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Resumo: O acido gama-aminobutirico (GABA) € o
principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso
central, e tem sido bastante estudado recentemente em
experimentos de espectroscopia por ressonancia
magnética (MRS). J& se sabe que a concentracdo de
GABA no cortex visual € inversamente correlacionada
com a magnitude do sinal BOLD durante um estimulo
visual. Por outro lado, muitos trabalhos tém
demonstrado uma dependéncia entre o sinal BOLD e a
frequéncia de oscilagdo do estimulo visual, com um
pico da amplitude do BOLD em 8 Hz. Neste trabalho
realizou-se um experimento de MRS funcional (fMRS),
o qual avalia a variacdo da concentracdo de GABA no
cértex visual de voluntarios sujeitos a estimulos visuais
de 4 Hz, 8 Hz e 16 Hz. Dois métodos de analise destes
espectros foram comparados: LCModel e Gannet.
Encontrou-se que apenas 4 dos 10 voluntarios
apresentaram o mesmo padrdo de variacdo de GABA
nos dois métodos. Os voluntarios restantes apresentaram
padrdes exatamente opostos nos dois métodos. Isso
provavelmente se deveu a baixa sensibilidade da técnica
de fMRS, e, por se tratar de um uma comparacao inicial
entre os dois métodos, mais estudos serdo realizados
para uma melhor compreenséo do problema e validacéo
dos métodos.
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Abstract: Gamma-aminobutyric acid (GABA) is the
chief inhibitory neurotransmitter of the central nervous
system, and it has been extensively studied in recent
magnetic resonance spectroscopy (MRS) experiments. It
has been shown that resting GABA concentration in the
visual cortex is inversely correlated with the BOLD
magnitude response to a visual stimulus. On the other
hand, several works have demonstrated a dependency
between the BOLD signal and the flickering frequency
of visual stimuli, with the BOLD response peaking at 8
Hz. In the present work, a functional MRS (fMRS)
experiment was performed to evaluate GABA
concentrations in the visual cortex of individuals
subjected to visual stimuli flickering at 4 Hz, 8 Hz and
16 Hz. Two methods of analysis of these spectra were
compared: LCModel and Gannet. It was found that only
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4 of the 10 subjects showed the same pattern of GABA
variation in the two methods. The remaining volunteers
had exactly opposite patterns in the two methods. This
was probably due to the low sensitivity of the fMRS
technique, and, since it is the first comparison between
the two methods, more studies will be conducted to
better understand the problem and validate the methods.
Keywords: GABA, MEGA-PRESS, fMRS, LCModel,
Gannet.

Introducéo

O GABA ou acido gama-aminobutirico é o principal
neurotransmissor inibitério do sistema nervoso central,
e, portanto, de grande interesse da comunidade
cientifica. Sua concentragdo no cérebro humano é de
aproximadamente 1 mM, ou seja, 40000 vezes menos
concentrado que a &gua. Varios trabalhos usando MRS
tém sido realizados com o objetivo de melhor entender
o papel deste metabdlito no sistema nervoso central. Por
exemplo, num trabalho realizado em 2007 por Northoff
e colegas, explorou-se a relagdo entre a concentragdo de
GABA ¢ a rede de modo padrdo (ou default mode
network, DMN), e verificou-se que esta concentragdo
possuia correlagdo com a quantidade de respostas
BOLD negativas no cértex cingulado anterior (regido
que faz parte dessa rede). Estes autores concluiram que
as respostas BOLD negativas da DMN durante emocdes
sdo mediadas por GABA [1,2]. Ja no trabalho de
Muthukumaraswamy e colegas, de 2009, verificou-se
que a concentracdo (de repouso) de GABA no cortex
visual de um dado individuo possui uma correlacdo
positiva com a resposta da frequéncia gama do
eletroencefalograma (EEG) e uma correlagdo negativa
com a magnitude da resposta BOLD, quando o
individuo é submetido a um estimulo visual [3]. Mais
ainda, verificou-se que o desempenho do individuo na
discriminacéo da orientagdo do estimulo visual poderia
ser predito pela concentragdo (de repouso) de GABA, ja
que a seletividade de orientacdo neuronal requer
cooperacdo da rede cortico-cortical e depende da
presenca de inibicdo gabaérgica [4]. Outro trabalho, de
2010, mostrou que a concentracdo de GABA na érea
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motora suplementar (SMA) estd relacionada com a
capacidade de resposta dos mecanismos motores
subconscientes [5]. Ainda em 2010, Sumner e colegas
mostraram uma relacdo direta da concentracdo de
GABA no lobo frontal (numa regido relacionada ao
movimento dos olhos) com a velocidade da resposta
motora (direcionamento do olhar para um dado estimulo)
[6]. No trabalho de Evans e colegas, verificou-se a
estabilidade da concentracdo de GABA ao longo do dia
[7]. Todos estes trabalhos usaram experimentos de MRS
“estaticos” para medir GABA. Foi encontrado um Unico
trabalho envolvendo um experimento dindmico (de
fMRS) na literatura, realizado por Floyer-Lea e colegas
em 2006, no qual foram adquiridos espectros de MRS
da area motora correspondente a0 movimento da mao
direita, durante uma tarefa de aprendizagem de
movimento [8]. Nesse trabalho, os autores verificaram
um decréscimo de aproximadamente 20% na
concentragdo de GABA, relacionado a aprendizagem do
movimento, sendo que individuos que mexeram a mao
de forma randémica ndo apresentaram essa reducao [8].
Embora estes trabalhos deem um exemplo das pesquisas
mais recentes relacionadas ao GABA, ainda ha vérias
linhas de investigacdo sobre este metabolito que podem
ser exploradas. Por exemplo, ndo foi encontrado
nenhum trabalho na literatura relacionado ao estudo da
variagdo de GABA relativa a um estimulo sensorial.

