANOVA de uma via; valor-p’: teste exato de Fisher; valor-p”: teste de Kruskal-Wallis; DP:
desvio-padrédo; SPI: sindrome das pernas inquietas / doenca de Willis-Ekbom. Em negrito, destaque para
valor-p significativo (<0,05).
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Tabela 3. Caracteristicas clinicas dos individuos com sindrome das pernas inquietas/doenca de Willis-
Ekbom

SPIl leve a SPI grave a
moderada muito grave Valor-p
(n=14) (n=24)
Iglade de inicio dos sintomas (anos) — Mediana 27,5 (4,0: 60,0) 20,0 (6,0; 55,0) 0.345'
(intervalo) AT AT '
Tem_po de' progressédo da doenca (anos) — 8,0 (1,0: 65,0) 25,5 (1,0; 45,0) 0.006'
Mediana (intervalo) ' T ’ R ’
Historia familiar positiva para SP1 — Sim, n(%) 11 (78,6) 16 (66,7) 0,488
Frequéncia dos sintomas da SPI <0,001°
<1x/ano> 1x/ més, n(%) 2 (14,3) 0 (0,0)
<1x/ més> 1x / semana, n(%) 7 (50,0) 2 (8,3)
= 1x / semana, n(%) 5 (35,7) 22 (91,7)
Horéario de inicio dos sintomas 0,032°
apo6s 21h, n(%) 10 (71,4) 10 (41,7)
apo6s 18h, n(%) 4 (28,6) 5(20,8)
antes de 18h, n(%) 0(0,0) 9 (37,5)
mais do que uma regido (além de pernas), 0 4382
n(%) 2(14,3) 7(29,2) ’
Escala Internacional de Gravidade (IRLSS)
graduacédo (pontuacdo total)
leve (0 a 10), n(%) 4 (28,6) 0 (0,0)
moderado (11 a 20), n(%) 10 (71,4) 0 (0,0)
grave (21 a 30), n(%) 0(0,0) 14 (58,3)
muito grave (31 a 40), n(%) 0 (0,0) 10 (41,7)
Questionario de qualidade de vida para
Sindrome das pernas inquietas (QOL) — 76,0 (15,8) 56,7 (14,0) <0,001°

Mediana (intervalo)
Valor-p™: teste de Mann-Whitney; valor-p”: Teste exato de Fisher; valor-p’: teste t de Student. SPI:
sindrome das pernas inquietas/doenca de Willis-Ekbom. Em negrito, destaque para valor-p corrigido
(<0,05).

N&o houve diferencgas estatisticamente significantes entre 0s grupos
controle e os subgrupos de individuos com SPI quanto a idade, sexo, preferéncia
manual ou movimento de cabeca. Os portadores de SPI apresentaram valores maiores
na escala de sonoléncia de Epworth, indicando maior sonoléncia diurna. Todos os
portadores de SPI reportaram sintomas bilaterais nos membros inferiores. Dentre o0s
portadores de SPI, apenas seis estavam em tratamento medicamentoso para SPI

(pramipexole, 0,125 — 1,0mg).

4.3 Desfecho principal: estatistica espacial baseada em tratos

A andlise TBSS revelou valores de AD significativamente mais

baixos em individuos com SPI em comparacdo com controles (p=0,05 corrigido para
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comparacgdes multiplas; Figura 4) na radiacdo talamica posterior esquerda, conforme o
atlas JHU White-matter.®?"

AD: SPl;: < Controles P=0,050 Tamanho do cluster: 0,95

‘.\Vﬂ E
LW A

X=-28
Radiagao talamica posterior

AD: SPIng< Controles P=0,050 Tamanho do cluster: 0,95

!

ey
b

=

R

=-22
Coroa radiada posterior

AD: difusividade axial; TBSS: estatistica espacial baseada em tratos; SPI: sindrome das pernas
inquietas/doenca de Willis-Ekbom. SPly,: grupo composto por todos os portadores de SPI,
independentemente da gravidade dos sintomas. SPly,,: subgrupo composto por individuos portadores
das formas grave a muito grave de SPI. E: lado esquerdo do cérebro. p=0,05 corrigido.

Figura 4. Resultados da analise de estatistica espacial baseada em tratos — Clusters significativos, no
gue se refere a comparacgéo entre: (A) SPItot e controles, diminuicdo de difusividade axial em sujeitos
com sindrome das pernas inquietas, em cluster na radiacao talamica posterior esquerda; (B) sujeitos e
controle

A figura 5 mostra diagrama de caixa (mediana + erro padréo) dos
valores de AD extraidos desse cluster significativo nos grupos controles e SPl:. Nao
foram encontradas diferengas significativas nas medidas de FA, MD ou RD (p>0,050).
Estes valores AD ndo se correlacionaram significativamente com a escala IRLSS
(p>0,050).
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TBSS: estatistica espacial baseada em tratos; SPI: sindrome das pernas inquietas/doenca de Willis-
Ekbom. SPly:: grupo que contém todos os individuos portadores de SPI, independentemente da
gravidade. Valores séo exibidos como mediana + erro padrao.

Figura 5. Gréafico de diagrama de caixa (boxplot) dos valores da difusividade axial extraidos do cluster
significativo revelado na analise de estatistica espacial baseada em tratos entre controles e 0 grupo
de todos os portadores de Sindrome das pernas inquietas — A localiza¢do do cluster corresponde a
radiacdo talamica posterior esquerda. O quadro inferior apresenta o0 mesmo boxplot ampliado para
facilitar a visualizacéo

A analise de subgrupo (SPlmg versus controles) mostrou que AD foi
significativamente menor em SPlng em um pequeno cluster adjacente a coroa radiada
posterior esquerda (atlas ICBM-DTI-81) (p=0,05 corrigido para comparac¢des multiplas;
Figura 5B). Nao houve diferenca na analise de subgrupo entre controles e SPIn,.

A figura 6A mostra diagrama de caixa (mediana + erro padrdo) dos
valores de AD extraidos deste cluster significativo em todos os individuos, entre os
grupos de controles e SPIyg. Estes valores AD foram correlacionados negativamente
com a escala IRLSS (rho=-0,64, p=0,006 corrigido para 3 comparacoes, Figura 6B).
Novamente, ndo foram encontradas diferengas significativas em FA, MD ou RD
(p>0,050).
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TBSS: estatistica espacial baseada em tratos; SPI: sindrome das pernas
inquietas/doenca de Willis-Ekbom; IRLSS: Escala Internacional de Classificagdo da
Gravidade dos Sintomas de SPI; SPIg: subgrupo composto por individuos portadores
das formas grave a muito grave de SPI.

Figura 6. Diagrama de caixa (boxplot) dos valores da difusividade axial extraidos do
cluster significativo revelado na andlise de estatistica espacial baseada em tratos entre
controles e portadores das formas grave a muito grave de sindrome das pernas
inquietas — (A) Valores de difusividade axial extraidos do cluster significativo revelado
na andlise de estatistica espacial baseada em tratos entre controles e portadores das
formas grave a muito grave de sindrome das pernas inquietas — (A) Valores de
difusividade axial extraidos do cluster significativo revelado na andlise de estatistica
espacial baseada em tratos entre controles e portadores das formas grave a muito
grave de sindrome das pernas inquietas grave, correspondendo a coroa radiada
posterior esquerda. O quadro inferior apresenta o mesmo boxplot ampliado para
facilitar a visualizacdo. Valores séo exibidos como mediana + erro padrdo. (B) Gréfico
de dispersdo mostra correlacdo significativa entre os valores de difusividade axial em
portadores das formas grave a muito grave de sindrome das pernas inquietas e a
escala de gravidade de sintomas de sindrome das pernas inquietas do Grupo
Internacional de Estudos em Sindrome das Pernas Inquietas
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N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre 0os grupos
(SPlyt versus controles) nos valores globais de FA, AD, MD ou RD, obtidos do
esqueleto médio de cérebro total. Da mesma forma, n&do houve diferencas
estatisticamente significativas para métricas globais entre controles e subgrupos de

individuos com SPI, de acordo com a gravidade dos sintomas.

4.4 Desfechos secundarios

4.4.1 Andlise baseada em regido de interesse

A figura 7 mostra todos as ROIs incluidas para analise neste estudo.

Pedunculo cerebral
I Coroa radiada posterior

Radiacgao talamica posterior

I Pedunculo cerebelar superior

Pedunculo cerebelar médio
I Pedunculo cerebelar inferior

Figura 7. Localizagbes anatbmicas das seis regides de interesse corticais e subcorticais alvo deste
estudo

A tabela suplementar 1 (Apéndice 3) mostra os resultados completos
da analise de ROI. Nao houve diferencas estatisticamente significantes entre o grupo
de individuos portadores de todos os niveis de gravidade da SPI e controles, ap6s a
correcdo para comparacgdes multiplas. Além disso, a avaliacdo post-hoc da radiacdo

talamica posterior ndo mostrou diferencas significativas entre SPI e controles.
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A analise de subgrupo (Tabela 4) revelou aumento de RD no
pedunculo cerebelar superior bilateralmente em SPl,g. No subgrupo SPIly, FA estava
aumentado nos pedunculos cerebelares inferiores (média + DP; 0,45 £ 2,4) em relacao
aos controles (0,45 + 0,02), porém nao houve diferenca estatistica significativa apos

correcao para multiplas comparagées (p=0,14).

Tabela 4. Quadro-resumo das métricas de imagem por tensor de difusdo extraidas de regides de
interesse que geraram valores-p (ndo corrigidos) inferiores a 0,05 nas comparac¢des post-hoc de
subgrupos

Controles SPI,, jaca -
- — Variacdo Valor-p Val_or_p D de Cohen
Média+ DP  Média+DP percentual corrigido
FA
Coroa radiada 4,3E-01 = 4,2E-01 + o
posterior 2,5E-02 1,9E-02 -3,6% 0,01 0,06 0.7
Pedunculo
5,1E-01 + 5,1E-01 + o
cerebglar 2 2E-02 2 7E-02 -0,9% 0,03 0,18 -0,2
superior
Pedunculo
4 5E-01 + 4 4E-01 + o
perebelar 2.3E-02 2.0E-02 -1,8% 0,05 0,32 -04
inferior
AD (m?%s)
Coroa radiada 1,2E-03 £ 1,2E-03 £ o
posterior 3,1E-05 3,4E-05 -1.8% 0,03 0,16 0.7
MD (m%/s)
Pedunculo 1,1E-03 + 1,2E-03 +
y - ] - o)
cerebelar 6.7E-05 8 2E-05 4.2% 0,01 0,09 0,7
superior
RD (m?/s)
Pedunculo
8,2E-04 + 8,6E-04 + o
cerebglar 6.2E-05 8 2E-05 5,2% 0,01 0,05 0,6
superior

Um GLM foi usado para comparar as médias de FA, AD, MD e RD entre os grupos, com idade e sexo
como covariaveis de controle; valor-p se refere ao teste bicaudal. Em negrito, destaque para valor-p
corrigido significativo (<0,05). Os valores percentuais de variagdo séo em relacdo aos portadores de
SPI em comparagdo aos controles. SPI,g: SPI grave a muito grave; SPI,,: SPI leve a moderada; GLM:
Modelo Linear Geral; DP: desvio-padrdo; FA: anisotropia fracionada; AD: difusividade axial; MD:
difusividade média; RD: difusividade radial; ROI: regido de interesse.

A figura 8 mostra diagrama de caixa (mediana + erro padrédo) dos
valores de RD extraidos desta ROl em todos os individuos, agrupados entre controles
e SPlyg.
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ROI: regido de interesse; SPI: sindrome das pernas inquietas/doenca de Willis-Ekbom; SPlyg:
subgrupo composto por individuos portadores das formas grave a muito de SPI. *p<0,05. GLM
controlado para idade e sexo. GLM: modelo linear geral. Valores sdo exibidos como mediana +
erro padréo.

Figura 8. Diagrama de caixa (boxplot) dos valores da difusividade radial (RD) extraidos da ROI
correspondente ao pedunculo cerebelar superior entre controles e SPImg — O quadro inferior
apresenta 0 mesmo boxplot ampliado para facilitar a visualizagcéo

4.4.2 Tractografia

A figura 9 mostra os tratos de interesse incluidos na analise. Os
resultados para todos os tratos estdo descritos na tabela suplementar 2 (Apéndice 4).
Nenhuma das diferencas alcancou significAncia estatistica apds a correcdo para
comparagdes multiplas. Andlises adicionais de subgrupo nédo revelaram diferengas

significativas entre grupos.
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- Radiacao talamica posterior

E: hemisfério esquerdo.

Figura 9. Os dois tratos de interesse no espaco padrdo
tractografia probabilistica em sujeito representativo da amostra

(FMRIB58_FA) reconstruidos via
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5 DISCUSSAO

De forma geral, nossos resultados evidenciam mudancas sutis na
substéancia branca, mais proeminentes nos sujeitos portadores de SPI com sintomas
mais graves, em areas relacionadas a integracdo multissensorial ou sensoério-motora,
em comparacao aos controles. Esses resultados apoiam a hipotese de integracdo
defeituosa dessas redes, levantada por estudos anteriores.!"%??9 Além disso, reforcam
a premissa de estudos recentes de que o foco nessas redes com estratégias de

neuromodulacdo, como a rTMs,(1%111.113)

possam vir a melhorar os sintomas da SPI,
particularmente em pacientes que apresentam resposta insatisfatoria ao tratamento
medicamentoso.""" Entretanto, ainda precisa ser determinado se essas alteracdes
refletem disfuncéo primaria, mecanismos compensatoérios ou plasticidade prejudicial.
Este trabalho trouxe informagbes novas em relagdo a estudos
anteriores, ao fornecer avaliacdo completa das métricas de DTI (FA, AD, MD e RD) e
tirar proveito da melhor razdo sinal-ruido (SNR — signal-to-noise ratio) disponivel com
equipamento de MRI de 3.0-T e bobina de cabeca de 32 canais.®*%3%" Maior SNR

(36.231) Além disso, o

diminui a incerteza na estimativa de métricas derivadas de DTI.
namero de direcbes (30) oferece maior resolucdo e acuracia na deteccéo de diferencas
entre grupos.®®® Este estudo foi o primeiro a aplicar analise de ROI, bem como
analises baseadas em tractografia, em uma das maiores amostras de individuos
portadores de SPI com diferentes niveis de gravidade (leve, moderada e grave). Outros
pontos fortes deste projeto foram a sele¢cédo de individuos por neurologista especialista
em medicina do sono e o uso dos critérios estabelecidos pelo IRLSSG.

