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RESUMO

A ativacdo da micrdglia € uma resposta importante a processos inflamatorios no sistema
nervoso central (SNC). Estudos vém utilizando a aquisicdo de imagens de tomografia por
emissdo de positrons (PET) com o radiotracador [''C]-(R)-PK11195, ligante seletivo para
TSPO, presente em niveis baixos no SNC saudavel. Embora a literatura traga diversos
métodos quantitativos de analise das imagens de PET cerebrais adquiridas com ['C]-(R)-
PK11195, ndo existe método padronizado de andlise aplicavel na pratica clinica. Limitacdes
envolvem a necessidade de amostragem de sangue arterial para aquisicdo da funcdo de
entrada para quantificacdo verdadeira de pardmetros cinéticos, tais como o potencial de
ligacdo. Quando a fungdo de entrada arterial ndo é adquirida, a utilizacdo de modelos
baseados em regido de referéncia apresenta erros de quantificacdo, pois ndo existe uma regiao
no cérebro que seja livre de ligacdo especifica de [*'C]-(R)-PK11195. O objetivo desse
trabalho é investigar métodos de andlise quantitativa e semiquantitativa de imagens de PET
cerebrais adquiridas com [*'C]-(R)-PK11195, identificando suas limitacGes e potencialidades.
Esse trabalho esta inserido dentro de um estudo clinico com pacientes com esclerose multipla
(EM) do tipo remitente-recorrente em tratamento com fingolimode. Serdo utilizadas imagens
cerebrais de PET adquiridas com [!C]-(R)-PK11195 e imagens estruturais de ressonancia
magnética ponderadas em T1. Métodos de andlise quantitativa e semiquantitativa serdo
comparadas, levando em consideracdo aspectos especificos da EM. Na analise transversal, o
uso do SUVR"M na regido justacortical e periventricular apresenta os melhores resultados de
diferenciacdo entre grupos de pacientes com EM e o grupo controle. Na analise longitudinal,
0 uso do SUVR"M e do SUVR®E podem indicar o comportamento da captacio de [*'C]-(R)-
PK11195 ao longo do tempo, sendo tais medidas potenciais indicadores de evolucdo da EM
guando aplicados nas regides justacortical e periventricular. Conclui-se que, dentre 0s
métodos analisados, 0 método SUVR"M apresenta resultados promissores e satisfatorios, em
especial quando aplicado as regides justacortical e periventricular.

Palavras-chave:  [*'C]-(R)-PK11195; PET; esclerose multipla; quantificacio;
semiquantificagdo; SUV; SUVR.



ABSTRACT

Evaluation of [*1C]-(R)-PK11195 PET images quantification methods in the study of

multiple sclerosis

The activation of microglia is an important response to inflammatory processes in the central
nervous system (CNS). There has been an increase in the number of researches in positron
emission tomography (PET) using the radiotracer [*!C]-(R)-PK11195, a selective ligand for
TSPO, present at low levels in the healthy CNS. Although the literature brings many
quantitative methods to analyze [*C]-(R)-PK11195 PET brain images, there is no
standardized method of analysis applicable in clinical practice. Limitations involve the need
for arterial blood sampling for the input function acquisition, aiming absolute quantification
of kinetic parameters, such as the binding potential. When the arterial input function is not
acquired, the use of models based on a reference region has quantification errors, since there
is no brain region free of [*'C]-(R)-PK11195 specific binding. The aim of this study is to
investigate methods of quantitative and semiquantitative analysis of [}'C]-(R)-PK11195 PET
brain images, identifying limitations and capabilities. This work is inserted into a clinical
study of patients with relapsing-remitting multiple sclerosis (MS) in treatment with
fingolimod. There will be used [*!C]-(R)-PK11195 PET brain images and structural T1-
weighted magnetic resonance images. Methods of quantitative and semiquantitative analyzes
will be compared, taking into consideration the specific aspects of MS. In the cross-sectional
analysis, the use of SUVR™M in juxtacortical and periventricular regions presented the best
results in differentiate between groups of patients with MS and the healthy control group. In
the longitudinal analysis, the use of SUVR"M and SUVR® may indicate the [!C]-(R)-
PK11195 uptake behavior over time, and such measurements may be potential indicators of
MS evolution when applied in the juxtacortical and periventricular regions. In conclusion,
among the methods analyzed, SUVR"M method shows promising and satisfactory results,
especially when applied to juxtacortical and periventricular regions.

Keywords: [*1C]-(R)-PK11195; PET; multiple sclerosis; quantification; semi-quantification;
SUV; SUVR.
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1 INTRODUCAO

A tomografia por emissdo de positrons ou PET (positron emission tomography) tem
sido amplamente utilizada para imageamento cerebral no estudo de doencas
neurodegenerativas, deméncia, epilepsia, desordens do neurodesenvolvimento e psiquicas e
traumatismo craniano, entre outros (BANATI et al., 2000; CHAUVEAU et al., 2008).

A molécula 1-(2-clorofenil)-N-metil-N-(1-metilpropil)-3-isoquinolina carboxamida
(PK11195), ao ser ligada com um radiois6topo, como o 'C, pode ser utilizada como
radiotragador em imagens de PET in vivo, em especial em estudos de doencas
neurodegenerativas nas quais a neuroinflamacgdo esta presente (CHAUVEAU et al., 2008;
SCHWEITZER et al., 2010), conforme apontam estudos com pequenos animais
(VOWINCKEL et al., 1997). Sua utilizacdo no diagndstico de doencas neurodegenerativas
inclui a doenga de Alzheimer (ANDERSON et al., 2007; GROOM et al.,, 1995;
KROPHOLLER et al., 2007; TOMASI et al., 2008), a doenga de Parkinson (BARTELS et al.,
2010; GERHARD et al., 2006; VENNETI; LOPRESTI; WILEY, 2006) e a esclerose multipla
(EM) (BANATI et al.,, 2000; DEBRUYNE et al., 2002, 2003; POLITIS et al., 2012;
VERSIPT et al., 2005).