Como mencionado, a concentracdo de GABA no
cortex visual € inversamente correlacionada com a
magnitude do sinal BOLD durante um estimulo visual
[3]. Por outro lado, muitos trabalhos tém demonstrado
uma dependéncia entre o sinal BOLD e a frequéncia de
oscilagdo do estimulo visual, com um pico da amplitude
do BOLD em 8 Hz [9].

O objetivo principal deste trabalho foi comparar
duas ferramentas de andlise da variacdo de GABA
durante estimulacdo visual (piscando a 4, 8 e 16 Hz),
realizada em individuos normais, através da andlise de
espectros de fMRS que foram obtidos com a sequéncia
MEGA-PRESS. Em MRS em que se usa o nucleo do
hidrogénio *H (*H-MRS), ha grande sobreposicdo de
dados no eixo de desvio quimico, e o espectro de GABA
se sobrepde a espectros de varios outros compostos,
como na Figura 1. A fim de resolver essa questdo, e
retirar contribuicbes de diferentes metabdlitos, usa-se o
método de edicdo espectral por meio da sequéncia
MEGA-PRESS [10]. Esta sequéncia permite separar a
contribuigdo ao espectro de um dado metabdlito através
da aquisicdo de dois espectros consecutivos com
diferentes pardmetros, de modo que, ao serem
combinados, resultam em um espectro contendo o pico
“editado” do metabolito de interesse (neste caso, o
GABA).

As duas ferramentas de analise da variacdo de
GABA comparadas neste trabalho foram: o software
LCModel [11], que é um dos métodos mais utilizados
pela comunidade cientifica da area para a andlise de
espectros de H-MRS in vivo, e o software Gannet [12],
composto por uma série de scripts em Matlab
desenvolvidos especificamente para a quantificacdo de
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GABA. A hipétese era que esperava-se encontrar um
decréscimo de GABA para o estimulo de 8 Hz quando
comparado com os outros dois estimulos.

60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 0.5ppm
Figura 1: Espectro cerebral de Hidrogénio. Adaptada de
[13].

Materiais e métodos

Paradigma de coleta dos dados — O paradigma
usado consistiu na aplicagdo de um estimulo visual
(padréo xadrez radial da Figura 2) piscando a 4 Hz, 8
Hz e 16 Hz, distribuido em 7 blocos (cada um com 4min
e 15 espectros): repouso — 4 Hz — repouso — 8 Hz —
repouso — 16 Hz — repouso.

Figura 2: Estimulo visual usado.

Dezesseis individuos sadios (com idade média de 26
+ 8 anos, 13 homens) participaram; todos assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido (o trabalho
foi aprovado pelo Comité de Etica da UNICAMP,
nimero CAAE 24019613.7.0000.5404). Os dados
foram coletados com um scanner de 3 T da Philips
usando a sequéncia de pulsos MEGA-PRESS de edi¢do
espectral, com um pulso de selecdo no pico de GABA
em 1,9 ppm, o qual resulta em um espectro “editado”
(sem sobreposicdo) no pico de GABA em 3ppm.