Como perspectivas futuras, sugere-se a utilizacdo de protocolos de
aguisicdo com maior numero de direcdes de gradiente para o uso de modelos mais
sofisticados para estimativa da difusividade. Estudos futuros em SPI também poderéo
se beneficiar da andlise conjunta de DTl com exames de MRI multimodais, tais como
as sequéncias especificas que permitam quantificar alteragbes de ferro (ex. imagem
ponderada em suscetibilidade magnética), deteccdo de alteracbes de mielina (ex.
imagem quantitativa T1/T2), assim como alteracdes de conectividade funcional (ex.

rsfMRI).
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5.1 Analise exploratoria de cérebro inteiro com estatistica espacial baseada em
tratos

Os principais resultados da analise com TBSS foram a diminuicédo de
AD na radiacdo talamica posterior esquerda no grupo SPli,; em comparacdo com
controles. Ja no subgrupo SPlyy, AD estava reduzido na coroa radiada posterior
esquerda. Houve correlacédo significativa, inversa, entre AD e a gravidade dos sintomas
da SPI. Nao verificamos qualquer diferenca significativa na analise global da substancia
branca.

Até agora, apenas trés estudos haviam avaliado a substancia branca
na SPlI com TBSS. Nossos resultados de diminuicdo de AD na radiacdo talamica
posterior esquerda no grupo SPI e na coroa radiada posterior esquerda no subgrupo de
pacientes com sintomas mais graves contrastam com a auséncia de diferenca
significativa relatada anteriormente por Rizzo et al. e Zhuo et al.“*®%® Seus resultados
podem ser parcialmente explicados pelo menor nimero de direcdes de gradiente
(maior variabilidade nas métricas estimadas a partir do tensor®*) destes estudos —

4649 versus 30 (o presente estudo®)

49)

Rizzo et al., 6 direcdes e Zhuo et al., 15 dire¢des, |
— e pela restricdo das analises as métricas FA e MD.

Por outro lado, Belke et al.®®

relataram em grupo de pacientes com
SPI (6 moderado e 6 grave) uma variedade de mudancas nas métricas de DTI usando
TBSS (para descricdo detalhada, ver Tabela 1). Cabe ressaltar que os autores
suavizaram os voxels ao longo do esqueleto e optaram por método de limiar baseado
em cluster (cluster-based thresholding method) ndo ortodoxo (no lugar do TFCE). O
procedimento de “esqueletizacdo” (skeletonization) no TBSS descarta a necessidade
de suavizacdo espacial e, portanto, reduz o risco de falsos positivos.®”*9 Além disso,
estes autores utilizaram ferramenta para analise estatistica (AFNI AlphaSim) que
reconhecidamente contém bug que aumenta a taxa de falsos positivos.(235) O perfil de
alteracdes (maior FA, acompanhados de maiores RD e AD) encontrado neste estudo
também pode refletir a falta de controle para covaridveis como sexo e idade, em
contraste com o0s métodos utilizados no presente estudo e em trabalhos

anteriores.“847)

Notavelmente, ndo encontramos clusters significativos no TBSS
guando os dados foram reanalisados sem controle para género e idade (dados nao

mostrados).
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5.1.1 Radiacao talamica posterior: relevancia funcional e envolvimento na

sindrome das pernas inquietas e em outras condi¢cdes

Nosso estudo revelou, pela primeira vez — com base na revisdo da
literatura - diminuicdo significativa de AD na radiacdo talamica posterior esquerda em
individuos com SPI em comparacdo com controles, sugerindo dano axonal.?*® A
radiacdo talamica posterior transmite informacdes sensoriais periféricas do grupo de
nacleos latero-posteriores do talamo (o nucleo geniculado lateral e pulvinar) para areas
occipitais e parietais posteriores.®3"~%9

Curiosamente, Etgen et al. reportaram que a densidade de
substancia cinzenta, mensurada por VBM, estava aumentada no pulvinar bilateral em
individuos com SPI grave.™ O pulvinar é relé de alta ordem densamente conectado

com os cortices sensdrio-motores primarios, 4%

241,242)

envolvidos na integracdo sensorial

multimodal
4. (243.244)

e modulacdo de redes de controle de atencdo e sensorio-
motor
Estudos de fMRI reportaram aumento de atividade no talamo
contralateral associada & sensacdo de desconforto na perna "' em portadores de
SPI em relacédo a controles. Foram também descritos aumento dos niveis de glutamato
(medidos no talamo direito via espectroscopia por RM)") e diminuicdo dos niveis de
ferro avaliada bilateralmente em regides talamicas por meio de ultrassonografia
transcraniana e sequéncia de ressonancia magnética ponderada em T2.24%

Unrath & Kassubek relataram um estudo de caso, no qual sintomas
de SPI surgiram ap6s AVC isquémico lacunar no tdlamo esquerdo. O exame de MRI
evidenciou que a lesdo estava localizada principalmente no nucleo ventral lateral,
relacionado a modulagcdo da funcdo motora. Além disso, a representacao visual por
tractografia sugeriu comprometimento das conexdes da substancia branca entre o
tronco cerebral, o tadlamo e o cortex, dentro da area lesionada. De forma interessante,
0s sintomas sensoério-motores reportados pelo paciente foram estritamente unilaterais e
contralaterais a lesdo. O paciente ndo apresentava histéria familiar de SPI ou
comorbidades relevantes, além de apresentar medidas normais de velocidade de
conducéo nervosa e estado normal de ferro.®® Juntos, esses resultados sugerem que
anormalidades nas vias talamocorticais podem desempenhar papel relevante na

patogénese da SPI.
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Alteracbes de métricas de DTI na radiacdo talamica posterior
também ja foram descritas em diversas condi¢des, tais como hemiplegia congénita

(reducdo de FA, aumento de MD, correlacionados aos déficits sensério-motores);?4

sindrome de Tourette (reducdo de FA);!"%"

neuronopatia sensorial (reducado de FA,
correlacionado negativamente com a escala de gravidade da ataxia),**® entre
outras.®"~%%?

Alteracbes nas métricas de DTl na radiacdo talamica posterior
também foram observadas em criancas e em adultos diagnosticados com transtorno de
déficit de atencéo e hiperatividade (ADHD) no decorrer da infancia — FA reduzido;®*®
AD aumentado em pacientes pediatricos com maiores transtornos de atencdo®? e FA
reduzido em adultos.®* Ja foram descritas frequéncias maiores de sintomas de ADHD
(27,6%) e de transtorno obsessivo-compulsivo (7,6%) em 105 portadores de SPI

259 Além disso, Chaddock-Heyman et al. verificaram

idiopatica que em controles.
correlacdo entre valores de DTI na radiacdo talamica posterior e o desempenho em
testes cognitivos, como em tarefas de controle inibitério em criancas (correlacédo

positiva com FA e negativa com MD e RD).%®

5.1.2 Coroaradiada posterior: relevancia funcional e envolvimento na sindrome

das pernas inquietas e em outras condi¢cdes

Também pela primeira vez, a andlise TBSS mostrou diminuicdo
estatisticamente significativa de AD em pequeno cluster adjacente a coroa radiada
posterior esquerda em individuos com SPI mais graves, em comparacdo com
controles.

A coroa radiada consiste em mistura de tratos associativos e de
projecdo e sua parte posterior € conhecida por incluir vias descendentes, como o
TCE.(257_259)

Porém, fibras talamocorticais provenientes de  nucleos
somatossensoriais também sdo parte importante de sua composicdo,®" reforcando
que alteracdes nestas vias talamocorticais possam estar associadas aos sintomas
sensoério-motores subjacentes a sindrome.

A diminuicdo de AD na coroa radiada posterior esquerda em

individuos com a forma grave de SPI foi correlacionada negativamente com a IRLSS,
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sugerindo que o dano axonal nessa regiao contribui para a gravidade dos sintomas.
Entretanto, o fato de n&o termos encontrado nenhum envolvimento da coroa radiada
posterior na forma leve da SPI indica que a reducdo de AD possa ser consequéncia do
progresso da doenca.

Demais alteracbes de métricas de DTI ja foram também descritas
para a coroa radiada posterior nas seguintes condi¢cdes: neuralgia idiopéatica do
trigémeo (reducdo de FA e aumentos de MD e RD);**® neuropatia sensorial (reducéo
de FA na cora radiada posterior direita);®*® transtorno de déficit de atencdo (aumenta
de RD e de AD);® transtorno obsessivo-compulsivo (aumento de MD bilateralmente e

260) entre outras. 261263

de RD restrito ao lado direito),!

Recentemente, um estudo verificou que a integridade
microestrutural da substancia branca da coroa radiada posterior pode estar associada
ao desempenho em testes de sustentacdo da atencdo, acompanhados de aumento de

FA ao longo do desenvolvimento.?%*

5.2 Andlise por regifes de interesse

Relatamos em individuos com a forma mais grave de SPI aumento
de RD nos pedunculos cerebelares superiores, em comparacao aos controles. Rizzo et
al. também reportaram aumento de RD na substancia branca cerebelar (préxima ao
nacleo denteado direito) obtido por VBM (SPM8), porém tal resultado ndo sobreviveu a
correcdo para multiplas comparacdes, em contraste com nossos resultados.“® Estas
inconsisténcias podem, possivelmente, serem atribuidas a nossa maior amostra (38
versus 20 pacientes de SPI nas formas moderada a grave), maior SNR (3.0 T versus
1.5 T) e maior acuracia na estimativa do tensor de difusdo (32 versus 6 dire¢cdes de
gradientes). Além disso, VBM é suscetivel a problemas de registro inter-sujeitos.(34)

Interessante notar que o aumento do RD encontrado no pedunculo
cerebelar superior em portadores de SPI permaneceu estatisticamente significante
apos correcdes para comparacdes multiplas de acordo com a analise ROI, mas néo
com a andlise TBSS. Isso pode ser parcialmente explicado pelo fato de que o TBSS
aplica correcdo mais conservadora para o erro do Tipo |, devido ao seu maior numero
de comparagBes entre multiplos voxels. Apesar de ndo ter alcangcado significancia

estatistica (p=0,06 corrigida para comparacdes multiplas), a reducdo de FA verificada
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via TBSS na regido delimitada como coroa radiada posterior corrobora a hipétese de
anomalias em microestruturas axonais nesta area.
Em suma, as andlises baseadas em TBSS e em ROI, juntas,

fornecem informacgdes complementares sobre a estrutura da substancia branca.

5.2.1 Cerebelo: relevancia funcional e envolvimento na SPI e em outras

condigcdes

O cerebelo desempenha papel importante na integracédo de entradas
sensoriais multimodais. 25%2¢%)

Mais especificamente, o pedunculo cerebelar superior contém
majoritariamente fibras eferentes, originadas nos ndcleos cerebelares (em especial, do
ndcleo denteado) e no trato aferente espinocerebelar anterior. Esta regido também
possui projecBes para os neurdnios do ndcleo rubro, para as camadas profundas do
coliculo superior (onde decussa) e segue contralateralmente pelo talamo (ndcleo
ventral lateral) e, entdo, para os cértices motor priméario e pré-motor.?®”

A técnica de DTI permite identificar com facilidade a decussacao do
pedunculo cerebelar superior: no mapa de FA codificado por cores, essa estrutura é
representada por ponto vermelho no mesencéfalo ventral (convencionalmente,
vermelha denota fibras orientadas transversalmente). Um pequeno grupo de fibras
também se projeta para os nucleos reticulares e vestibulares do tronco encefalico.®®
Considerando que o cerebelo exerce um efeito facilitatério na

excitabilidade do cértex motor primario,®©®®

a conectividade interrompida entre o
cerebelo e essas areas poderia contribuir potencialmente para os sintomas da SPI.
Curiosamente, foram encontradas altas taxas de SPI em individuos com malformacao

@ bem como em ataxias

de Arnold-Chiari tipo 1 das tonsilas cerebelares,
cerebelares.?"27®

Um estudo anterior descreveu reducdo do volume de substancia
cinzenta no cerebelo de individuos com SPI de sintomas moderados a graves (com
VBM).®® No entanto, dados publicados de nosso grupo de pesquisa,'® cuja amostra
€ majoritariamente composta pelos mesmos participantes do presente trabalho,
mostraram que a espessura cortical cerebelar nao foi significativamente diferente entre

portadores de SPI e controles. Portanto, é possivel que alteracbes funcionais no
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cerebelo possam estar relacionadas ao aumento de RD. Essa hipGtese é corroborada
pela presenca de ativacdo cerebelar bilateral, verificada por fMRI, relatada em
portadores de SPI com sintomas moderados a grave escaneados durante sensacédo de

(17.114) Além disso, foi descrita, também, forte correlacdo negativa

desconforto da perna.
entre os niveis de GABA no cerebelo e a gravidade da SPI.?")