A molécula PK11195 possui alta seletividade e afinidade & proteina translocadora
(18 kDa) ou TSPO, uma proteina mitocondrial presente em baixos niveis no sistema nervoso
central (SNC) saudavel (BANATI, 2002; CASELLAS; GALIEGUE; BASILE, 2002).
Embora ndo tenha sido possivel verificar como ocorre a ligagdo especifica do [''C]-(R)-
PK11195, diversos estudos utilizam esse radiotracador em diversas doencas
neuroinflamatdrias, pois ele se apresenta como um marcador eficiente da microglia ativada,
uma vez que alta densidade de TSPO pode ser observada quando existe ativacdo microglial.
Além disso, em doencas especificas nas quais o [**C]-(R)-PK11195 foi utilizado, como em
infecgBes por virus herpes, se localiza no cérebro de forma consistente com a conhecida
distribuicdo da doenca (VENNETI; LOPRESTI; WILEY, 2006).

A maioria dos estudos de quantificacdo das imagens de PET adquiridas com [*'C]-
(R)-PK11195 utilizam o modelo simplificado de tecido de referéncia (LAMMERTSMA;
HUME, 1996), mesmo sem existir uma regido de referéncia que nao possua ligacao especifica
com o [*C]-(R)-PK11195 (VENNETI; LOPRESTI; WILEY, 2006). A cinética do [*'C]-(R)-
PK11195, estudada a partir da utilizagéo da fungéo de entrada arterial, mostra que o modelo

de dois compartimentos reversivel (com quatro constantes cinéticas) € o mais adequado
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(KROPHOLLER et al., 2006), mas ele exige a extracdo de sangue arterial do paciente ao
longo de todo exame.

Debruyne e colaboradores (2002) propuseram método de semiquantificacdo baseado
na razao entre a concentracdo de atividade em um intervalo de tempo fixo ap0s a injecédo do
radiotracador e a concentracdo de atividade do cérebro inteiro no altimo quadro temporal. Ja
Hammoud e colaboradores (2005) propuseram um método similar, que normaliza a
concentracdo de atividade nas regides de interesse ou ROIs (regions of interest) para a média

da concentracdo de atividade na substancia branca.

Estudos vém sendo realizados com o intuito de aprimorar os resultados quantitativos
obtidos a partir das imagens de PET com [!C]-(R)-PK11195 (ROUSSET et al., 2007), mas
sua acuracia nao pode ser verificada facilmente, pois os estudos PET com humanos ndo sao
validados com autorradiografia de receptor post-mortem (BANATI, 2002; SCHWEITZER et
al., 2010), de modo que valores de potencial de captacdo devem ser tratados como estimativas
(BANATI, 2002).

Melhorias na quantificacdo vém sendo alcancadas, mas a falta de sensibilidade e
especificidade do [Y!C]-(R)-PK11195 tem impedido o desenvolvimento de um método
padronizado de analise que seja aplicavel a todos os sujeitos (CHAUVEAU et al., 2008;
DEBRUYNE et al., 2002; SCHWEITZER et al., 2010). O imageamento pela PET com [*!C]-
(R)-PK11195, em especial da micrdglia ativada, poderia oferecer uma modalidade néo-
invasiva para o diagnostico precoce de doencas do SNC, desde que fossem realizadas
melhorias na quantificacdo. Além disso, ela poderia ser utilizada como estratégia de
verificacdo da progressdo da doenga e resposta a tratamentos (SCHWEITZER et al., 2010;
VENNETI; LOPRESTI; WILEY, 2006).

Este trabalho faz parte do estudo clinico intitulado “Avaliagdo da ativagdo microglial
pelo PET/CT e associacdo com o aparecimento de lesGes na Ressonancia Magnética em
pacientes com Esclerose Multipla remitente-recorrente submetidos a tratamento com
fingolimode™, realizado no Instituto do Cérebro do Rio Grande do Sul da PUCRS, que visa
verificar a associagdo da ativagdo microglial com dados clinicos, neuropsicoldgicos e
extraidos de imagens moleculares e funcionais (BECKER et al., 2013). Maiores detalhes

sobre o estudo clinico podem ser encontrados na subsegéo 4.1 (p. 44).
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Este trabalho de pesquisa pretende investigar métodos de andlise quantitativa e
semiquantitativa de imagens de PET/CT cerebrais adquiridas com [*'C]-(R)-PK11195 para o

diagnostico da EM, identificando suas limitagdes e potencialidades.
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2 PROBLEMA E OBJETIVOS

2.1 CONTEXTUALIZACAO DO PROBLEMA

A EM é uma doenca neurodegenerativa autoimune, majoritariamente inflamatoria,
que afeta jovens-adultos e causa importantes sequelas neuroldgicas. O periodo inicial da
doenca é marcado por periodos de surtos e remissao, na maioria dos casos (FINKELSZTEJN,
2009), de modo que alteracdes identificadas de forma precoce podem ser utilizadas para se
detectar uma crise e o tratamento da mesma, antes que sequelas neuroldgicas ocorram. Além
disso, no diagnostico da EM, existe a necessidade de se identificar disseminacéo de lesdes no
tempo e no espaco (POLMAN et al., 2011), embora a deteccao precoce de lesdes na EM ainda

seja um desafio.

Muitos avangos ocorreram na quantificacdo de imagens de PET cerebrais adquiridas
com [*C]-(R)-PK11195 de pacientes com EM, contudo ndo existe método padronizado para
andlise dessas imagens, especialmente no tocante ao diagndstico e prognostico. Atualmente o
diagnostico é realizado primeiramente a partir do quadro clinico e se utiliza as imagens de
ressonancia magnética (ou MR, magnetic resonance) como auxiliares (FINKELSZTEJN,
2009).

Os critérios atuais para o diagnostico sdo baseados na revisao de 2010 dos critérios
de McDonald (POLMAN et al., 2011), dentre os quais esta a presenca de lesdes visualizadas
em imagens por MR ponderadas em T2, com ou sem contraste por gadolinio (POLMAN et
al., 2011). Entretanto, a deteccdo de lesbes nas imagens por MR acontece quando as lesfes ja
apresentam dimensdes para serem identificadas visualmente. Dessa forma, a utilizacdo de
imagens de PET com [*C]-(R)-PK11195, que apresentam informagdes fisioldgicas, poderia
oferecer diagndstico antes da deteccdo de lesdes nas imagens por MR, oferecendo estratégia
de verificacdo da progressdo da doenca e resposta a tratamentos, bem como sua eficiéncia
(SCHWEITZER et al., 2010; VENNETI; LOPRESTI; WILEY, 2006).