Protocolo para fMRS — O protocolo de aquisicdo
utilizado nos experimentos de fMRS consistiu de:

e Aquisicdo de imagens anatdbmicas ponderadas em
T2 nos planos axial, coronal e sagital, para servir de
referéncia para o posicionamento do voxel de MRS;

e Aguisi¢do rdpida de fMRI utilizando o mesmo
estimulo visual que para fMRS, para localizacdo da
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area ativada — estas imagens sdo sobrepostas as
imagens anatdmicas, e o voxel é posicionado le-
vando em conta a informacéo anatdmica e funcio-
nal;

e Aquisicdo de fMRS.

Para a aquisicdo de fMRS foi usada a sequéncia
MEGA-PRESS, com tempo de repeticdo (TR) de 2 s,
tempo ao eco (TE) de 68 ms, largura de banda de 2 kHz,
2048 pontos, média de 8 espectros, e voxel de tamanho
3x3x3 cm?® posicionado no centro do cdrtex occipital,
sobre a fissura calcarina.

Pré-processamento — O pré-processamento dos
dados foi feito com scripts do Matlab, responsaveis por
fazer a correcdo de frequéncia (alinhamento) dos
espectros, além de calcular as médias para cada um dos
blocos correspondentes. De acordo com as
caracteristicas de cada um dos softwares a serem
comparados, o pre-processamento foi utilizado apenas
com o LCModel.

LCModel — O LCModel (Linear Combination of
Model spectra) € um software cujo objetivo é ajustar
uma funcdo modelo aos dados, que consiste, ndo de uma
soma de ressonancias isoladas, mas de uma combinacéo
linear de espectros completos dos metabdlitos de
interesse [11]. Isso é feito de forma totalmente
independente do usuario. A ideia por tras desse método
é que cada metabdlito é geralmente responsavel por
multiplas ressonéncias no espectro, e funcbes que
modelam cada metabdlito como um todo estariam mais
préximas do sinal medido do que a modelagem de
ressonancias avulsas. Para isso, o software usa uma base
de espectros de metabdlitos, simuladas ou adquiridas in
vitro, e obtidas sob as mesmas condic¢des do espectro a
ser analisado (mesma sequéncia de pulsos e mesma
intensidade do campo magnético). Além disso, € um
método totalmente automatico (somente requer o FID in
vivo e o sinal da agua sem suprimir), evitando erros
provenientes da subjetividade introduzida pelo usuario,
maximizando a reprodutibilidade e comparacdo de
resultados. Também permite estimar as concentracdes
de metabdlitos presentes em baixas quantidades com
alta precisdo, 0 que o torna destaque na comunidade
cientifica.

Gannet — O Gannet (GABA-MRS Analysis Tool) é
feito de forma especifica para a quantificacdo de
espectros de MRS editados de GABA [12].
Diferentemente do LCModel, este método de
quantificacdo é feito por meio de scripts de Matlab, de
forma a permitir a interacéo do usuério. Gannet consiste
em dois médulos principais: GannetLoad, o qual usa 0s
dados diretamente do scanner (dominio de tempo) e
processa estes para 0 dominio de frequéncia. Ja o
GannetFit usa técnicas de ajuste ndo lineares para
integrar a area do pico de GABA, em 3ppm, e assim
estimar a concentracdo deste.
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Resultados

Com os dados obtidos através da quantificacdo dos
dois métodos, pode-se observar as semelhancas e
diferencas entre as variacGes de GABA.

Para se realizar as analises dividiu-se, para cada
voluntério, os 7 blocos em trés trios: trio 1 (repouso-4
Hz-repouso), trio 2 (repouso-8 Hz-repouso) e trio 3
(repouso-16 Hz-repouso), de modo a conseguir observar
as variagbes de GABA, antes do estimulo, durante e
depois, mas sem comparar com as varia¢des dos outros
blocos de estimulo. Como a hipétese inicial se refere ao
bloco cujo estimulo era de 8 Hz, o foco foi no trio 2.

Dos 16 voluntarios iniciais, 3 ndo foram possiveis de
quantificar com o LCModel, devido a baixa qualidade
espectral, enquanto com o Gannet 4 foram descartados
devido a problemas de compilacdo. Um individuo nédo
teve seus dados quantificados em nenhum dos métodos.
Portanto, dos 16 voluntdrios iniciais, 10 foram
quantificados com ambos 0s métodos.

Calculou-se a variagdo percentual de GABA em
relagdo ao primeiro bloco do trio. Para cada individuo
foram comparados os dados de forma a se observar um
padrdo. Os dados usados para tal comparagdo estdo
organizados na Tabela 1.