Embora vérios aspectos do processamento perceptual e sensorial
tenham sido relacionados a atividade cerebelar, nas duas ultimas décadas estudos tém
reconhecido e avancado na compreensao de sua atuacao na integracédo de diferentes
modalidades sensoriais.?%>2%®)

A integracdo multissensorial ocorre cedo na ontogénese e € critica
em varios dominios perceptuais, cognitivos e sociais. Em experimento elegante e bem
controlado, Ronconi et al. relataram caso raro de completa agenesia cerebelar sem

219 Este paciente também nao

quaisquer outras malformacdes cerebrais associadas.'
possuia nenhum trato cerebelar, conforme avaliado por tractografia. Os autores
verificaram, por meio da medida dos tempos de reacdo ap0s a apresentacdo separada
e combinada de estimulos visuais, auditivos e audiovisuais, claro comprometimento de
integracdo multissensorial.“’> Em um estudo de fMRI, a ativacdo cerebelar também foi
verificada durante a aplicacdo de estimulos dolorosos nas méos de individuos

saudaveis.?’®

5.3 Andlise por trato de interesse (tractografia)

Pela primeira vez a tractografia foi utilizada como técnica para
estudo da substancia branca em SPIl. Nao foram encontradas diferengas significativas
na analise de tractografia entre controles e sujeitos portadores de SPI ou entre
subgrupos. Apesar de termos procurado seguir as melhores préticas para controle de
qualidade e processamento de DTI,3%4319217.271) o himero de direces de gradiente
adquiridas,®® devido a restricdes técnicas, pode ter sido insuficiente para detectar
alteracdes sutis nos tratos-de-interesse, as quais talvez possam ser reveladas em
futuros estudos por meio de aquisicdes mais sofisticadas a diminuicdo das incertezas

em sua reconstrugdo com aquisicoes mais sofisticadas.
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5.4 LimitagOes

Nosso desenho transversal ndo permite inferéncias sobre as
relacBes causais entre os resultados da analise de DTI e SPI. Estudos longitudinais séo
recomendados para esclarecer esta questdo intrigante. Finalmente, embora o tamanho
da nossa amostra para SPI seja um dos maiores da literatura, pode ter sido insuficiente
para detectar mudangas mais sutis ou localizadas. Além disso, a polissonografia de
noite inteira ndo foi realizada sistematicamente. Entretanto, o critério diagndstico®®
para SPI ndo requer a sua realizacdo, exceto na suspeita de causas secundarias ou

comorbidades do sono, que foram critérios de exclusdo neste trabalho.
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6 CONCLUSOES

1. Na analise exploratoria, encontramos diminuicdo de difusividade
axial na radiacao talamica posterior esquerda no grupo de portadores de sindrome das
pernas inquietas, em comparacdo com controles. Nos portadores das formas grave a
muito grave de sindrome das pernas inquietas, a difusividade axial estava reduzida na
coroa radiada posterior esquerda. Houve correlacdo significativa, inversa, entre a
difusividade axial e a gravidade dos sintomas da Sindrome das pernas inquietas. Nao
verificamos qualquer diferenca significativa na andlise global da substancia branca;

2. Na andlise por regido-de-interesse, encontramos aumento de
difusividade radial nos pedunculos cerebelares superiores no subgrupo composto por
portadores de sindrome das pernas inquietas nas formas grave a muito grave. N&o
houve diferenca significativa has comparacfes entre controles e grupo de portadores
de Sindrome das pernas inquietas (independentemente da gravidade) ou entre
controles e portadores de sindrome das pernas inquietas nas formas leve a muito leve;

3. Na analise por tractografia, ndo encontramos quaisquer diferencas
significativas nos tratos de interesse (trato corticoespinhal e radiacdo talamica
posterior), tanto na comparacao entre controles e portadores de sindrome das pernas
inquietas (independentemente da gravidade), como na comparacao entre controles e

portadores de sindrome das pernas inquietas leve-a-moderado e grave-a-muito-grave.
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7 ANEXOS

Anexo 1. Critérios atualizados de diagnostico para a sindrome das pernas
inquietas/doenca de Willis-Ekbom (SPI), publicados em 2014 pelo Grupo Internacional
de Estudos de SPI

Critérios essenciais de diagnostica da SPI

1. Um desejo de mover as pernas geralmente acompanhada ou
sentida como causada por sensac¢des desconfortaveis e desagradaveis nas pernas.

2. O desejo de mover as pernas e as sensacdes desagradaveis que
a acompanham comecam ou pioram durante os periodos de descanso ou inatividade,
como ao deitar-se ou sentar-se.

3. O desejo de mover as pernas e quaisquer sensacdes
desagradaveis acompanhantes sao parcial ou totalmente aliviados pelo movimento,
como caminhada ou alongamento, pelo menos enquanto a atividade continuar.

4. O desejo de mover as pernas e quaisquer sensacles
desagradaveis que durante o descanso ou a inatividade s6 ocorrem ou séo piores ao
anoitecer ou a noite.

A ocorréncia das caracteristicas acima ndo pode ser considerada
apenas como sintomas primarios para outra condicdo médica ou comportamental (Ex.
mialgia, estase venosa, edema da perna, artrite, caibras nas pernas ou desconforto

posicional).
Critérios de curso clinico

A. SPI cronica-persistente: os sintomas quando ndo tratados
ocorrerdo em média pelo menos duas vezes por semana no ultimo ano.

B. SPI intermitente: os sintomas quando nao tratados ocorrerdao em
média <2 / semana no ultimo ano, com pelo menos cinco eventos ao longo da vida.

Obs.: Os critérios de curso clinico ndo se aplicam para casos
pediatricos, nem para alguns casos especiais de SPI secundarias, como em caso de
gravidez ou SPI induzida por drogas, em que a frequéncia dos sintomas pode ser alta,
mas limitada & durag&o da condicdo provocativa.
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Critérios para significancia clinica

Os sintomas causam sofrimento significativo ou prejuizo nas areas
sociais, ocupacionais, educacionais ou outras areas importantes pelo seu impacto no

sono.

Fonte: Traduzido e adaptado de Allen RP, Picchietti DL, Garcia-Borreguero D, Ondo WG,
Walters AS, Winkelman JW, et al.; International Restless Legs Syndrome Study Group.
Restless legs syndrome/Willis-Ekbom disease diagnostic criteria: updated International
Restless Legs Syndrome Study Group (IRLSSG) consensus criteria—history, rationale,
description, and significance. Sleep Med. 2014;15(8):860-73.%%



Anexo 2. Questionario de avaliacdo — TMS/MRI

Nome: Idade:

Alguma vez, vocé:

1) Teve alguma reagdo adversa a estimulagdo magnética transcraniana?

() Sim ( ) Néao

2) Teve uma crise epiléptica? () Sim ( ) Nao
3) Teve traumatismo craniano? ()Sim ( ) Nao
4) Foi submetido a neurocirurgia? () Sim () Néo

5) Tem algum material metalico em sua cabeca (fora da boca) como "clipes" cirirgicos, fragmento de

projétil, soldagem ou metal?

() Sim ( ) Néo

6) Tem algum equipamento implantado como marcapasso cardiaco, bomba de infusao, ou cateter
intracardiaco?

()Sim ( ) Nao

7) Esta tomando alguma medicacao? ()Sim ( ) Nao
8) Tem dores de cabeca fortes ou frequentes? () Sim ( ) Néo
9) J& teve algum problema no cérebro? () Sim ( ) Nao
10) Ja teve alguma doenca que causou lesdo cerebral? () Sim ( ) Nao

11) Se vocé é uma mulher em idade fértil e sexualmente ativa, vocé ndo estd usando um método

anticoncepcional confiavel?

()Sim ( ) Nao
12) Alguém na sua familia tem histéria de epilepsia? () Sim ( ) Nao
13) Realizou um eletroencefalograma? ()Sim ( ) Nao
14) Teve um acidente vascular cerebral? () Sim ( ) Nao
Data:

Fonte: Documentacéao institucional.

68
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Anexo 3. Questionario de Preferéncia Manual (Inventario de Edinburgh)

Indique a preferéncia do uso das maos nas seguintes atividades,
colocando + na coluna apropriada. Quando a preferéncia for importante a ponto de
vocé utilizar a outra mao se somente for forcado, assinale ++. Se nao houver
preferéncia por qualquer uma das méos, assinale + nas duas colunas.

Algumas atividades requerem as duas maos, neste caso, a questao
€ em relacdo a parte da atividade explicitada entre parénteses.

Tente responder todas as questdes e somente deixe em branco
caso vocé nao tenha absolutamente nenhuma experiéncia com o objeto da tarefa

descrita.

Direita Esquerda

Escrever

Desenhar

Arremessar

Tesoura

Escova de dente

Faca (sem garfo)

Colher/garfo

Vassoura

Acender um fésforo

Abrir uma caixa (tampa)

Qual o pé vocé usa para chutar?

Qual o olho vocé usa, se for¢cado a usar somente um?

olalglo|lo(N|jo|alsw|N|=

Fonte: Traduzido e adaptado de Oldfield RC. The assessment and analysis of handedness: the
Edinburgh inventory. Neuropsychologia. 1971;9(1):97-113.¢'
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Anexo 4. Escala Internacional de Graduac¢do da Sindrome das Pernas Inquietas

Nome:

Idade:

Data: / /

Médico:

InstrucBes

Responder as 10 questdes que se seguem, escolhendo apenas uma das 5 alternativas apds cada
pergunta. A ndo ser que vocé receba outra orientacéo, ao responder cada questédo, leve em
consideracgédo os seus sintomas da Sindrome das Pernas Inquietas que vocé apresentou principalmente

na ultima semana.

1.Em geral, como vocé considera o desconforto da Sindrome das Pernas Inquietas nas suas pernas ou
bragos?

(4) Muito intenso

(3) Intenso

(2) Moderada

(1) Leve

(0) Nenhum

2.Em geral, como vocé considera a necessidade de se mexer ou andar por causados seus sintomas da
Sindrome das Pernas Inquietas?

(4) Muito grande

(3) Grande

(2) Moderada

(1) Pequena

(0) Nenhuma

3.Em geral, quanto de alivio no desconforto das pernas ou bragos vocé consegue ao andar?

(4) Nenhum alivio

(3) Pouco alivio

(2) Alivio moderado

(1) Alivio total ou quase total

(0) Sem sintomas de sindrome das pernas inquietas, portanto a questédo néo se aplica

4.Em geral, qual a intensidade do seu distirbio de sono por causa dos sintomas da Sindrome das
Pernas Inquietas?

(4) Muito intenso
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(3) Intenso
(2) Moderado
(1) Leve

(0) Nenhum

5.Qual a intensidade do seu cansago ou sonoléncia por causa dos sintomas da Sindrome das Pernas
Inquietas?

(4) Muito intenso(a)

(3) Intenso(a)

(2) Moderado(a)

(1) Leve

(0) Nenhum(a)

6.Em geral, qual a gravidade da sua Sindrome das Pernas Inquietas como um todo?
(4) Muito grave

(3) Grave

(2) Moderada

(1) Leve

(0) Nenhuma

7.Com que freqiiéncia vocé tem sintomas da Sindrome das Pernas Inquietas?
(4) De 6 a 7 dias por semana

(3) De 4 a 5 dias por semana

(2) De 2 a 3 dias por semana

(1) 1 dia ou menos por semana

(0) Nunca

8.Quando vocé tem sintomas da Sindrome das Pernas Inquietas, qual a duragdo dos sintomas num dia
corriqueiro?

(4) Dura 8hs ou mais nas 24hs do dia

(3) Dura 3 a 8hs nas 24hs do dia

(2) Dura 1 a 3hs nas 24hs do dia

(1) Dura 1hora ou menos nas 24hs do dia

(0) Nenhuma duragéo

9.No geral, qual a intensidade do impacto dos seus sintomas da Sindrome das Pernas Inquietas na sua
capacidade de realizar suas atividades diarias, como, por exemplo, atividades familiares, no seu lar, na
sociedade, na escola ou na vida profissional?

(4) Muito grande

(3) Grande

(2) Moderada
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(1) Pequena
(0) Nenhuma

10.Qual a intensidade do seu distirbio de humor por causa dos sintomas da Sindrome das Pernas
Inquietas, por exemplo, raiva, depressao, tristeza, ansiedade, irritacdo?

(4) Muito grande

(3) Grande

(2) Moderada

(1) Pequena

(0) Nenhuma

Pontuacéo Gravidade
00 a 10 Leve

11 a 20 Moderada
21 a 30 Grave

31 a 40 Muito Grave

Total:

Classificagao:

Leve |:| Moderada |:| Grave |:| Muito Grave |:|

*Translation and validation into the Brazilian Portuguese of the Restless Legs Syndrome Rating Scale of
the International Restless Legs Syndrome Study Group. Traduc¢éo e validagao para a lingua portuguesa
da escala internacional de graduacgéo da sindrome das pernas inquietas do Grupo de Estudo

Internacional da Sindrome das Pernas Inquietas.

Fonte: Traduzido e adaptado de Masuko AH; Carvalho LB; Machado MA; Morais JF; Prado LB;
Prado GF. Translation and validation into the Brazilian Portuguese of the restless legs
syndrome rating scale of the International Restless Legs Syndrome Study Group. Arq
Neuropsiquiatr. 2008;66(4):832-6.""
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Anexo 5. Escala de Sonoléncia de Epworth

Qual possibilidade de vocé cochilar ou adormecer nas seguintes situacdes?
0 - nenhuma chance de cochilar

1 - pequena chance de cochilar

2 - moderada chance de cochilar

3 - alta chance de cochilar

Chance de cochilar

Situacgdes (0 a 3)

1. Sentado e lendo

2. Vendo televisao

3. Sentado em lugar publico sem atividades como sala de
espera, cinema, teatro

4. Como passageiro de carro, trem ou metrd andando por 1
hora sem parar

5. Deitado para descansar a tarde

6. Sentado e conversando com alguém

7. Sentado apos uma refeicdo sem alcool

8. No carro parado por alguns minutos durante transito
TOTAL

Fonte: Adaptado de Bertolazi AN, Fagondes SC, Hoff LS, Pedro VD, Menna Barreto SS, Johns MW.
Portuguese-language version of the Epworth sleeg)iness scale: validation for use in Brazil. J Bras
Pneumol. 2009;35(9):877-83. English, Portuguese.(21 )

Adaptado de Johns MW. A new method for measuring daytime sleepiness: the Epworth sleepiness scale.
Sleep. 1991;14(6):540-5.?"
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Anexo 6. Questionario de Qualidade de Vida para Sindrome das Pernas Inquietas

Instrucdes: Este questionario nos ajudara a melhor entender o impacto da Sindrome das Pernas
Inquietas (SPI) na sua vida no ultimo més (30 dias). Embora seus sintomas possam variar ao longo do
tempo e possam ter piorado antes do tratamento, n0s estamos apenas interessados no impacto da SPI
na sua vida durante o Gltimo més. Isto € muito importante.

Por favor marque somente uma resposta para cada pergunta.

1- Quéo angustiante para vocé sao suas pernas inquietas?

fNada fBem pouco Um poucot? Bastante TMuito

2- Com que freqiiéncia nas ultimas 4 semanas suas pernas inquietas atrapalharam sua rotina de
atividades a noite?

fNunca Poucas vezes {Algumas vezes {Muitas vezes TTodas as vezes

3- Com que freqliéncia nas ultimas 4 semanas as pernas inquietas te impediram de comparecer em suas
atividades sociais a noite?

tNunca Poucas vezes TAlgumas vezes] Muitas vezes TTodas as vezes

4- Nas ultimas 4 semanas quanto de problema vocé teve para acordar de manha por causa das pernas
inquietas?

TNenhum Bem pouco  Um pouco f Bastante TMuito

5-Nas ultimas 4 semanas, com que frequéncia vocé se atrasou para o trabalho ou para seus primeiros
compromissos do dia por causa das pernas inquietas?

tNuncafPoucas vezes TAlgumas vezes TMuitasvezes TTodas as vezes

6- Quantos dias nas Ultimas quatro semanas vocé se atrasou para o trabalho ou para seus primeiros
compromissos do dia por causa das pernas inquietas?