Com melhorias na quantificagdo, o imageamento PET com [*'C]-(R)-PK11195 pode
oferecer uma modalidade ndo-invasiva para diagnostico precoce de doengas do SNC. Além
disso, estudos sd0 necessarios para esclarecer o comportamento da captagio de [*C]-(R)-
PK11195 no cérebro ao longo do desenvolvimento de doencas do SNC (POLITIS et al., 2012,;
VERSIJPT et al., 2005). Dessa forma, esse estudo foi realizado na tentativa de contribuir na
melhoria da quantificacdo e semiquantificacdo de imagens de PET cerebrais adquiridas com
[“C]-(R)-PK11195.
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2.2 OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

O objetivo geral desse trabalho é investigar métodos de andlise quantitativa e

semiquantitativa de imagens de PET/CT cerebrais adquiridas com ['!C]-(R)-PK11195,

identificando suas limitacGes e potencialidades.

Os objetivos especificos sdo:

Determinar procedimentos de preparacdo, processamento e extracdo de dados
quantitativos das imagens de PET/CT cerebrais adquiridas com [*'C]-(R)-PK11195,
que permitam a diferenciacdo de pacientes com esclerose mdltipla de um grupo
controle;

Investigar métodos de quantificacdo e semiquantificacdo de imagens de PET/CT
cerebrais adquiridas com [*C]-(R)-PK11195, que permitam a diferenciacio de
pacientes com esclerose multipla de um grupo controle em um estudo transversal;
Avaliar a aplicacdo dos métodos de quantificacdo e semiquantificacdo estudados nos
dados de um estudo clinico longitudinal de pacientes com esclerose multipla do tipo
remitente-recorrente em tratamento com fingolimode, utilizando imagens de PET/CT

cerebrais estaticas e dindmicas adquiridas com [*'C]-(R)-PK11195.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

A revisdo da literatura e as teorias principais para o entendimento adequado desse

estudo podem ser encontradas nas secdes a segulir.

3.1 TOMOGRAFIA POR EMISSAO DE POSITRONS

A PET é uma técnica da medicina nuclear que utiliza radiotracadores in vivo para
aquisicdo das imagens, utilizada especialmente para diagnostico e planejamento de
tratamentos de cancer, diagndsticos cardiacos e neurologicos (CHERRY; SORENSON;
PHELPS, 2012). Quando acoplada a sistemas de tomografia computadorizada por raios X ou
CT (computed tomography), oferece melhorias no diagnéstico por correlacionar a imagem
funcional (PET) com a anatémica (CT) (BEYER et al., 2000).

Na modalidade PET, é utilizado um radionuclideo que emite particulas positivas
emitidas por nucleos radioativos, denominadas positrons (B*), a antiparticula do elétron. O
positron provém do nucleo instavel a partir da transformacao de um préton em um néutron e é
emitido juntamente com um neutrino e a energia excedente (p* — n + B* + v + energia). O
positron perde sua energia cinética devido a colisbes nos atomos dos tecidos proximos,
poucos milimetros apds sua emissdo, e interage com um elétron do meio formando o
positronio, de meia vida de aproximadamente 0,1 ps. A reacdo de aniquilacdo inicia quando o
positron e o elétron interagem de modo que suas massas se transformam em energia na forma
de dois fotons de aniquilacdo (CHERRY; SORENSON; PHELPS, 2012; ROBILOTTA,
2006). A Figura 1 apresenta esquema do decaimento da particula B*.

Figura 1. Esquema de decaimento do positron.

(0] @ @ Positranio @

® @

Esquema de decaimento do poésitron (B*), que perde sua energia cinética devido a colisdes nos &tomos dos
tecidos préximos poucos milimetros ap6s sua emissao, interage com um elétron (e) do meio formando o
positrénio, e o pdsitron e o elétron interagem de modo que suas massas se transformam em energia na forma de
fétons de aniquilacdo (y). Fonte: Robilotta (2006).
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No caso da aniquilagéo do par elétron-pdsitron, a energia dos fotons de aniquilacéo é
511 keV devido a equivaléncia massa-energia. Ambos os fotons deixam o local da
aniquilacdo em direcbes aproximadamente opostas (aprox. 180°), satisfazendo o principio de
conservacdo do momento das particulas estacionarias. Entretanto, ambas as particulas
possuem certo movimento no instante da aniquilacdo e, portanto, os foétons de aniquilacdo
apresentam direcBes que podem diferir do ideal perfeitamente anticolinear em alguns décimos
de grau (CHERRY; SORENSON; PHELPS, 2012).

A técnica de obtencdo das imagens na PET é baseada na deteccdo dos fotons
anticolineares de aniquilagdo por detectores posicionados circularmente ao redor do campo de
visdo. Dessa forma, o local da aniquilacdo, que esta sobre a linha formada entre os detectores
que detectaram os fotons de aniquilacdo, pode ser obtido a partir do mecanismo de deteccdo
de aniquilacédo por coincidéncia. O sistema eletronico do equipamento relaciona os tempos de
ocorréncia das interacdes nos detectores em regides opostas e um evento € registrado quando
se encontrar dentro de um intervalo da janela de coincidéncia, tipicamente de 6 a 12 ns
(CHERRY; SORENSON; PHELPS, 2012).

Devido a deteccdo da aniquilacdo por coincidéncia, o sistema da PET ndo necessita
de colimador fisico, possuindo colimagéo eletronica. Consequentemente, a sensibilidade?
desse tipo de sistema é alta quando comparada com a de outros sistemas de tomografia de
emissdo, como a tomografia de emissdo de foton Unico ou SPECT (single photon emission
computed tomography) (BAILEY et al., 2014; CHERRY; SORENSON; PHELPS, 2012). A
figura a seguir (Figura 2) apresenta um esquema da deteccdo de uma aniquilacdo de um par

elétron-pdsitron em um anel de detectores.