Tabela 1: Variacdo percentual de GABA para o trio 2,
com os dados quantificados com o LCModel e com o
Gannet. As variagdes foram calculadas com relagdo ao
bloco de repouso anterior ao estimulo. Rep.: repouso;
\ol. : voluntério.

LCModel Gannet

Vol. 8Hz Rep. 8 Hz Rep.
1 3,514 23,640 -8,700  -13,040
3 27,140 21,110 -28,570  -10,710
-31,690 -26,150 -27,270 59,090
8 35,800 34,160 -7,690  -19,230
11 15,190 -39,240 9,090 40,910
12 6,940 -9,390 -4,710  -37,500
13 7,140 20,480 -23,530 -29,410
14 25,860 27,010 -28,000 32,000

15 1,200 12,050 21,050 0,000
16 -8,620 -35690 -48,720 -33,330

Encontrou-se que apenas 4 dos 10 voluntarios
apresentaram o mesmo padrdo de variagdo de GABA
nos dois métodos — desses, dois apresentaram aumento
(11 e 15) e dois diminuicdo (6 e 16) de GABA com o
estimulo. Os voluntérios restantes apresentaram padrdes
exatamente opostos nos dois métodos. No total, 8
voluntarios apresentaram aumento e 2 diminuicdo de
GABA com o estimulo com LCModel (e vice-versa com
0 Gannet).

Apesar da quantidade de individuos com resultados
opostos nos dois métodos, ainda é possivel encontrar
semelhangas, como no caso da média de variagdo para
cada método. Com o LCModel, a média de aumento foi
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de (11,2+12,8)% e a de decréscimo de (-20,2+16,3)%.
J& para o Gannet a média de aumento (15,1+8,5)% e
para decréscimo de (-25,4+13,8)%. Ou seja, os valores
médios apresentaram uma diferenca de
aproximadamente 20% entre si, apesar dos desvios
serem mais de 50% do valor médio (apenas 10 dados
foram considerados).

Discussao

Apesar da hipotese inicial feita neste trabalho (de
que a variacdo de GABA no cortex visual deveria ser
inversamente correlacionada com o estimulo visual, e
que essa anti-correlagéo deveria ter um pico em 8 Hz)
ser baseada em diversos estudos, a variacdo de GABA
envolve mecanismos mais complexos. Estes resultam
em comportamento varidvel no mesmo individuo e
ainda mais inter-individuos, e nem sempre seguem a
ideia proposta pela hipotese. Tal variabilidade,
associada aos problemas intrinsecos da técnica de MRS,
a qual tem baixa sensibilidade, pode ter causado a
discrepancia entre os resultados e a suposi¢do inicial,
assim como a discrepancia entre 0s resultados
encontrados com os dois métodos. O fato do software
LCModel ser uma “caixa preta” também dificulta
entender o porqué da discrepancia encontrada entre os
resultados dos dois métodos.

Estes resultados sdo apenas preliminares nas analises
da variagio de GABA. No futuro pretende-se
aprofundar o estudo sobre os métodos para entender
melhor a razdo das discrepancias entre 0S mesmos.
Também serdo feitas correcdes na quantificagdo com o
Gannet, de modo a conseguir quantificar os dados dos
voluntérios eliminados e assim aumentar o nimero de
individuos na andlise, consequentemente aumentando os
parametros de comparagdo. Outra possibilidade é
investigar a aplicagdo de outros métodos de
quantificacdo, por exemplo ndo baseados em andlise de
Fourier como a FDM [14], e que talvez possam ter
sucesso onde os métodos mais convencionais ndo tém.
Para aparelhos de campo médio como o usado neste
trabalho (3 T), ainda outra possibilidade seria 0 aumento
da amostra (de individuos) e a repeticdo das medidas de
cada voluntario, embora realizar mais medidas nem
sempre seja vidvel, devido ao alto custo dos exames de
ressonancia e ao uso mais direcionado destes aparelhos
para casos clinicos. Alguns trabalhos na area de fMRS
tém buscado melhorar a sensibilidade da técnica
utilizando campos magnéticos mais altos (geralmente de
7 T [15]), embora, até onde se sabe, nenhum ainda tenha
investigado variagcBes de GABA. No entanto, aparelhos
de ressonéncia de altos campos (>3 T) ainda so raros
no mundo e pouco vidveis do ponto de vista
custo/beneficio para ambientes clinicos.
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