Escreva em nimero de dias:

7- Com que frequéncia nas ultimas 4 semanas vocé teve problemas para se concentrar durante a tarde?

iNunca TPoucas vezes TAlgumasvezes {Muitas vezes i{Todas as vezes

8- Com que frequéncia nas ultimas 4 semanas vocé teve problemas para se concentrar durante a noite?
Nunca tPoucas vezes TAlgumasvezes TMuitas vezes fTodas as vezes

9- Nas ultimas 4 semanas, quanto a sua habilidade de tomar boas decis6es foi afetada pelos seus
roblemas de sono?

iNada Bem pouco Um pouco fBastante  {Muito
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10- Com que frequéncia nas Ultimas 4 semanas vocé evitou fazer uma viagem que fosse demorar mais
que duas horas?

tNuncafPoucas vezes fAlgumasvezes TMuitas vezes Todas as vezes

11- Nas ultimas 4 semanas, quanto interesse vocé teve em praticar atividade sexual?

tNada tBem pouco TUm pouco T Bastante T Muito

12- Quanto que as pernas inquietas atrapalharam ou reduziram suas atividades sexuais?

tNada Bem pouco fUm pouco fBastante t Muito

13- Nas ultimas 4 semanas, quanto suas pernas inquietas atrapalharam sua habilidade de realizar suas
atividades diarias, por exemplo, atividades em familia, em casa, social, escolar ou no trabalho?

tDe maneira nenhuma {Bem pouco tUm pouco { Bastante fMuito

14- Vocé atualmente trabalha em periodo integral ou meio periodo (remunerado ou voluntéario)?
tSim — Se sim, por favor responda as perguntas 15 até 18
tN&o, por causa de minha SPI — O questionario termina aqui.

tN&o, devido a outras razées — O questionario termina aqui.

15- Com que frequéncia suas pernas inquietas tornaram dificil para vocé trabalhar um dia inteiro nas
Gltimas 4 semanas?

iNunca Poucas vezes Algumas vezesiNa maioria das vezesiTodas as vezes

16- Quantos dias, nas Ultimas 4 semanas, vocé trabalhou menos do que gostaria por causa das pernas
inquietas?

Escreva em nimero de dias:

17- Em média, quantas horas vocé trabalhou nas dltimas 4 semanas?

Escreva em nimero de horas por dia:

18- Nos dias em que vocé trabalhou menos do que gostaria, quantas horas a menos, em média, vocé
trabalhou por causa das suas pernas inquietas?

Escreva em nimero de horas por dia

TOTAL:

Fonte: Traduzido e adaptado de Abetz L, Arbuckle R, Allen RP, Mavraki E, Kirsch J. The reliability,
validity and responsiveness of the Restless Legs Syndrome Quality of Life questionnaire (RLSQoL) in a
trial population. Health Qual Life Outcomes. 2005;3:79.%7®
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Anexo 7. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Verséo 4.0 (Data da versao:
18/08/2014)

Estimulacdo Magnética Transcraniana e Sindrome das pernas inquietas

Individuos portadores de Sindrome das pernas inquietas

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa sobre o que
ocorre no cérebro de pessoas com sindromes das pernas inquietas. A responsavel pela
pesquisa € a Dra. Adriana Bastos Conforto. O pesquisador executante € o médico Samir
Céamara Magalhdes. Sua participacdo consiste no preenchimento de uma avaliacdo clinica
com o pesquisador quanto a histéria dos sintomas da Sindrome das Pernas Inquietas. Sera
solicitado a vocé o preenchimento de questiondrios sobre a gravidade dos sintomas da
doenca, sobre sua preferéncia manual, sobre sua sonoléncia diurna e qualidade de vida. O
exame de potencial evocado motor por estimulacdo magnética transcraniana com pulso Unico
e pareado e a ressonancia magnética da cabeca também serdo realizados. No exame de
potencial evocado motor por estimulagdo magnética transcraniana, um pulso magnético sera
administrado externamente na sua cabeca e seu cérebro serd estimulado, sem que vocé
perceba e sem dor. Quando isso acontecer, vocé ouvira um ruido semelhante a um "clique”, e
vai ter a sensacao de um toque rapido no couro cabeludo, onde o aparelho vai estar apoiado.
Quando o aparelho for colocado proximo a parte do cérebro responsavel pelo controle dos
musculos, havera rapidos movimentos nos seus muasculos da méao, ou sensacao de
movimentos. A resposta nos muasculos sera registrada com pequenos eletrodos de superficie
colocados sobre a pele da méo. Nao serao utilizadas agulhas. Uma touca de natacao sera
colocada em sua cabeca. O médico fara marcas nessa touca, para localizar as areas a serem
estimuladas. O exame podera ser interrompido sempre que vocé desejar. A estimulacado
magnética pode causar discreto desconforto no couro cabeludo, onde o aparelho é colocado.
A movimentacdo dos musculos do rosto ou mandibula, que pode acontecer enquanto o
médico esta ajustando a melhor posicdo para estimulagéo, pode ser desconfortavel, mas ndo
dolorosa.

A ressonancia magnética da cabeca é realizada para analisar a estrutura
do cérebro. Neste exame, vocé sera colocado deitado em um aparelho de forma cilindrica
(tubo) o qual gera um campo magnético, onde ondas de radiofrequéncia sdo enviadas aos
tecidos no interior do corpo. Os “ecos” retornantes sdo entéo transformados em imagens das
estruturas internas do corpo através de um computador. Ndo serd utilizado contraste, nem
serd necessario acesso venoso para o exame. Em geral, o exame dura 30 minutos e vocé

devera tentar permanecer imovel o maximo possivel.
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Apesar das imagens e dos testes destes experimentos ndo terem a
finalidade de fazer diagnoéstico, algumas vezes podem mostrar alteracdes. Caso isto aconteca,
vocé serd comunicado e orientado em como prosseguir.

Se vocé usar marca-passos ou bombas de infusdo implantadas, ou
placas de metal no cranio, ou objetos metalicos nos olhos ou créanio (por exemplo, apos
cirurgia no cérebro, ou acidente por arma de fogo), ndo podera participar. Crises epilépticas
sao consideradas contraindicac@es relativas. Vocé preencherd um questionario para avaliacdo
destas condicbes. Avise se vocé apresentar qualquer dessas contraindicacdes, pois neste
caso 0 exame nado poderd ser feito.

Para mulheres em idade fértil que ndo estejam fazendo uso de método
anticoncepcional de forma regular e confidvel, ou aquelas que tenham dulvidas quanto a
possibilidade de gestacdo, seré realizado, no dia do exame, a coleta de sangue periférico em
uma veia para dosagem de Beta-hCG (teste de gravidez). O resultado sera visto no mesmo
dia e caso venha positivo, ndo sera possivel a participagdo no estudo.

Seré solicitado a vocé que ndo fagca o uso da medicacdo para o
tratamento dos sintomas de sindrome das pernas inquietas por uma semana, essa medida
tem como objetivo reduzir as alteracdes causadas pelo remédio no cérebro, para que
possamos avaliar a doenca de forma mais clara. A sindrome das pernas inquietas ndo tem
tratamento que visa a cura. Dispomos apenas de tratamento para 0s sintomas. A suspensao
da medicacdo pode levar ao aumento dos sintomas, porém estara restrita a uma semana e
sera supervisionada pelo médico pesquisador e médico executante, que em caso de duvidas
ou dificuldades com o proposto, poderdo ser contatados para esclarecimentos e condutas.

Vocé nao deverd ingerir alcool 48 horas antes do exame, pois o alcool
altera o funcionamento do cérebro e isso pode interferir no exame.

A estimulagdo magnética transcraniana vem sendo utilizada desde 1985
nos Estados Unidos e na Europa, sem relatos de problemas sérios. No Brasil ha varios
estudos ja realizados com este método e vem sendo utilizada, com uma técnica de
estimulacgéo repetitiva (diferente deste estudo), como tratamento em doengas como depressdo
e alucinacdes auditivas, com aprovacdo do Conselho Federal de Medicina. O equipamento
que sera utilizado é aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

O exame de estimulagdo magnética transcraniana pode apresentar
alguns efeitos adversos. O efeito colateral mais comum é a ocorréncia dor de cabeca leve.
Isso se deve a contracdo repetida dos musculos que ficam abaixo da regido da cabeca onde o
aparelho toca. Em geral, a dor de cabeca melhora espontaneamente apés alguns minutos a
horas. Vocé podera conversar com o médico que ira fazer seu exame e se estiver com muito
incdBmodo devido a dor de cabeca o exame podera ser interrompido e uma medicacdo

analgésica pode ser prescrita pelo médico. Durante 0 exame vocé escutard o clique do
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aparelho funcionando, este pequeno barulho pode incomoda-lo e causar desconforto, porém
ndo ha risco de perda de audicdo do modo que iremos fazer o exame. Serdo usados
protetores auriculares durante o exame.

O maior receio em relacdo a este exame € a ocorréncia de crises
epilépticas (convulsdo). Porém, dentre milhares de pacientes que fizeram o exame no mundo
inteiro, foram relatados casos de crises epilépticas apenas em pacientes com lesdes cerebrais
ou usando um tipo de estimulacdo magnética conhecida como repetitiva de alta frequéncia,
que nao serd realizado em vocé. Apenas duas pessoas apresentaram crises de convulsédo
fazendo exame semelhante ao que sera feito em vocé, ambas tinham problemas que
aumentavam a chance de ter crises de convulsdo. Em pessoas sem doencas neurolégicas ou
psiquiatricas, e em pessoas com Sindrome das Pernas Inquietas, nunca foram relatadas
crises epilépticas com o tipo de exame ao qual vocé serd submetido. Vocé sera submetido a
uma avaliacao clinica e neurologica para verificar se ndo ha nenhum problema para realizagédo
deste exame. Nao ha nenhum risco definido em longo prazo para pessoas que fazem o
exame de estimulacdo magnética transcraniana. Nao podemos garantir que vocé nunca venha
a ter crises epilépticas (convulsdo) na vida, mas a chance de isso ocorrer nao depende de
vocé fazer ou ndo este exame.

Este exame ndo sera usado como um tipo de tratamento, e embora vocé
ndo tenha beneficios diretos pela realizacdo do exame, os resultados deste estudo serdo
importantes para elucidar o que ocorre no cérebro nas pessoas com sindrome das pernas
inquietas. Esta informacdo nos ajudara a desenvolver a ciéncia e a perspectiva de novos
mecanismos de tratamento e diagnostico da sindrome das pernas inquietas.

O exame sera sempre feito por um médico neurologista, supervisionado
por uma médica neurologista. A qualquer momento desta pesquisa vocé podera entrar em
contato com o0s pesquisadores nos nimeros abaixo, para esclarecimentos sobre o curso da
pesquisa. A qualquer momento vocé poderd se recusar a participar ou retirar seu
consentimento, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado neste Hospital.

As informagBes que possam identifica-lo serdo retiradas, e codificadas de
maneira a assegurar a garantia do sigilo e privacidade quanto aos dados confidenciais
envolvidos nesta pesquisa.

Ndo haverd despesas na sua participacdo, nem riscos significativos,
portanto ndo estdo previstos ressarcimentos nem indenizagdes.

Em caso de duvida relacionada a esta pesquisa, vocé podera entrar em
contato com o Dr. Samir Camara Magalhées, tel.(11) 98209-5400, ou Dra. Adriana Conforto,
tel. (11) 2151-3727, ou Comisséo de Etica em Pesquisa do Hospital Israelita Albert Einstein,
tel.(11) 2151- 3729, cep@einstein.br.


mailto:cep@einstein.br
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Eu, )

apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de conversar

com o pesquisador responsavel, para esclarecer todas as minhas duavidas, acredito estar
suficientemente informado, ficando claro para mim que minha participacéo € voluntaria e que
pOSso retirar este consentimento a qualquer momento sem penalidades. Estou ciente também
dos objetivos da pesquisa, dos procedimentos aos quais serei submetido, dos possiveis danos
ou riscos deles provenientes e da garantia de confidencialidade e esclarecimentos sempre
que desejar. Diante do exposto expresso minha concordancia de espontanea vontade em

participar deste estudo.

Sao Paulo, de de 20

Nome:

Assinatura;

Pesquisador:

Assinatura;
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Abstract

Introduction: Restless Legs Syndrome, also known as Willis-Ekbom disease, is
suggested to be caused by brain iron deficiency, loss of inhibitory modulation of
descending central motor pathways, structural changes in the somatosensory cortex,
abnormal connectivity between motor and sensory areas, as well as by slight
abnormalities in white matter micro-organization. Purpose: To compare diffusion-tensor
imaging metrics between subjects with primary restless legs syndrome and controls.
Methods: We assessed diffusion-tensor imaging metrics in 38 individuals with restless
legs syndrome (14 mild to moderate, 24 severe to very severe syndrome) and 24
healthy sex and age-matched controls with whole-brain tract based spatial statistics,
region-of-interest and probabilistic tractography analyses. The regions-of-interest were
the corticospinal tract at the level of the cerebral peduncle, the superior, middle and
inferior cerebellar peduncles, as well as areas encompassing clusters that statistically
significant differences were found between-groups according to tract based spatial
statistics analysis. Subgroup analyses were conducted according to the severity of
restless legs syndrome symptoms. For the tractography analysis, the tracts of interest
were the corticospinal tract and the posterior thalamic radiation. We also explored
associations between significant findings and symptoms’ severity using the Spearman’s
correlation. Results: Our tract based spatial statistics results showed decreased axial
diffusivity in the left posterior thalamic radiation in restless legs syndrome. Individuals
with severe restless legs syndrome, had decreased axial diffusivity in the left posterior
corona radiata. Axial diffusivity in this region was significanty and negatively correlated
with the restless legs syndrome symptoms’ severity. Region-of-interest- analysis
showed an increased radial diffusivity in the superior cerebellar peduncles of individuals
with severe restless legs syndrome. The tractography revealed no differences between-
groups or subgroup. Conclusions: Our results are consistent with slight changes in
white matter microstructural organization, mainly in individuals with restless legs
syndrome with more severe symptoms in areas related to multisensory or sensorimotor

integration.