Figura 2. Esquema da detec¢do de aniquilagdo por coincidéncia.

A detecgdo dos fétons de aniquilacéo, resultado da aniquilagdo do par elétron-p6sitron, pode interagir com os
detectores posicionados em um anel ao redor do paciente. Um evento é considerado valido quando detectado por
dois detectores opostos (A e B) dentro de um intervalo temporal valido. A localizagdo da aniquilacdo é assumida
como estando em algum ponto da linha de resposta que teoricamente conecta 0s dois detectores. Fonte: Bailey e

colaboradores (2014).

1 Sensibilidade é definida como o nimero de eventos detectados por unidade de atividade (CHERRY;
SORENSON; PHELPS, 2012).
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O sistema da PET € capaz de produzir uma saida valida sempre que dois eventos
sejam detectados dentro da janela de coincidéncia temporal, denominadas coincidéncias
totais. Idealmente, deveriam ser salvas as coincidéncias a partir da deteccdo de dois fétons
originados da mesma aniquilacio em dada linha de resposta, chamadas coincidéncias
verdadeiras. Entretanto, existem outros eventos que sdo detectados pelo sistema, como
coincidéncias aleatorias, de espalhamento e eventos Unicos (ALESSIO et al., 2010;
CHERRY; SORENSON; PHELPS, 2012), como mostra a Figura 3.

Figura 3. Esquema de eventos que podem ocorrer na detec¢cdo por coincidéncia.

Esquema de eventos que podem ocorrer na deteccdo por coincidéncia, onde as linhas de resposta cheias
representam as coincidéncias verdadeiras, as tracejadas representam coincidéncias por espalhamento, e as linhas
de resposta trago-ponto representam coincidéncias aleatorias. Fonte: Robilotta (2006).

Devido a diversos fatores fisicos e limitagdes do equipamento, existe a necessidade
de correcdes para que a informacdo retirada da imagem seja a mais proxima ao real possivel.
A subsecdo a seguir descreve alguns desses fatores e limitagdes, explicitando a necessidade de

suas corregoes.
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3.1.1 CORRECOES NECESSARIAS PARA QUANTIFICACAO

Nas imagens de tomografia de emissdo, é possivel determinar o comportamento
especifico de um 6rgéo ou sistema quando se conhece a atividade? real que se concentra em
determinada parte do corpo. Este processo de obtencdo do valor real da concentracdo do
radiofdrmaco nos tecidos é denominado quantificacdo. Quantificar, na &rea de diagndstico por
imagens, significa traduzir em nimeros as informacdes ou pardmetros fisicos obtidos a partir

da imagem.

Muitos fatores contribuem para degradar a imagem e afetam a quantificacdo de
imagens da PET. Dentre eles, os processos fisicos de absorcdo fotoelétrica e espalhamento
Compton sdo importantes, uma vez que os radionuclideos utilizados sdo de baixa energia
(menor de 1,02 MeV) e os tecidos humanos sdo compostos, em sua maioria, por atomos de
nimero atbmico baixo (Z < 20). Nesses processos, ocorre a transferéncia parcial ou total de
energia aos elétrons, causando uma mudanca na histéria do féton, alterando o angulo de sua

trajetoria ou fazendo com que ele desapareca totalmente ao ser absorvido (KNOLL, 1989).

A atenuacdo é definida como o conjunto de efeitos responsaveis pela retirada de
fotons de um feixe devido a diferentes processos fisicos. Ela pode ser caracterizada pela
probabilidade de ocorréncia desses efeitos por unidade de comprimento no material

absorvedor, sendo o coeficiente de atenuacéo linear () a soma dessas probabilidades, dada

pela Equacdo 1 (KNOLL, 1989):
H= z-(absor(;éto fotoelétrica) + G(espalhamerto Compton) + K( produgdo de pares) (1)’

onde r é a probabilidade de ocorrer absorcdo fotoelétrica, o de ocorrer espalhamento

Compton e « producéo de pares.

Dessa forma, o nimero de fotons restantes no feixe | pode ser encontrado em termos
do namero inicial de fétons no feixe (ou numero de fétons no caso da auséncia do material
absorvedor) lo, através da Equacdo 2 (KNOLL, 1989).

L _eu (2)

0

A absorcdo fotoelétrica é o processo no qual um féton interage com um atomo

absorvedor transferindo toda sua energia para 0 mesmo, resultando na eje¢do de um elétron,

2 Atividade de uma substancia radioativa é definida como o nimero de decaimentos nucleares por unidade de
tempo (CHERRY; SORENSON; PHELPS, 2012).
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chamado fotoelétron, de uma das camadas (KNOLL, 1989). Esse efeito é predominante para
fétons de baixa energia e depende da energia do foton, da espessura e da composigdo do meio
atenuador, sendo um importante fator a ser considerado na quantificacdo. Esse fenbmeno, nas
imagens de tomografia de emissdo, gera bordas aparentemente com maior atividade em uma
area com captagdo uniforme, diminuindo a resolucdo espacial e aumentando o ruido da
imagem (CHERRY; SORENSON; PHELPS, 2012).

O espalhamento Compton resulta da interacdo do féton com algum elétron livre ou
fracamente ligado do meio, de modo que essa interacdo resulta no desvio do foton e na
transferéncia de parte de sua energia para o elétron de recuo. Ja o espalhamento coerente (ou
espalhamento Rayleigh) costuma ser ignorado, pois ndo ioniza nem excita elétrons, de tal
forma que apos a interacdo o foton tem sua trajetoria desviada, mas permanece com a energia
original (KNOLL, 1989).

A deteccdo de um féton que é espalhado, nas imagens de tomografia de emisséo,
ocorre em um local diferente do local de emissdo do mesmo, uma vez que ele é desviado com
certo angulo de sua trajetéria inicial. O espalhamento é responsavel por reducdo no contraste e
na nitidez, e acréscimo de contagens na imagem. Como 0s detectores ndo conseguem
diferenciar fotons espalhados por pequenos angulos apenas por sua energia, devido a
resolugcdo energética finita, torna-se necessaria a utilizacdo de técnicas de correcdo de
espalhamento nas imagens tomogréficas de emissdo (CHERRY; SORENSON; PHELPS,
2012).