Keywords: Restless legs syndrome; Diffusion tensor imaging



Apéndices

Apéndice 1. Avaliagéo clinica

QUESTIONARIO DEMOGRAFICO/CLINICO
NOME:

Data: / /

Prontuério Unifesp:

Data de Nascimento: / / Idade:

Raca: Branca ( ) Negra( ) Oriental ( ) outra

Endereco: No:
apto: Bairro:

CEP - Cidade:

Estado:

Telefone residencial : ( ) - Telefone comercial : ( ) -
Celular : ( ) -

e-mail;

Peso : Kg Altura : cm

IMC :

SEXO: 1=masculino; 2=feminino
ESTADO CIVIL: 1=casado; 2=solteiro; 3= relacdo estavel; 4=divorciado; 5=vilvo

ESCOLARIDADE: O=analfabeto/primario incompleto; 1=primario completo/ginasial incompleto;
2=ginasial completo/colegial incompleto; 3=colegial completo/superior incompleto;
4=superior completo

ANOS DE ESTUDO FORMAL:

OCUPACAO: 1=trabalhador; 2=estudante; 3=aposentado; 4=desempregado;
5=outros

CARGO:
PERIODO: 1=dia; 2=noite; 3=turnos alternados; 9=néao aplicavel

L]

CRITERIOS DIAGNOSTICOS:

1. DTEM OU JA TEVE SENSACAO DE INCOMODO OU DESCONFORTO NAS
PERNAS QUE CAUSA GRANDE VONTADE DE MOVE-LAS
0=n&o; 1=sim

2. DESSA SENSACAO DE DESCONFORTO MELHORA OU PASSA COM A
MOVIMENTACAO DAS PERNAS
0=n&o; 1=sim



3. DESSA SENSACAO DE DESCONFORTO OCORRE OU PIORA DURANTE O
REPOUSO
0=nao; 1=sim

4, DESSA SENSACAO DE DESCONFORTO OCORRE OU PIORA A NOITE
0=nao; 1=sim

DPACIENTE COM SPI 0=nao; 1=sim

|:lANTECEDENTES PESSOAIS

I:IFUMO 0=nao; 1=sim; 3=ex-fumante  QUANTO cigarros/dia

HA QUANTOS ANOS FUMA

ALCOOL 0=ndo; 1=sim QUANTOS DIAS NA

SEMANA QUANTO doses/semana

DCAFE: 0=nao; 1=sim QUANTO xicaras/dia
DEXERCiCIO FiSICO: 0=n&o; 1=sim QUANTO dias/semana
DGESTAQAO PREVIA 0=ndo; 1=sim QUANTAS COM QUE IDADE:

DIAGNOSTICO PREVIO DE:

|:lHAS D IRC D ANEMIA 0=n&o; 1=sim

|:lDC;AS REUMATICAS 0=nao; 1=sim QUAL
DCAS RESPIRATORIAS 0=néo;
1=sim QUAL
DCAS CARDIACAS 0O=nao;
1=sim QUAL
DCAS DO TRATO GASTROINTESTINAL 0=nao; 1=sim,
QUAL
DCA VASCULAR PERIFERICA. 0=nao;
1=sim QUAL
DCA ENDOCRINAS 0=n&o; 1=sim; 3=diabetes;

4=dcas da tiredide 5=OUTRAS

D DCA NEUROLOGICA  0=nao; 1=sim:; 3=polineuropatia; 4=cefaléia; 5=OUTRAS

DCA PSIQUIATRICA 0=n&o; 1=sim; 3=humor; 4=ansiedade;
5=OUTRAS__
OUTRO
USO DE MEDICACOES NA ULTIMA SEMANA 0=n&o; 1=sim

DROGAS



~N|o|w|e
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9.

ANTECEDENTES FAMILIARES

DCA NEUROLOGICA 0=n&o; 1=sim
QUAL

DCA PSIQUIATRICA 0=nao;
1=sim QUAL
OUTRAS

QUALIDADE DO SONO

HORA QUE VAI PARA CAMA :
HORA QUE DORME ;

HORA DE ACORDAR :

N DE DESPERTARES: TEMPO MEDIO ESTIMADO

DOS DESPERTARES min

Ronco Mov perna Bruxismo Sonambulismo 0=nao; 1=sim
SE TIVESSE OPORTUNIDADE: HORA QUE DORMIRIA _ : HORA QUE
ACORDARIA _ :

INSONIA: 0=nd&o; 1=inicial; 2=manutenc¢é&o; 3=terminal.

Frequéncia: 1= Nenhuma vez no ultimo més; 2=<1xsemana; 3=1-2xsemana;

4=>3x semana

EXAME FiSICO - NEUROLOGICO

FORCA MUSCULAR: O=preservada; 1=alterada; se alterada
descrever:

REFLEXOS TENDINEOS: O=preservados; 1=alterados; se alterados
descrever:

SENSIBILIDADE SUPERFICIAL: O=preservada; 1=alterada; se alterada
descrever:

SENSIBILIDADE PROFUNDA: O=preservada; 1=alterada; se alterada
descrever:

COORDENACAO: O=preservada; 1=alterada; se alterada
descrever:

ESTIGMAS DE DOENCA VASCULAR PERIFERICA: 0=nao; 1=sim
FO: O=normal; 1=alterado; se alterado

descrever:

Achados:

CONCLUSOES:




DIAGNOSTICO
cLiNICO:

COMORBIDADES:




Apéndice 2. Tutorial desenvolvido com passo-a-passo de processamento de Imagens
por Tensor de Difusédo (DTI)

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - Anélise de imagens por tensor de
difus&o (Diffusion tensor imaging, DTI)

LABORATORIO DE NEUROESTIMULACAO - HIAE, 2° andar, bloco B

Joselisa Paiva (10/08/2017)

1) Atalhos béasicos do MAC OS X

a) Digite no Spotlight (lupa no canto superior direito da tela) a palavra Terminal.
Uma vez aberto, seu icone aparecerd no DOCK (barra inferior). Clique com
bot&o direito em cima para fixar seu atalho permanentemente.

b) Command (38)-Shift-3: Tira foto da tela (o arquivo é salvo como TIFF, no
desktop).

c) Command-Shift-4: Tira foto de selecéo da tela (idem).

d) Command-C e Command-V - Copia e cola arquivos e pastas

e) Command-Tab - Pula para o pr6ximo programa ativo, pela ordem do Dock, da

esquerda para a direita.

2) Comandos basicos para uso no shell (terminal)
a) Is (listar arquivos), pwd (mostra o nome do diretério atual, “present working
directory”), cd (sozinho, volta pro home directory. Se tiver o nome da pasta apés

o “cd”, entra na pasta), “cd ..” (cd, com dois pontos, faz retomar a um nivel
acima, pasta anterior), mkdir (criar pasta, “make directory”), rm (deletar arquivo,
se pasta adicionar argumento -f, “remove”) cp (copiar arquivo, “copy”), mv a*
origem destino (mover todos 0s arquivos que comegam com a letra “a” para o
destino especificado), Is -l a*o (listar todos os arquivos que comegam com a letra

“a” e terminam com “0”).

3) Instalagéo do FSL
a) E possivel rodar via Windows por meio de maquina virtual (passo a passo aqui:
https://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/Fslinstallation/Windows). Por motivo de

velocidade de processamento, recomenda-se rodar o FSL no MAC OS X ou



distribuicdo LINUX (Centos or Debian/Ubuntu).
b) Requisitos minimos de hardware:
i) Dual core CPU
i) 4GB RAM (recomenda-se 8GB ou mais)
iif) Minimo de 75 gigas livres de HD
c) Faca download do instalador, arquivo “fslinstaller.py’

(https://tsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/Fslinstallation). Digite no terminal ‘“cd

2

~/Downloads” e, entéo, “python fslinstaller.py”.
d) Para o SETUP. Dentro de novo terminal, digite “pico .bash_profile”. Sera aberto
um editor de texto. Copie e cole nele o seguinte trecho:
FSLDIR=/usr/local/fsl|
. ${FSLDIR}/etc/fslconf/fsl.sh
PATH=${FSLDIR}/bin:${PATH}
export FSLDIR PATH
e) Salvar com control+x. Agora basta reiniciar o sistema e digitar “fsI” em um

terminal para abrir.

4) Referéncias recomendadas para estudo

a) Parte pratica:

i) User guide do préprio site do FSL:
http://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/FDT/UserGuide

i) Site http://www.diffusion-imaging.com/ (Do Tromp, University of Wisconsin,
Madison, USA).

iii) Andrew Jahn (Indiana University, USA): blog

(https://www.andysbrainblog.com/) e tutoriais em video

(https://www.youtube.com/watch?v=0mzQYJrC_Mo).

iv) Guia de analise de DTl do departamento de Brain Imaging de Darthmouth
(http://dbic.dartmouth.edu/dti/DTIGuide.pdf).

v) Passo-a-passo escrito por Morrow, Morgan and Rorden:
(http://www.cabiatl.com/Resources/Course/tutorial/html/dti.html).

vi) Passo-a-passo da Suzanne Avery da Vanderbilt University Institute of
Imaging Science: http://www.blackfordlab.com/editor-
assets/TBSS%20Processing%20Guide%20V1.2.pdf

vii) Férum oficial do FSL (https://www.jiscmail.ac.uk/cgi-bin/webadmin?A0=FSL).


https://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/FslInstallation
http://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/FDT/UserGuide
http://www.diffusion-imaging.com/
https://www.andysbrainblog.com/
https://www.youtube.com/watch?v=OmzQYJrC_Mo
http://dbic.dartmouth.edu/dti/DTIGuide.pdf
http://www.cabiatl.com/Resources/Course/tutorial/html/dti.html
http://www.blackfordlab.com/editor-assets/TBSS%20Processing%20Guide%20V1.2.pdf
http://www.blackfordlab.com/editor-assets/TBSS%20Processing%20Guide%20V1.2.pdf
https://www.jiscmail.ac.uk/cgi-bin/webadmin?A0=FSL

b) Parte tedrica:

i) Para a parte de fisica de ressonancia magnética (RM): 56 videos de aulas
ministradas pelo Dr. Michael Lipton do Albert Einstein College of Medicine,
USA: https://www.youtube.com/playlist?list=PLPcImQzEnTpz-
5TzxyyoY SbiAa9xdd89l

i) Livro Introduction to Diffusion Tensor Imaging do Susumu Mori.

iii) Livro Diffusion Tensor Imaging — A practical Handbook, Springer, 2016 (Van

Hecke, Wim, Emsell, Louise, Sunaert, Stefan).

5) Conversédo de DICOM para NIFT

a)

b)

d)

O FSL trabalha com o formato NIFTI (Neuroimaging Informatics Technology
Initiative) que comprime 90% do tamanho original, sem perder informacao. Para
tanto, pode-se utilizar diversos softwares, sendo os mais comuns: DCM2NII
(https://lwww.nitrc.org/projects/dcm2nii/) e o MRIConvert (Figura 1).
Importe ou simplesmente puxe a pasta com 0s arquivos do sujeito, segurando
com 0 mouse, para a janela de conversao.
Apés verificar os pontos de destaque (em vermelho) na figura 1, basta apertar
“Convert all’. Recomenda-se a seguinte organizacdo na pasta de cada sujeito:

C0001

| |-- ANATOMY--| |

| |- DTl |

| |-- FUNCTIONAL--| |
Verificar a orientacdo da imagem convertida (visualmente, chamar no terminal
fslview nomedaimagem.nii) e se esta seguindo a mesma orientagdo do MNI152
(se ndo souber qual é, pode abrir um template - dentro da pasta ATLAS do FSL -
para comparacao). Para reorientar (rotacao rigida de 90, 180 ou 270 graus), no
terminal, digitar:

fslreorient2std imagem_a_reorientar.nii coloque_nome_imagem_reorientada.nii

Verifique se foram criados os arquivos “bvec” (dire¢cdo dos gradientes) e “bval”

(valor/magnitude dos gradientes).


https://www.youtube.com/playlist?list=PLPcImQzEnTpz-5TzxyyoYSbiAa9xdd89l
https://www.youtube.com/playlist?list=PLPcImQzEnTpz-5TzxyyoYSbiAa9xdd89l
https://www.nitrc.org/projects/dcm2nii/

B vriConven - ] *

Input  Output Convert Help

DICOM series to convert

=@ Subject name: PO0GES Add files
- Study1 20150511  PESQUISA*SPIEMT
5] Series 18 20150511 DTI_WIPS11D DTI_WIP5S11D_TRACEW Audd folder

#1-1) Senes 12 20150511 Sagital T1 MPRAGE fa_12
Remove

Se quiser alterar
parametros de

sowm - | Verifique se esta no formato certo nome do output:

B C:\Users\Joselisa\Desktop!\POOGES_1689204\Converted m

S ERh | options | |
41 1_012_Sagital_T1_MPRAGE_fa_12_20150511 Directory

¥ :___] 1018 DTI_WIP511D_TRACEW 20150511
Rename

Co\Users\ loselisa' Desktop' PO0665_1689204\Converted B a Sta a pe rta re espera ro

prﬂcessamento:
Mew sessicn Chuit

Fnes. | AgUarde o término

Figura 1. Convertendo DICOM to NIFTI via MRIConvert

7) FEDT Diffusion no FSL
a) Abrir o FSL via terminal (digitar fsl).

b) Selecionar a opcdo FDT Diffusion na interface gréfica (Figura 2).



B FSL5.09 _ o x

BET brain extraction

SUSAN noise reduction

FAST Segmentation

FLIRT lear registration

FEAT FMRI analysis

MELODIC ICA

POSSUM MBI simuator ]

FSLiew |

o | _ex | b |

Figura 2. Interface grafica do
FSL, com destaque para
toolbox de processamento de
DTI

8) Correcao de Eddy Currents e Motion artefacts

a)

b)

d)

Para correcao das correntes “parasitas” de Foucault e da movimentagdo de
cabeca, dentro da janela FDT Diffusion, selecione “Eddy current correction”,
como mostrado na figura 3.

Campo Diffusion weighted data: seleciona o arquivo DTI (“data.nii.gz).

Campo Corrected output data: automaticamente, o FSL selecionard a mesma
pasta e nomeara o arquivo pra “nodif_data”.

Campo Reference volume: por padrdo, é sempre 0. Confirme se a primeira
aquisicdo é um volume BO (imagem né&o sensibilizada por gradientes de difusdo)

e se esta de boa qualidade para servir como referéncia.



i@ FDT - FMRIB's Diffusion Toolbox 3.0 - o x

Eddy current correction  —

Diffusion weighted data: mntihgfs/PODBES _| 689204/ Converted POOE © _q|

Corrected cutput data: |_T1_MPRAGE_fa_12_20150511nodif_data (|

Reference \-'Dlllﬂﬁm VEErIﬁ{.]IJE s a:':r Eulume B{.‘l:':st:a na
. primeira posicao da sequéncia.
T e e

Figura 3. Eddy current correction

e) Para rodar diretamente no terminal: eddy_correct input nodif_brain O
f) Visualize a imagem “nodif_data” (poés-correcao) no FSLVIEW para comparacéo.

9) Rotacado dos bvecs — Passo opcional

a) O pipeline tradicional do FSL ndo prevé a rotacdo dos bvecs apés a correcao de
movimento. Porém, este é um procedimento geralmente recomendado pelos
pesquisadores da area (artigo Leemans & Jones, 2009:
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/mrm.21890/abstract). ©Nas versfes
mais recentes do FSL, o comando necessario ja se encontra disponivel. Uso:
fdt_rotate_bvecs original_bvecs bvecs_rotacionados ecc_logfile
Obs1: arquivo ecc_logfile foi criado na etapa do Eddy Current.
Obs2: Este passo € dispenséavel se for realizar o TOPUP acompanhado pelo
EDDY (versdo nova do Eddy Current correction), pois ja sera realizada a rotagédo
automaticamente.
Ref:

10) Quantificacdo dos movimentos — Passo opcional

a) E possivel usar os arquivos “.ecclog” de output da etapa 8 em scripts para gerar
dados de quantificagdo do movimento de cabeca. Pode-se baixar o script
(ec_plot.sh) aqui: https://www.jiscmail.ac.uk/cgi-
bin/webadmin?A2=fsl;e2a42b99.1101, publicado no forum e desenvolvido pelo
préprio Mark Jenkinson do FSL.

b) Dé permissdo de escrita para 0 script no terminal por meio de chmod +x
Jec_plot.sh (pode ser necessario digitar, antes: “sudo bash” e digitar a senha de


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/mrm.21890/abstract
https://www.jiscmail.ac.uk/cgi-%20bin/webadmin?A2=fsl;e2a42b99.1101
https://www.jiscmail.ac.uk/cgi-%20bin/webadmin?A2=fsl;e2a42b99.1101

d)

f)

)

administrador).
Coloque o script dentro da pasta “$FSLDIR/bin/”, assim estara disponivel de
qualquer lugar, bastando chamar de dentro da pasta do sujeito, no terminal:

Jec_plot.sh

Para rodar este comando para um grupo de sujeitos, usaremos o script da Do
Tromp, disponivel no site: http://www.diffusion-imaging.com/2015/11/a-guide-to-
qguantifying-head-motion-in.html:

echo ~~~Export displacement, rotation and translation for each subject~~~

foriin Is *.ecclog’

do

prefix="echo $i | awk 'BEGIN{FS=".ecclog"}H{print $1}"

ec_plot.sh ${i}

mv ec_disp.txt ${prefix} ec_disp.txt

mv ec_disp.png ${prefix}_ec_disp.png

mv ec_rot.txt ${prefix} ec_rot.txt

mv ec_rot.png ${prefix}_ec_rot.png

mv ec_trans.txt ${prefix}_ec_trans.txt

mv ec_trans.png ${prefix}_ec_trans.png

done

Cole em um bloco de notas e salve com 0 nome de sua preferéncia, por ex.
“group_head_motion.sh”. Sera necessario dar permissao de escrita (passo 10a)
e sugerimos, também, colocar este script na basta “$FSLDIR/bin/”.

Junte todos os arquivos “.ecclogs” de cada sujeito, com seus respectivos nomes,
dentro de uma pasta Unica e chame no terminal, dentro desta pasta, pelo script
criado, por ex.:

Jgroup_head_motion.sh

A Do Tromp também disponibiliza cédigo que calcula a distancia euclidiana das

rotacoes de cabeca para todos os sujeitos:

Echo ~~~Extract absolute translation average (mm) and euclidian distance~~~
foriin’ls *_ec_trans.txt’;

do

prefix="echo $i | awk 'BEGIN{FS="_ec_trans"H{print $1}"

count="cat $i| wc |awk '{ print $1}"

#Translation for x

x_total="cat $i [tr -d - |awk '{s+=$1} END {print s}"

X_average="echo "scale=4; $x_total / $count" | bc

#Translation for y


http://www.diffusion-imaging.com/2015/11/a-guide-to-quantifying-head-motion-in.html
http://www.diffusion-imaging.com/2015/11/a-guide-to-quantifying-head-motion-in.html

y_total="cat $i tr -d - |awk '{s+=%$2} END {print s}"
y_average="echo "scale=4; $y_total / $count" | bc’
#Translation for z

z_total="cat $i |tr -d - |awk '{s+=$3} END {print s}"
z_average="echo "scale=4; $z_total / $count" | bc’
#euclidian distance

euclidian=$(echo "scale=4;sqrt(($x_average*$x_average)+($y_average*$y_average)+($z_average*$z_average))" | bc)

echo ${prefix}, ${x_average}, ${y_average}, ${z_average}, ${euclidian} >> movement_data.txt
echo ${prefix}, ${x_average}, ${y_average}, ${z_average}, ${euclidian}
done

h) Para roda-lo, basta seguir os mesmos passos (10d-e). Sera gerado um output
chamado “movement data.txt’. E interessante que estes dados sejam
comparados em nivel de grupo, de forma a identificar se ha alguma diferenca
significativa na movimentacdo de cabeca. Também é importante detectar se ha

algum sujeito outlier (Qque se movimentou muito mais do que a média).

11) Correcao TOP UP - Passo opcional

As etapas, aqui descritas, foram baseadas no user guide oficial do FSL

(http://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fslcourse/lectures/practicals/fdtl/index.html) e também nas

explicagdes mais detalhadas do site: https://Icni.uoregon.edu/kb-
articles/preprocessing-of-diffusion-data-with-multiple-phase-encoding-directions.

Esta correcao € altamente recomendada, porém opcional e, como pré-requisito, faz-
se necessaria a aquisicdo de 2 ou mais datasets (ou pelo menos de um volume b0
extra) em que os gradientes tenham polaridades invertidas (antero-posterior - AP e
postero-anterior-PA), de forma que distor¢cées induzidas por suscetibilidade sejam
melhor corrigidas. Obs.: Se for realizar esta etapa, desconsiderar 0 passo

anterior (etapa 8, Eddy Current Correction).

a) Extrair o bO de ambas as sequéncias (AP e PA):
fslroi AP_DTL.nii bO_AP 0 1
fslroi PA_DTIL.niib0_PAO 1

Obs.: Se tiver mais de um b0 por dataset, pode optar por extrair todos os bOs

e fazer um average, se quiser, com o comando fsimerge.


http://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fslcourse/lectures/practicals/fdt1/index.html
https://mailtrack.io/trace/link/6a10073c537ba55e5d0dbd69cd6e68d1963d603f?url=https%3A%2F%2Flcni.uoregon.edu%2Fkb-articles%2Fpreprocessing-of-diffusion-data-with-multiple-phase-encoding-directions&userId=48724&signature=35e1a56752279550
https://mailtrack.io/trace/link/6a10073c537ba55e5d0dbd69cd6e68d1963d603f?url=https%3A%2F%2Flcni.uoregon.edu%2Fkb-articles%2Fpreprocessing-of-diffusion-data-with-multiple-phase-encoding-directions&userId=48724&signature=35e1a56752279550

b) Juntar os BO da sequéncia AP e PA em um Unico arquivo:
fsimerge -t AP_PA b0 b0_AP.nii bO_PA.ni

Atencdo: No comando acima, o output vem na frente do nome dos arquivos

que se deseja fazer o “merge”.

c) Criar arquivo de texto chamado “acqparams.txt”:

1) As duas primeiras colunas dirdo se a aquisicao foi AP (0 -1) ou PA (0 1), a
terceira por padréo é sempre 0.

i) Para calculo da quarta coluna, usaremos a férmula abaixo. O valor da ultima
coluna (C4) é baseado no parametro de echo spacing (no caso desta
aquisicado, 0.57) e de EPI fator (128). Sempre consultar o protocolo de
aquisicao.

Ref.:https://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/topup/Fag#How do | know what pha

se-encode_vectors to_put _into_my --datain_text file.3F. Dica: a informacéao

do “echo spacing” geralmente esta na “Sequence” tab do scanner da
Siemens (as vezes referido como “dwell time”). Total da formula: 0.07296,

gue ira na ultima coluna.

Cy=1x 1{]_3SEFEP_J

Se. echo spacing (ms)
Fepi: the EPI factor.

Arquivo final “acgparams.txt” (basta salvar em um editor de texto

qualquer):
0-100.07296
0 100.07296

iii) Aplica o TOPUP propriamente dito e visualiza o “my_unwarped_images” que
sera gerado:


https://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/topup/Faq#How_do_I_know_what_phase-encode_vectors_to_put_into_my_--datain_text_file.3F
https://fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/topup/Faq#How_do_I_know_what_phase-encode_vectors_to_put_into_my_--datain_text_file.3F

topup --imain=AP_PA_Db0.nii --datain=acqparams --config=b02b0.cnf
--out=topup_AP_PA b0 --fout=my_field --iout=my_unwarped_images

Obs.: 0 argumento “—config” € sempre b02b0.cnf que € um arquivo padrao do

FSL e contém as configuracdes ideais pra este tipo de comando.

Iv) Agora, pode-se optar por um dos seguintes caminhos, a depender do tipo de
aquisicao:
(1) Usar o “my_unwarped_images” que foi gerado no passo anterior e seguir
as demais etapas do FDT.
(2) Fazer o applytopup para aplicar a correcdo do bO em toda a sequéncia de
DTI:

applytopup --imain=AP_DTI,PA _DTI --inindex=1,2 --datain=acqparams
--topup=topup_AP_PA b0 --out=my_hifi_images

Obs.: No “--inindex=1,2" o index 1 especifica que o0 primeiro arquivo
“‘AP_DTI” deve usar a primeira linha do arquivo “acqparams.txt” e assim
por diante. Esta segunda opc¢édo s6 ira funcionar se os arquivos “AP_DTI”
e “PA_DTI” possuirem as mesmas dimensdes (conferir com ferramenta
fslsize no terminal). Em nosso caso, como o “PA_DTI” sé tem um volume
(1 b0), teriamos que deixar o argumento —imain=AP_DTI, de forma a
aplicar a correcdo apenas nesta sequéncia. SO que, neste caso, €

necessario usar o argumento method=jac (exemplo abaixo):

applytopup --imain=AP_DTI --inindex=1 --datain=acqparams
--topup=topup_AP_PA b0 --method=jac --out=my_hifi_images

Em resumo: s6 usar o ApplyTOPUP se tiver duas sequéncias inteiras
com polaridades opostas. Vide discussao no
forum: https://www.jiscmail.ac.uk/cgi-

bin/webadmin?A2=ind1212&L =fsl&D=0&P=297009 e https://www.jiscmail.
ac.uk/cgi-bin/webadmin?A2=fsl;c9eal4c7.1306

(a) Para a correcdo EDDY:


https://mailtrack.io/trace/link/c838cde07cb1d2cbe258d8512c48ae1fcbeaeb29?url=https%3A%2F%2Fwww.jiscmail.ac.uk%2Fcgi-bin%2Fwebadmin%3FA2%3Dind1212%26L%3Dfsl%26D%3D0%26P%3D297009&userId=48724&signature=92f5712782be3e9e
https://mailtrack.io/trace/link/c838cde07cb1d2cbe258d8512c48ae1fcbeaeb29?url=https%3A%2F%2Fwww.jiscmail.ac.uk%2Fcgi-bin%2Fwebadmin%3FA2%3Dind1212%26L%3Dfsl%26D%3D0%26P%3D297009&userId=48724&signature=92f5712782be3e9e
https://mailtrack.io/trace/link/9a8c9c442ab1cb7f7e4074de7273fde47191622d?url=https%3A%2F%2Fwww.jiscmail.ac.uk%2Fcgi-bin%2Fwebadmin%3FA2%3Dfsl%3Bc9ea14c7.1306&userId=48724&signature=87452a83ce04c926
https://mailtrack.io/trace/link/9a8c9c442ab1cb7f7e4074de7273fde47191622d?url=https%3A%2F%2Fwww.jiscmail.ac.uk%2Fcgi-bin%2Fwebadmin%3FA2%3Dfsl%3Bc9ea14c7.1306&userId=48724&signature=87452a83ce04c926

1. Precisaremos de um bO de alta resolucdo (extrair do
my _hifi_images.nii.gz, output do ApplyTOPUP):

fslroi my_hifi_images.nii.gz hifi_nodif 0 1
2. Fazer extracdo da calota craniana (BET) no hifi_nodif:
bet hifi_nodif hifi_nodif_brain -m -f 0.2

3. Criar arquivo de texto “index.txt”, conforme N=fslsize (aqui, 69

dimensdes). Para facilitar, use o script:

for ((i=0; i<69; ++i));
do indx="$indx 1";
done

echo $indx > index.txt
4. Agora o EDDY propriamente dito:

eddy --imain=my_hifi_images.nii.gz --
mask=hifi_nodif_brain_mask --index=index.txt --acqp=acgparams
--bvecs=AP_bvecs --bvals=AP_bvals --fwhm=0 -
topup=topup_AP_PA b0 --fim=quadratic -

out=eddy_unwarped_images

Obs.: O output “eddy_unwarped_images” estara pronto para rodar
no DTIFIT.

12) Extracao da calota craniana com BET
a) Campo Input image: nodif_data.nii (dataset ja corrigido pra eddy current).
b) Campo Output image: sera gerado automaticamente um b0 sem calota com
final “_brain.nii”.
c) No campo em verde, na figura 4, recomendamos selecionar “Robust brain



d)

f)

9)

h)

center estimation”, ligeiramente mais demorada, mas que estima melhor a
porcao de calota.

Selecionar em Advanced Options a op¢ao “Output binary brain mask image”
para a criacdo do brain_mask.nii (mascara da calota craniana).

O default é o threshold de 0.5. Repita esta etapa com diferentes limiares para
avaliacdo. Recomenda-se fixar um threshold Unico para todos os sujeitos.
Sempre procuramos o melhor ajuste, mas ndo €& preciso se preocupar se a
imagem final ficar com um pequeno “halo” de calota craniana, pois este excesso
pode ser filtrado em etapas posteriores.