Em PET, uma vez que a energia do foton de aniquilacdo é de 511 keV, ha a
predominancia do espalhamento Compton, afetando a aquisicdo, em especial devido a sua
importante contribuicdo para os eventos ndo verdadeiros (CHERRY; SORENSON; PHELPS,
2012). Outros fatores que afetam a quantificacdo também devem ser considerados, pois
podem resultar em problemas em sua acuracia, como o0 movimento do paciente, que afeta a
sequéncia de imagens na reconstrucdo e causa borramento, a eficiéncia de detec¢do do
equipamento, o protocolo de aquisicdo e os métodos de reconstrucdo tomogréafica utilizados.
Todas as corre¢Bes necessérias para quantificacdo costumam ser aplicadas pelos softwares
proprietarios na etapa de reconstrugdo, apos a aquisi¢do. Imagens de CT costumam ser usadas

na correcao dos efeitos da atenuacao, sendo a imagem entdo denominada PET/CT.

Especificamente para os radionuclideos utilizados em exames de PET, que s&o
emissores de poésitron, o alcance efetivo do pésitron emitido no decaimento é um fator a ser

considerado, por afetar a resolugdo espacial do sistema. A aniquilagdo ndo ocorre no mesmo
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local do decaimento uma vez que o positron é emitido com certa energia cinética. Encontra-se
na faixa de 0,5 a 5 MeV a energia cinética maxima do pdsitron de radionuclideos utilizados na
PET, de modo que o alcance efetivo maximo desses pdsitrons varie de 0,1 a 2 cm (CHERRY;
SORENSON; PHELPS, 2012). Dentre os radionuclideos utilizados em PET, o flior-18 (*¢F) e
o carbono-11 (*C) apresentam ampla aplicabilidade, possuindo energia cinética maxima de
635 keV e 960 keV, respectivamente. A meia-vida fisica do 8F é de 109,8 min, enquanto a do
11C ¢ de 20,4 min, ambos apresentando fracio de emissdo de positrons de 0,99 (CHERRY;
SORENSON; PHELPS, 2012).

A técnica PET possui cada vez maior aceitacdo clinica e sua utilizacdo esta em
constante crescimento. Atualmente, as maiores aplicacbes da PET estdo em doencas
oncologicas, neuroldgicas e cardiovasculares (CHERRY; SORENSON; PHELPS, 2012). No
cérebro, a PET pode ser utilizada em diversas doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e
Parkinson (BANATI et al., 2000; CHAUVEAU et al., 2008), e no diagnéstico de processos
inflamatorios, como em infecgdes por virus herpes (CAGNIN et al., 2001), entre outros. A
subsecdo que segue descreve como o processo de neuroinflamacdo pode ser imageado

utilizando dessa modalidade de imagem.

3.2 IMAGEAMENTO DA NEUROINFLAMACAO

Inflamacgdo € um processo natural responsavel pela restauracdo da homeostase do
tecido e apresenta forte interacdo entre o tecido inflamado e o sistema imunitéario. Tal
processo pode ser encontrado em situacBes patoldgicas, sendo benéfico para reparacdo e
regeneracdo, ou podendo causar dano quando excessiva ou persistente (JACOBS;
TAVITIAN, 2012).

O SNC possui interacdo direta e dindmica com as células imunitarias inatas e
adaptativas, de modo que a neuroinflamacao é um processo particular devido as barreiras do
SNC (cranio e barreira hematoencefalica, ou BHE), a limitada capacidade regenerativa do
SNC, e as perdas definitivas que podem ser causadas por esse tipo de processo (JACOBS;
TAVITIAN, 2012).

Doencas do SNC podem levar & neuroinflamacdo, com objetivo de limitar a doenca,
limpar o dano no tecido e dar suporte ao reparo e a regeneracdo (JACOBS; TAVITIAN,
2012). Contudo, sabe-se que a neuroinflamagdo no SNC pode vir a contribuir para a

progressao da doenca. Neurodegeneracdo ¢ um processo fisioldgico defensivo, no qual tanto
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células residentes no SNC quanto células que infiltram do sistema imunitério periférico
possuem importantes papéis (DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015; JACOBS; TAVITIAN,
2012).

A técnica PET tem sido amplamente utilizada no imageamento da neuroinflamacéo
por prover importante informacéo fisiolégica (TURKHEIMER et al., 2015). Entretanto, a
PET néo é capaz de fornecer informacGes suficientes sobre a anatomia para identificacdo de
estruturas especificas. Por isso, tem sido utilizada a informacdo anatbmica das imagens de
ressonancia magnética ou MR (magnetic resonance), que possui alta resolucdo espacial,
juntamente com as informacdes funcionais da imagem de PET. O imageamento por MR ou
MRI (magnetic resonance imaging) é baseado na obtencdo de informagfes sobre materiais
bioldgicos a partir das propriedades magnéticas de certos ndcleos, utilizando a interacdo entre
campos magnéticos externos, momentos magnéticos dos atomos dos tecidos e radiofrequéncia
(HENDEE; RITENOUR, 2002).

No diagnostico de doencas neuroinflamatorias e neurodegenerativas, 0 MRI possui
papel importante por ser ndo-invasivo e apresentar ampla utilizacdo na pratica clinica, além de
apresentar importante informacdo com a qual é possivel realizar a diferenciacdo entre as
diferentes estruturas do cérebro, como substancia cinzenta ou GM (gray matter), substancia
branca ou WM (white matter) e fluido cerebrospinal ou CSF (cerebrospinal fluid) (YODER,
2013).