Selecionado a opc¢ao “Output brain surface overlaid onto original image”,
sera criada uma terceira imagem (volume BO original com méascara da calota
sobreposta) para conferéncia do ajuste do threshold no FSLVIEW.

Se preferir rodar todos o0s passos acima via terminal, o comando é:

bet brain.nii nodif_brain.nii -R -f 0.3 -g 0 -0 -m

Argumentos:

-m cria a mascara binéaria

-f threshold

-0 gera a superficie da calota sobreposta a imagem original.

-g gradiente vertical; default=0; valores positivos geram um outline do cérebro
maior na parte de baixo e menor em cima. Pode-se modificar.

-R método robusto
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Figura 4. Extracdo de calota craniana com BET




13) Estimativa dos tensores com DTIFIT

FDT - FMRIB's Diffusion Toolbox 3.0

DTIFIT Reconstruct diffusion tensors - |

I~ Specify input files manuall

Diffusion weighted data: |.fmntﬁ'|gfsrLianaJPDD?Ell.n Data.nii.gz _gl
EET hinary brain mask: |Imntmgf3fLiana.fPDU?D1Inodif_hrain_ma.sk gl
Output basename: imntihgfs/LianasPOO701 jdti ‘g[
Gradient directions: imntihgfsiLiana/PO0701 dovecs =
b values: imntigfs/Liana/PO0701 dovals =

<7 Advanced Options

-1 Weighted Least-Squares | Opcionais
Save Sum-squared Errorl]l recomendados

Go | Exit | Help |

Figura 5. Estimativa dos tensores no DTIFIT

a) Pode-se apenas selecionar a pasta (neste caso, 0s arquivos deverdo estar,
necessariamente, nomeados como na figura 5 para deteccdo automética) ou
especificar manualmente os arquivos.

b) Campo Diffusion weighted data: seus dados DTI apés correcdo Eddy Current.

c) Campo BET binary brain mask: méascara da calota craniana criada a partir do
volume b0 na etapa BET.

d) Campo Output basename: prefixo que se quiser dar para os tensores.

e) Campo Gradient directions: arquivo bvecs.

f) Campo b values: arquivo bvals.

f) Selecionar, obrigatoriamente, em Advanced options a opg&o “Save tensor”.

g) Recomenda-se aplicar a regressédo “Weighted Least-squares” no lugar do default
(regresséo linear), para uma melhor estimativa do tensor.

h) Também pode-se aplicar o “Save Sum-squared Error’, util para detectar
artefactos e erros na estimativa dos tensores.

i) Apertar Go.

j) Se quiser rodar direto no terminal: dtifit --data=data --out=dti --



mask=nodif_brain_mask --bvecs=bvecs -- bvals=bvals

k) Verifique os outputs gerados:

<basename>_V1 — 1° eigenvector/autovetor (direcdo de difusdo mais longa)

<basename>_V2 — 2° eigenvector

<basename>_V3 — 3° eigenvector

<basename>_L1 — 1° eigenvalue

<basename>_L2 — 2° eigenvalue

<basename>_L3 — 3° eigenvalue

<basename>_MD - mean diffusivity (difusividade média, MD)

<basename>_FA - fractional anisotropy (anisotropia fracionada, FA).

<basename>_MO — modo da anisotropia (“Trace” ou Difusividade Total, oblate ~ -1; isotropic ~ 0; prolate ~ 1)

<basename>_S0 - sinal de T2 sem difusao.

14) Visualizando o mapa FA - FSLVIEW

a)

b)

d)

Abrir o FSLVIEW no menu grafico do FSL ou chamar direto no terminal (digitar
fslview) e ir em File/Add, escolher dti_FA (mapa FA), para olharmos os valores
de FA em cada voxel.

Abrir, sobreposto, o arquivo dti_V1 (mapa com o primeiro eigenvector, ou seja, a
direcéo principal de cada voxel).

Uma vez selecionado o dti_V1, va no icone “i” (em azul, destacado na Figura 6)
e, na janela “Overlay Information Dialog” configure o Image type como Diffusion
tensor e Display as: Lines. Dé zoom e verifigue se as direcfes dos estao

biologicamente plausiveis.

Para ver os mesmos dados por meio da codificacdo de cores (vermelho:
esquerda-direita, azul: dorso-ventral e verde: antero-posterior), mude a opcéao
“Display as” para RGB e “Modulation” para dti_FA. Verifigue as cores. Dica:

olhe o corpo caloso e o trato corticoespinhal.
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Basic image information

Name: |data_V1

Filename: /afs/dbic.datmouth.edwusi/gazzaniga/meg/F L/DTl/data_V1
Voxels: 128 x 128 x 70
Dimensions: 1.873 x 1875 x 2 mm
Volumes: 3
Data type: Float (32 bpp)

Image type: v

Lookup table options

v a
DT display options
Display as: | RGB =
Modulation | data_FA | « |
Close

Figura 6. Checando o mapa de anisotropia
fracionada no FSLVIEW. Adaptado de pag. 12,
Darthmouth  College, DTl ANALYSIS GUIDE
(http://dbic.dartmouth.edu/dti/DTIGuide.pdf)

15) Conferindo a qualidade (Sanity Check):

a)

b)

Usamos fslmaths para chegar eigenvalues negativos que podem indicar
problemas no pré-processamento ou baixo signal-to-noise (SNR). Um halo de
valores altos (brilhoso) ao redor do cérebro é comum e ndo deve preocupar (é
sinal de problemas no registro). Porém, muitos valores negativos dentro da
regido cerebral sdo problematicos. Para conferir se ha valores negativos, digite
no terminal para cada autovalor (eigenvalue), aqui estamos fazendo para L3:
fsimaths dti_ L3 -thr 0 dti_L3 thresholded (deixa so valores acima de 0).
fsimaths dti_L3 thresholded -sub dti_ L3 dti_L3neg

Para checar se tem FA > 1 (implausivel):
fsimaths dti_FA -thr O -uthr 1 normFA (deixa so valores entre O e 1).
fslmaths dii_FA -sub normFA highlowFA

16) Estimando crossing fibers - BEDPOSTX

a)

Este € o comando mais simples, porém dos mais demorados (em média, 15
horas por sujeito). No menu do FDT no FSL, escolhemos a opgéao “BEDPOSTX”
e selecionamos a pasta individual onde estédo os arquivos de DTI ja processados
(requer arquivo data, nodif_brain_mask — BET e bvecs). Aperte Go.


http://dbic.dartmouth.edu/dti/DTIGuide.pdf

b) O ouput sera uma pasta chamada “DTl.bedpost”.

& FDT - FMRIB's Diffusion Toolbo: - o0 =

BEDFOSTH Estimation of diffusion parameters — |

Input directory; [fmnthgfaiLliana’POOT01 J

[ Achvanced Dptions

Go | Exit Help |

Figura 7. BEDPOSTX

c) Esta etapa € necesséria para rodar o PROBTRACKX, pois calcula o numero de

fibras de passagem (crossing fibers) por voxel, usando estimativa bayesiana.

17) Registro do DTlem T1
a) As imagens de DTI precisam ser registradas em uma imagem estrutural de alta
resolucdo (T1) e a um template (standard space). Este registro requer que a

imagem T1 tenha passado pela etapa de BET para retirar a calota craniana (vide
passo 12).

b) No FDT, va ao menu Registration (Figura 8).
c) No campo Main structural image: arquivo T1_sujeito_brain.nii.

d) Na&o precisa alterar nada no campo Standard Space.



©» FDT - FMRIB's Diffusion Toolbox 3.0 - o0 x

Registration — |

BEDPOSTX directary: /mnthgfs/Liana/PO0701 J

Main structural imace
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1 Mon-betted structural {for nonlinear reg)

Standard space
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Figura 8. Etapa de registro da imagem de difusdo na estrutural e
sua normalizagéo

18) Tractografia probabilistica com PROBTRACKX
a) No menu do FDT, selecione PROBTRACX (Figura 9).

b) Selecione o diretério criado na etapa BEDPOSTX (.bedpostX).

c)

d)

f)
9)

h)

A configuracdo dependera do trato de interesse. Aqui, queremos como ROI o
trato corticoespinhal. Todas as mascaras aqui utilizadas foram obtidas por meio
do FSLVIEW (veja tutorial do Andrew Jahn: https://youtu.be/flu4tUjRfUE).
Campo Seed Space: opc¢ao Single mask.

Selecione “Seed space is not diffusion”.

Campo Seed Image/Surface: mascara do trato corticoespinhal

Campo Optional targets: como exclusion mask usamos a mascara do corpo
caloso (para que o trato gerado seja ipsilateral).

Campo Output directory: pode deixar o mesmo diretério ou criar um novo.



FDT - FMRIB's Diffusion Toolbox 3.0
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Figura 9. Etapa PROBTRACKX. A direita, exemplo de tractografia do trato corticoespinhal

19) Tract Based Spatial Statistics — TBSS
a) Trata-se de uma analise voxel-based de comparagdo entre grupos. A sua
vantagem é de minimizar o problema de alinhamento causado pelo corregistro
entre sujeitos, ao optar por comparacbes do centro de tratos (via

esqueletonizacao). Veja, abaixo, resumo de cada etapa de seu processamento:



Voxel-based

A n é | | se T B SS Tract-based spatial statistics

Apesar do nome (tract-base), € um tipo de processamento VBA (Voxel-based analysis)

FSL TBSS Pipeline Steps Pré-processamento
Input native- Erosion (reduce CO'NOTJ:K:;‘ of Upsampling and Skeletonization (i:ulwml‘;
space FA > eddy current sub:a?,lts 1 ik » registration to » Masking of Voxels > ~ gslahz:cax
images artifacts) representative standard space Masencs Mace
LY
e 5 -
\/ A - RANDOMISE
thss_1_preproc *.* thss_2_reg (-n) tbss_4_prestats “threshold”

Fonte: Adaptado de Schwarz CG, Reid RI, Gunter JL, Senjem ML, Przybelski AS, Zuk SM,
et al. Improved DTI registration allows voxel-based analysis that outperforms Tract-Based
Spatial Statistics. Neurolmage. 2014;94:65-78. Fig. 1.Steps of original FSL TBSS Pipeline,
with example images; Fig. 4.Flowchart of steps in synthetic sensitivity analysis, where
control subjects are compared to copies of themselves with FA synthetically reduced in a set
of chosen ROIs, in order toquantify how well each method is able to detect these known

change locations.
Figura 10. Passo-a-passo do TBSS

ii)

Construa uma pasta com os mapas de FA de todos os sujeitos do estudo
(pacientes e controles) e inicie o processamento do TBSS, no terminal, com
tbss_1 preproc *.*

Visualize o arquivo gerado “index.html” e faga uma checagem de controle de
qualidade e, se necessario, exclua sujeitos e repita.

Decida se ira registrar os sujeitos em um template padrdo (como o MNI, -T,
tempo: 15xn), fazer o registro sujeito-a-sujeito (-n, bem demorado: 5xnxn) ou
usando um template de sua escolha (-t). Digite:

tbss_2 reg argumento (-n,-T,-t)

Proxima etapa dependera de como foi feito o registro (-T para MNI ou -S
para individuos do estudo): tbss_3 postreg (-S ou -T)

Escolha o threshold de FA (padrdo € 0.2): tbss_4 prestats 0.2 (ideal é testar
diferentes limiares e visualizar o esqueleto médio: fslview all_FA -b 0,0.8
mean_FA_skeleton -b 0.2,0.8 -| Green).

vi) RANDOMISE: etapa de teste de permutacdo para comparagcao entre grupos.

Pode-se configurar de diversas maneiras. Aqui, adotamos a corre¢ao para
multiplas comparacgdes (p-corrigido) e a op¢cdo TFCE (Threshold-free cluster

enchancement) que, ao considerar clusters, aumenta o poder de detecgéo de



diferengas. Para rodar o teste estatistico, necessitamos criar um design do
nosso modelo.
(1) Criando GLM design:

(a) Entra no GLM SETUP dentro do menu MISC do FSL, muda opcéo pra
Higher Level design e coloca quantidade de sujeitos no inputs.

(b) Clica em Wizard e escolhe two groups, unpaired. Insere quantidade
de controles e clica em process.

(c) Insira as variaveis de interesse ou de controle (por ex.: idade, sexo...).
Dica: para importar, copie os dados de uma tabela e, na janela de
importacao, aperte botdo do meio do mouse para colar.

(d) Escolhe os contrastes, lembrando que group A é controle e Group B é
paciente. Escolha s6 dois 2 contrastes.

(e) Salvar o design dentro da pasta stats, gerando arquivos design.mat e

design.con.

(2) Rodando o Randomise:
randomise -i all_FA_skeletonised -0 tbss -m mean_FA_skeleton_mask -
d design.mat -t design.con -n 500 -T2
Obs.: O “~T2” especifica que sera adotado o TFCE.

20) TBSS para nao_FA

a) Copie arquivos FA, L1, L2, L3 e MD para pastas distintas, dentro de cada pasta
de sujeito.

b) Esta separacdo cuidadosa € necessaria porque todos os arquivos “nao_FA”
precisardo ser renomeados para “sujeito_dti_FA.nii.gz". Aqui, utilizamos script
proprio chamado “Rename.sh” para auxiliar a renomear. Uso: .rename.sh
"from" "to" "*.gz"

i) Em particular, pro RD, faz-se necessario calcular a média (L2+L3/2) via
fsimaths. Para tal, usamos script préprio (./average_images.sh).

c) Agora, basta rodar o comando tbss_non_FA no terminal.

21) Visualizando resultados:
a) Lembre-se que os valores-p corrigidos para multipla comparacédo terdo final
“corrp” e que 0 FSLVIEW apresenta como 1-P (significativo se maior que 0.95).