3.2.1 PROTEINA TRANSLOCADORA (18 kDA) ou TSPO

A ativacdo da micrdglia, o macrofago intrinseco do cérebro, ocorre de forma
significativa ap06s danos neuronais importantes, resultantes de processos traumaticos,
inflamatorios e degenerativos, dentre outros (BANATI, 2002; HINZ; BOELLAARD, 2015).
Dessa forma, a micrdglia ativada serve como um indicador de eventos patoldgicos, que, apds
ativada, sofre alteracbes em morfologia, migra em direcdo ao local da lesdo, prolifera,
sintetiza numerosas moléculas pro-inflamatdrias e pode liberar metabolitos neurotoxicos,
resultando em perda neuronal por dano prolongado mediado pela microglia (BANATI, 2002;
SCHWEITZER et al., 2010). A micréglia pode ser ativada por lesdes distantes caso esteja nas
proximidades de axénio de neurénio lesionado, por degeneracdo retrograda e anterograda
(DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015; HINZ; BOELLAARD, 2015).
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A proteina translocadora (18 kDa) ou TSPO, primeiramente descrita como receptor
benzodiazepinico periférico (TURKHEIMER et al., 2015), é uma proteina mitocondrial
codificadas em nucleo que esta presente em abundancia nas regides periféricas (CASELLAS;
GALIEGUE; BASILE, 2002; HINZ; BOELLAARD, 2015). Entretanto, o SNC saudavel
apresenta essa proteina em niveis baixos (BANATI et al., 2000; HINZ; BOELLAARD,
2015), exceto em &reas que ndo possuem BHE e nas células que revestem os ventriculos
(ependimarias) (SCHWEITZER et al., 2010).

Diversos estudos mostram que alta densidade de ligacdo com TSPO pode ser
observada quando ha ativacdo da micrdglia (HINZ; BOELLAARD, 2015; VENNETI,
LOPRESTI; WILEY, 2006), uma vez que a TSPO é expressa no lado externo da membrana
mitocondrial da microglia ativada (SCHWEITZER et al., 2010). Ao apresentar abundante
concentracdo, a TSPO se torna potencial biomarcador in vivo em PET do acumulo de
macréfagos e um alvo interessante para a quantificacdo (HINZ; BOELLAARD, 2015;
SCHWEITZER et al., 2010).

A molécula PK11195 possui alta seletividade e afinidade para a TSPO (HINZ,
BOELLAARD, 2015; SCHWEITZER et al., 2010). Devido a essa caracteristica, ¢ uma
escolha importante para imageamento da ativagdo microglial in vivo com PET quando
marcado com !C, apresentando um indicador de doenga cerebral ativa com ampla
aplicabilidade (BANATI, 2002). Desde sua aplicagdo inicial, a molécula PK11195 marcada
com *C foi aplicada em diversos estudos de neuroinflamagdo, como em acidente vascular
encefalico, neurodegeneracdo, traumatismo craniano e neoplastia (JACOBS; TAVITIAN,
2012). O enantibmero (R)-PK11195 apresenta maior afinidade com a TSPO quando
comparado com seu estereoisdmero (S)-PK11195 em estudos de lesdes corticais em ratos
(BANATI et al., 2000; HINZ; BOELLAARD, 2015; SCHWEITZER et al., 2010).

Cineticamente, 0 PK11195 apresenta alta (>90%) e rapida extracdo do sangue para o
cérebro e ndo é impedido pela BHE, de modo que a entrega do farmaco ocorre uniformemente
no cerebro normal (VENNETI; LOPRESTI; WILEY, 2006), tanto em regides com a BHE,
como em outras regides (BANATI, 2002).

Além das aplicacBes citadas anteriormente, outra aplicacdo importante do
imageamento da PET com ['C]-(R)-PK11195 em doencas neuroinflamatérias é na EM
(BANATI et al., 2000; DEBRUYNE et al., 2002, 2003; GIANNETTI et al., 2014; SCHMIDT
et al., 2012; VAS et al., 2008; VERSIJPT et al., 2005), como sera descrito na subsecdo que

segue.
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3.2.2 ESCLEROSE MULTIPLA

A EM é uma doenca de importante impacto social, afetando predominantemente
adultos economicamente ativos, sendo a doenca neurodegenerativa que causa mais sequelas
neuroldgicas. Também apresenta caracteristicas de doenca autoimune, majoritariamente
inflamatoria, caracterizada por trés processos que ocorrem simultaneamente: inflamacéo,
desmielinizagéo e perda axonal (FINKELSZTEJN, 2009).

Os quadros evolutivos podem ser divididos em progressivo e recorrente-remitente
(ou surto-remisséo), sendo o ultimo a forma inicial mais comum da doenca (80 a 85%). Nos
casos de EM recorrente-remitente, hd uma estabilidade clinica entre os surtos, que pioram ao
longo do tempo, podendo ou ndo haver a persisténcia da sequela neuroldgica
(FINKELSZTEJN, 2009). J& nos casos progressivos da EM, a doenca avanca
progressivamente e sem surtos (FINKELSZTEJN, 2009).

LesGes inflamatdrias caracteristicas da EM sdo causadas pela infiltragdo de células
imunitarias pela BHE. A infiltracdo de células imunitarias para o SNC acaba causando
inflamacdo, desmielinizacdo, gliose, degeneracdo neuroaxonal e, por fim, interrupcdo da
comunicacdo entre neurdnios. A gliose € ativacdo e proliferacdo das células gliais (micrdglia,
oligodendrdcitos e astrdcitos) em resposta a danos no SNC e é um importante processo na EM
(DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015).

A EM ¢ iniciada por linfocitos auto-reativos que respondem a antigenos do SNC,
embora ainda ndo se saiba quais sejam. Atualmente as causas da EM sdo divididas por fatores
genéticos e ambientais, mas ainda ndo se conhece exatamente o envolvimento desses fatores
no desenvolvimento e progressao da doenca (DENDROU; FUGGER; FRIESE, 2015).