O comando abaixo ira abrir um standard (MNI152_T1) e apresentar 0 contraste
(controle > paciente, tstat2 em verde e paciente>controle, tstatl, em azul). Digite

no terminal:
fslview $FSLDIR/data/standard/MNI152_T1 1mm mean_FA_skeleton -
Green -b 0.2,0.7 tbss_tfce corrp_tstat2 -l Red-Yellow -b 0.95,1

tbss_tfce_corrp_tstatl -l Blue-Lightblue -b 0.95,1
b) Para destacar resultados significativos, podemos usar o seguinte comando para
gerar uma nova imagem com diferengas “mais grossas” (preenchidas):
tbss_fill tbss_tfce_corrp_tstatl 0.94 mean_FA_skeleton
tbss_tfce_corrp_tstatl filled
c) Para pedir informacéo de coordenada dos clusters significativos:
cluster -i tbss_tfce corrp_tstatl -t 0.95 --mm >
cluster_tfce_tstatl 95.output
d) Para pedir informacdo da regido anatébmica (label) dos voxels significativos,
podemos usar o comando atlasquery, definindo o atlas de interesse, tal como
os exemplos abaixo. Resultado serd mostrado diretamente no terminal.
atlasquery -a "MNI Structural Atlas" -m "bss_tfce_corrp_tstatl"
atlasquery -a "JHU ICBM-DTI-81 White-Matter Labels" -m
"tbss_tfce corrp_tstatl"
atlasquery -a "JHU White-Matter  Tractography  Atlas" -m

"tbss_tfce_corrp_tstatl"

22) Tractografia

O AutoPtx é uma ferramenta que permite executar a tractografia
probabilistica do FSL (Probtrackx) no espaco sujeito-nativo com scripts faceis de usar e
protocolos (mascaras seed, target, stop e de exclusdo) pré-definidos para uma

variedade de tratos.

O AutoPtx requer uma versao funcional do FSL e foi testado no
Linux e Mac. Os protocolos (ou seja, seed, target, exclusion e stop masks) séo
definidos com a robustez em mente e foram mostrados para trabalhar com uma ampla
gama de qualidades de dados. O AutoPtx tem sido utilizado com sucesso em coortes

de base populacional (por exemplo, Rotterdam Scan Study, UK Biobank Imaging



Study).

23) Passo-a-passo prarodar o AutoPTX:

Dentro da pasta AutoPtx, existe na subpasta “protocols” um protocolo de reconstrugao
para os seguintes tratos:

1) Dentro da pasta AutoPtx (onde estdo os scripts originais), colocar cada sujeito em
pasta prépria contendo 0s seguintes arquivos (nomeados exatamente assim):
data.nii.gz, bvec e bval

2) No terminal, dentro da pasta AutoPtx, dar permissdo para cada script com o
comando chmod +x ./nomedoscript.sh

3) Ainda no terminal, dentro da pasta AutoPtx, chamar o primeiro script (irA rodar o
DTIFIT e BedpostX) com o comando:
JautoPtx_1 preproc */data.nii.gz

4) Em seguida, chamar o segundo script (responsavel por rodar o probtrack) com o
comando:
JautoPtx_2_launchTractography *.*

5) Confira se todos os tratos foram corretamente gerados para cada sujeito. Obs.: é
possivel editar antecipadamente a lista de tratos de interesse no arquivo “StructurelList”.
O numero de tratos impacta diretamente no tempo de processamento.

6) De volta ao terminal, rodar ./autoPtx_prepareForDisplay_other_metrics (script
adaptado do original "autoPtx_prepareForDisplay" para incluir as outras métricas além
de FA). Este script exige que vocé informe o threshold (por padrdo 0.05) para "afinar"
os tratos (que serdo salvos numa nova pasta criada automaticamente e chamada de
visualise) e faz o upsampling de todas as métricas (coloca-as na pasta Measurements)

6) No terminal, dentro da pasta Measurements, criar os arquivos RD, com o script
proprio ./average_images.sh (conceder permisséo, se precisar, via chmod)

7) Criar nova pasta, manualmente, dentro da AutoPTx (raiz), aqui dei nome de
"Tratos_normalizados" e colar nesta as pastas que estdo dentro da "visualise", ou seja,
os tratos gerados e ja thresholded. Colar também os scripts proprios (after_autoPtx e
normalize_tracts) e arquivo chamado list (que contém o nome de todos os tratos
criados, em ordem)

8) Precisa agora mover os dados da pasta Measurements (mapas upersampled, mas
gue ainda estdo no espago do sujeito) para as respectivas pastas dos sujeitos de
"Tratos_normalizados”. Para isso, dentro da pasta Measurements, no terminal, rodar o
script ./move_natives.sh

9) Dentro da pasta "Tratos_normalizados", rodar primeiro o ./after_autoPTX_FA que ir4
fazer o registro do mapa FA no MNI, criando o FA2STD.nii e 0 nonlinear transf (o



mesmo usado para registrar demais mapas). Ao concluir, rodar os demais
Jafter_autoPTX_AD,MD,RD

10) Por fim, rode o ./normaliza_tratos que ira registrar os tratos no espaco MNI de cada
sujeito e gerar um arquivo txt com valores pra todas as métricas.

/LA UNC
L

A
MCP cea M-

Figura 11. Tratos com protocolos pré-definidos para reconstrugéo via tractografia
pela ferramenta AUTOPTX.

Tratos do tronco encefalico:

Pedunculo cerebelar médio (MCP, middle cerebellar peduncle)
Lemnisco medial (ML, medial lemniscus)

Fibras de projecéo

Trato corticoespinhal (CST, corticospinal tract)

Radiacao acustica (AR, acoustic radiation) X

Radiacao talamica anterior (ATR, anterior thalamic radiation)
Radiacao talamica superior (STR, superior thalamic radiation)
Radiacao talamica posterior (PTR, posterior thalamic radiation)
Fibras de associacéo

Fasciculo longitudinal superior (SLF, superior longitudinal fasciculus)

Fasciculo longitudinal inferior (ILF, inferior longitudinal fasciculos)



Fasciculo fronto-occipital inferior (IFO, inferior fronto-occipital fasciculus)
Fasciculo uncinado (UNC, uncinate fasciculus)

Fibras do sistema limbico

Giro cingulado (parte do giro do cingulo) (CGC, cingulate gyrus part of cingulum)
Parte parahipocampal do cingulo (CGH, parahippocampal part of cingulum)
Fibras do corpo caloso

Forceps maior (FMA, forceps major)

Forceps menor (FMI, férceps minor)

24) Script  adaptado para extracdo das métricas complementares

“.JautoPtx_prepareForDisplay_other_metrics”

Usage () {
cat << EOF

Usage: autoPtx prepareForDisplay <threshold>

For all subjects, generates binary masks for each structure, and
prepares a call to display the tracts in FSLView.

<threshold> is used to binarise the normalised tract density
images. As a
first test try e.g. 0.005.

EOF
exit 1

}
[ ll$l" — un ] §6& Usage
thresh=$1

# init

prewd=S$PWD
execPath="dirname $0°
cd $SexecPath
execPath=$PWD

cd Sprewd

tractSrc=tracts

data=preproc
structures=$execPath/structurelist
subjects=preproc/subjectList

# function based on fsledithd script
setIntentCode () {
tmpbase="S${FSLDIR}/bin/tmpnam" ;



tmpbase2="${FSLDIR}/bin/tmpnam" ;

# generate the xml-style header with fslhd

${FSLDIR}/bin/fslhd -x $1 | grep -v '/>' | grep -v 'intent code' |
grep -v ' filename' | grep -v '["t] name' | grep -v 'nvox' | grep -v
'to ijk' | grep -v 'form .*orientation' | grep -v 'gto ' > S{tmpbase}

# exit if the above didn't generate a decent file

if [ “cat ${tmpbase} | wc -1 -le 1 ] ; then

echo "==ERROR== Header not recognized. Exiting..."

exit 0;

fi

# append intent code to header

echo " intent code = '"$2"' " >> S{tmpbase}
# close the xml-style part

echo "/>" >> ${tmpbase}

cat S${tmpbase} | grep -v '~[ 1*#' | grep -v '"~[  1*$!
S{tmpbase?2}
S{FSLDIR}/bin/fslcreatehd ${tmpbase2} $1

\rm -f S${tmpbase} S${tmpbase2}

echo "#!/bin/bash" > S$command
chmod +x S$command
while read sub; do

mkdir -p measurements/S$sub

for im in MD L1 L2 L3; do

SFSLDIR/bin/applywarp --in=preproc/$sub/dti ${im} --

out=measurements/$sub/dti ${im} --ref=preproc/$sub/refvol --
premat=$SFSLDIR/etc/flirtsch/ident.mat

>

SFSLDIR/bin/fslmaths preproc/$sub/dti ${im} -mul 1000 -range

preproc/S$sub/dti ${im}
done

done < preproc/subjectList



Apéndice 3. Tabela suplementar 1 - Valores médios de anisotropia fracionada, difusividade axial, difusividade média e difusividade
radial extraidos de todas as regifes de interesse em individuos com SPli,: em comparagcdo com 0s controles

CONTROLES SPliot Variaggo .~ valorp  Dde
Média + DP Média + DP percentual P corrigido Cohen
FA
Pedtnculo cerebral 0,601 0,017 0,600 0,023 017% 070  >100  -005
ggs'r?e"’:ifr‘d'ada 0432 0,025 0,422 0,020 222% 0,03 018  -042
Ej‘s‘i'ear‘fgf talamica 0,519 0,024 0,516 0,025 050% 074  >1,00  -011
Ejsgrri‘g:"o cerebelar 0,512 0022 0511 0,024 033% 009 054  -007
2%%‘;(;‘0“'0 cerebelar 0,454 0,013 0,453 0,014 027% 073  >1.00  -0,09
ﬁ?;’rﬁ‘g‘f“"’ cerebelar 0,448 0,023 0,444 0,022 -089% 020  >1,00  -0,17
AD (m?/s)
Pedunculo cerebral 1,50E-03 4,29E-05 1,51E-03 5,51E-05 0,79% 0,60 >1,00 0,24
ggsrfe‘iig’;d'ada 119E-03  310E-05 118E-03 3,61E-05  -120% 0,08 048  -042
Sggfr‘ff talamica 133E-03  455E-05 131E-03 465605  -156% 050  >100  -044
Efggr?gr“'o cerebelar 1,80E-03 8,98E-05 1,86E-03 9,02E-05 2,82% 0,11 0,66 0,58
Z%%‘i’gc“'o cerebelar 1,25E-03 3,83E-05 1,26E-03  4,73E-05 1,01% 0,14 0,84 0,30
iFr’] ‘f*gr‘fgf“'o cerebelar 121E-03  2.85E-05 122E-03 422E-05  0.68% 088  >100 023
MD (m2/s)
Pednculo cerebral 851E-04  224E-05 858E-04 346E-05  0,82% 070  >100 024
Coroa radiada 799E-04  271E-05 7.95E-04 328E-05  -050% 0,03 018  -0,13

posterior

continua...



...continuacao

Radiacfo talamica 810E-04  3.34E-05 8,01E-04 307E-05  -115% 074  >1,00  -0.29

posterior

Efggr?gr“'o cerebelar 1,15€-03  6,76E-05 1,19E-03 808E-05  342% 009 054 054
zeé%‘?gcu'o cerebelar 8,24E-04  3,00E-05 834E-04  3,09E-05 1,11% 0,73 >1,00 0,30
Pedunaulo cerebelar 7.04E-04  208E-05 804E-04 363E-05  123% 020  >1,00 033

RD (m%/s)

Pednculo cerebral 527E-04  231E-05 531E-04 347E-05  089% 054  >1,00 0,16
ggsrfgig’;diada 6,02E-04  338E-05 6,03E-04 349E-05  0,19% 065  >1,00 0,03
Ej‘sdtié"r‘i?j‘f’ talamica 550E-04  3,43E-05 547E-04  3,32E-05  -0,62% 0,87  >1,00  -0,10
Ejggr?gf'o cerebelar 8,17E-04  620E-05 851E-04 803E-05  4,06% 0,03 018 048
pedunaulo cerebelar 6,14E-04  28lE-05 621E-04 264E-05  123% 021  >1,00 028
Pedunaulo cerebelar 585E-04  2,64E-05 506E-04 390E-05  1.82% 020  >1,00 033

GLM foi usado para comparar as médias de FA, AD, MD e RD entre os grupos, com idade e sexo como covariaveis de controle.
Valor-p refere-se ao teste bicaudal. Os valores percentuais de variacdo estdo em relacdo aos sujeitos com SPl em comparagéo
aos controles. SPI: sindrome das pernas inquietas / Doenca de Willis-Ekbom; GLM: modelo linear geral; DP: desvio-padrdo; FA:
anisotropia fracionada; AD: difusividade axial; MD: difusividade média; RD: difusividade radial; ROI: regido de interesse; SPly:
grupo composto por todos os portadores de SPI, independentemente da gravidade dos sintomas.



Apéndice 4. Tabela suplementar 2 - Valores médios de anisotropia fracionada, difusividade axial, difusividade média e difusividade
radial extraidos de todos os Tratos de Interesse no grupo de portadores de SPl,; em comparacdo com 0s controles

Média + DP Média + DP P (%) P corrigido Cohen
FA
Trato corticoespinhal 0,497 0,016 0,503 0,026 1,09 0,71 >1,00 0,26
Radiacdo talamica 0,441 0019 0440 0019 20,40 0,86 >1,00 -0,09
posterior
AD(m?/s)
Trato corticoespinhal 1,21E-03 3,09E-05 1,21E-03 3,01E-05 -0,25 0,22 0,44 -0,10
Radiacdo talamica 1,26E-03 4,66E-05 1,25E-03 4,39E-05 -0,88 0,78 >1,00 -0,24
posterior
MD(m?/s)
Trato corticoespinhal 7,59E-04 2,25E-05 7,51E-04 2,86E-05 -1,07 0,26 0,52 -0,31
Radiacdo talamica 8.30E-04 323E-05 824E-04 291E-05 073 0,55 >1,00 -0.20
pOStEI’IOI’
RD(m?/s)
Trato corticoespinhal 5,35E-04 2,45E-05 5,24E-04 3,43E-05 -2,01 0,22 0,44 -0,35
Radiacéo talamica 6,16E-04 3,03E-05 6,12E-04 2,89E-05 -0,58 0,78 >1.00 0,12

posterior
GLM foi usado para comparar as médias de FA, AD, MD e RD entre os grupos, com idade e sexo como covariaveis de
controle; Valor-p refere-se ao teste bicaudal. Os valores percentuais de variacdo estdo em relacdo aos sujeitos com SPI
em comparacao aos controles.; SPI: sindrome das pernas inquietas / Doenca de Willis-Ekbom; GLM: modelo linear geral;
DP: desvio-padrao; FA: anisotropia fracionada; AD: difusividade axial; MD: difusividade média; RD: difusividade radial;
ROI: regido de interesse; SPly: grupo composto por todos os portadores de SPI, independentemente da gravidade dos
sintomas.