3.2.2.1 Diagnostico da esclerose multipla

O diagnostico da EM é realizado primeiramente a partir do quadro clinico, sendo as
imagens por MR auxiliares no processo e, em alguns casos, existe a necessidade da extracéo
do CSF. Quando diagnosticada, o paciente é classificado de acordo com a Escala Expandida
do Estado de Incapacidade de Kurtzke ou EDSS (Expanded Disability Status Scale), onde
uma série de pontos sdo computados de acordo com os escores funcionais, como funcéo
visual, motora, sensitiva e outras (FINKELSZTEJN, 2009).
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N&o existe um marcador bioldgico que possa ser utilizado no diagnostico de EM, de
modo que um conjunto de critérios diagndsticos € utilizado para determinar, através de sua
combinacdo, os maiores valores de sensibilidade e especificidade para o diagnostico,
conhecidos como critérios de McDonald (FINKELSZTEJN, 2009). Atualmente, os critérios
do diagndstico séo baseados na revisdo de 2010 dos critérios de McDonald (POLMAN et al.,

2011), que incluem a disseminagéo de lesfes no espaco e no tempo.

A disseminacdo de lesdes no espaco pode ser verificada com a presenca de uma ou
mais lesbes em duas das quatro regides consideradas caracteristicas: justacortical,
periventricular, infratentorial e medula espinhal (POLMAN et al., 2011). J& a disseminacéo
no tempo pode ser verificada com a presenca de uma nova lesdo em comparagdo com exame
de MRI realizado anteriormente (POLMAN et al., 2011). Tais lesdes representam a perda
axonal (GIANNETTI et al., 2014) e podem ser visualizadas em imagens por MR ponderadas
em T2, com ou sem contraste por gadolinio (POLMAN et al., 2011). As lesdes de EM
apresentam hipersinal nas imagens por MR ponderadas em T2, e costumam ser denominadas
buracos negros (BNs) por apresentarem hipossinal nas imagens por MR ponderadas em T1
(GIANNETTI et al., 2014). Essas lesdes, em imagens de PET adquiridas com [*C]-(R)-
PK11195, usualmente aparecem hipocaptantes quando ndo ativas e hipercaptantes caso ainda
ativas (GIANNETTI et al., 2014).

3.3 AQUISICAO, PROCESSAMENTO E QUANTIFICACAO DE IMAGENS DE
PET: REVISAO DA LITERATURA

Esta subsecdo descreve a revisdo da literatura sobre a aquisi¢do, processamento e
quantificacdo de imagens de PET, particularmente aquelas adquiridas com [*C]-(R)-

PK11195, radiofarmaco utilizado no desenvolvimento da pesquisa descrita nesta dissertacao.

3.3.1 AQUISICAO DE IMAGENS DE PET

As contagens que produzem as imagens de PET podem ser adquiridos de forma
continua desde a administracdo do radiofarmaco até sua excrecdo ou estabilizacdo, gerando
uma imagem dinamica, ou a partir da acumulacdo das contagens em um intervalo de tempo

fixo, produzindo uma imagem estética.
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As subsecOes a seguir apresentam uma revisdo da literatura sobre as formas de
aquisicdo das imagens de PET adquiridas com [*!C]-(R)-PK11195 e questdes abertas sobre

este tema.

3.3.1.1 Imagens dinamicas

Dados PET adquiridos dinamicamente sdo aqueles com os quais é possivel observar
0 comportamento da captacéo do radiotracador no tecido de interesse ao longo do tempo. Para
isso, costumam ser tracadas curvas de atividade ao longo do tempo ou TACs (time-activity
curves), apresentando a concentragdo de atividade no tecido ou ROI (em Bg/mL, por
exemplo). Costuma-se iniciar a aquisicdo das imagens antes da administracdo do
radiofarmaco (ou junto com a injecdo) para que todo o tempo de imageamento, desde o

principio, esteja presente na aquisicao (YODER, 2013).

O modo lista ou list mode é uma das formas de adquirir imagens dindmicas, onde
sdo registrados todos os eventos de coincidéncia de forma continua ao longo da aquisicao
(YODER, 2013). A partir do modo lista, o usuario pode especificar como os dados devem ser
armazenados em cada quadro da amostragem temporal, permitindo maior flexibilidade. Esta
possibilidade de aquisicdo em modo lista é especialmente importante quando a amostragem
temporal mais adequada ainda ndo foi identificada, como ocorre no caso do uso de
radiofarmacos que ainda ndo estdo consolidados na pratica clinica (YODER, 2013).

Ainda ndo ha consenso, na literatura, em relacdo a amostragem temporal das imagens
de estudos dinamicos de PET adquiridos com [*C]-(R)-PK 11195, apesar de diversos estudos
terem sido realizados nos estudos dindmicos de PET adquiridos com ['C]-(R)-PK11195
(ANDERSON et al., 2007; DEBRUYNE et al., 2002, 2003; GIANNETTI et al., 2014;
KROPHOLLER et al., 2005; SCHUITEMAKER et al., 2007a, 2007b; SU et al., 2013;
VERSIPT et al., 2005; YAQUB et al., 2012). A Tabela 1 apresenta as amostragens temporais
(numero de quadros e tempo de cada quadro) utilizadas em diferentes estudos PET com esse

radiofarmaco.

O quadro temporal de radiacdo de fundo desses estudos pode ser utilizado para
correcéo da radiacdo de fundo, devido aos estudos utilizando mais de um radiotragador, como
a aquisicdo de imagens com [*°0]CO- por inalacdo para medidas de fluxo sanguineo cerebral
em conjunto com o [*'C]-(R)-PK11195 (DEBRUYNE et al., 2002, 2003).
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Tabela 1. Amostragem temporal utilizada por diferentes estudos.
N° total de
Estudo

guadros
Kropholler (2005),

Schuitemaker (2007a, 2007b) e
Yaqub (2012), e respectivos
colaboradores
Debruyne (2002, 2003) e
Versijpt (2005) e respectivos 19
colaboradores
Anderson (2007), Giannetti
(2014), Politis (2012) e

Amostragem temporal

1 x 30s (radiacdo de fundo), 1 x 15s,
22 1 x5s,1x10s, 2 x 15s, 2 x 30s, 3 x 60s,
4 x 150s, 5 x 300s, e 2 x 600s

2 x5s5 5x10s,4 x 60s, 2 x 180s, 1 x 240s,
1 x 300s, e 4 x 600s

1 x 30s (radiacdo de fundo), 1 x 15s,

Turkheimer (2007) e 18 1x5s,1x10s, 1 x 30s, 4 x 60s, 7 x 300s,
. e2x600s
respectivos colaboradores
1 x 420s (radiagéo de fundo), 1 x 15s,
Su e colaboradores (2013) 18 1 x5s,1x10s, 1 x 30s, 4 x 60s, 7 x 300s,
e 2 x 600s

Amostragem temporal utilizada por diferentes estudos dindmicos com [*'C]-(R)-PK11195. Fontes: Anderson
(2007), Debruyne (2002, 2003), Giannetti (2014), Kropholler (2005), Politis (2012), Schuitemaker (2007a,
2007b), Su (2013), Turkheimer (2007), Versijpt (2005) e Yaqub (2012), e respectivos colaboradores.

Além da questdo da escolha da melhor amostragem temporal de uma imagem
dindmica, as imagens de PET usualmente precisam passar por uma etapa de processamento,
na qual elas sdo corregistradas com imagens anatdmicas de outras modalidades, visando
melhorar a localizacdo de estruturas e correcdo de efeitos fisicos caracteristicos das imagens
de PET, tais como a corregéo de atenuacdo e efeito de volume parcial ou PVE (partial volume
effect), dentre outros. Imagens com maior resolucdo espacial, como as imagens de CT,
costumam ser usadas na correcdo dos efeitos da atenuacdo, enquanto as imagens por MR sdo

utilizadas na correcdo do PVE.

3.3.1.2 Imagens estaticas

Além das imagens dinadmicas, é possivel realizar estudos PET utilizando imagens
estaticas, ou seja, a imagem obtida a partir de algum intervalo de tempo da aquisicdo que
apresenta um Unico quadro, com a média de concentracdo radioativa em um intervalo

temporal da aquisicao, escolhido pelo usuario.

Da mesma forma que as imagens dinamicas, imagens estaticas devem ser extraidas
da estacdo de trabalho de modo especifico escolhido pelo usuario, para que entdo possam

passar pelas etapas de pré-processamento.

N&o existe consenso na literatura sobre o intervalo temporal que deve ser utilizado na

analise de imagens de PET estaticas adquiridas com [*'C]-(R)-PK11195. Diversos intervalos
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temporais ja foram apresentados, com suas respectivas justificativas, quando presentes, tais

como:

e 5a20min, por ser o periodo que apresenta a maior atividade acumulada do
radiotragcador e melhor qualidade da imagem, excluindo a fase de perfusdo
(KUMAR et al., 2012);

e 5a30min, por ser o intervalo no qual o suposto equilibrio é alcangado em &reas de
suposta alta densidade de ativacdo microglial (ANDERSON et al., 2007);

e 40 a 60 min, por ser o periodo no qual as curvas de atividade ao longo do tempo,
para pacientes e controles, apresentam declinio similar no periodo de estado estavel
(40 min apo6s a injecdo do radiotragador) (DEBRUYNE et al., 2002; VERSIJPT et
al., 2005);

e Qutros estudos utilizam ainda intervalos temporais de 0 a 60 min (POLITIS et al.,
2012), 10 a 60 min (HAMMOUD et al., 2005) e 30 a 60 min (SCHUITEMAKER et
al., 2007a).

Assim, observa-se na literatura que ndao ha ainda consenso em relacdo a melhor
forma de aquisicédo e formatacdo dos intervalos temporais das imagens de PET dinédmicas ou
estaticas adquiridas com [*'C]-(R)-PK11195, sendo uma questdo aberta de pesquisa, que sera

objeto de investigacdo nesta dissertacao.

3.3.2 QUANTIFICAGAO E SEMIQUANTIFICAGAO DE [*C]-(R)-PK11195

A técnica de imageamento da PET é adequada para medidas de tracadores in vivo por
permitir a quantificacdo chamada “absoluta” e utilizar de radionuclideos que ndo modificam
as propriedades dos tracadores a eles ligados, apresentando medidas de distribuicdo do
radiotracador durante a aquisicdo (TURKHEIMER et al., 2015). A quantificacdo absoluta
somente pode ser obtida com a utilizacdo de dados dinamicos, sendo medidas quantitativas

definidas por propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas do sistema (YODER, 2013).

Com a informacéo obtida a partir da imagem dinamica, a funcdo de entrada, que
pode ser obtida a partir de amostras de sangue arterial ou da prépria imagem, e aplicando um
modelo cinético apropriado, € possivel se obter parametros bioquimicos, como potencial de

ligacdo entre o radiofarmaco e o tecido ou BP (binding potential), e volume de distribuicéo



34

(V). Esses dois parametros fornecem informacdes fisioldgicas importantes sobre a retencdo
do radiotracador no tecido (YODER, 2013).

O parametro BP foi introduzido inicialmente para medidas in vitro e foi,
posteriormente, incorporado nos estudos in vivo, representando a concentracdo de ligacao
especifica em raz&o de outra concentracdo de referéncia no equilibrio. J& V1 possui definicdo
na farmacologia clinica e se refere ao volume de sangue (ou plasma) que seria necessario para
contar pela quantidade de droga no corpo inteiro (INNIS et al., 2007). Em imageamento, tal
V1 é dado pela razdo entre concentracdo de radiofarmaco em um tecido de interesse pela
aquela no plasma. Innis e colaboradores (2007) apresentaram um artigo de revisdo no qual

maiores detalhes podem ser encontrados.

A modelagem cinética utiliza simplificacGes para descrever sistemas biolégicos com
certo grau de fidedignidade, amplamente utilizado em farmacologia, em particular. Utilizar
modelos cinéticos para descrever a biologia de um tecido é chave para obtencdo de
pardmetros significativos. Entretanto, ambas as concentraces de radiofarmaco no plasma e
no tecido devem ser acuradamente medidas, essas podendo ser limitadas por falta de
instrumentacao necessaria (TURKHEIMER et al., 2015).

Existem diversos desafios apresentados pela literatura relacionados a quantificacdo
de [C]-(R)-PK11195, como a afinidade de PK11195 com diversos sitios de ligagdo no
sangue e sua distribuicdo uniforme por todo o cérebro. Usualmente, a concentracdo de
radioatividade no plasma é corrigida pela separacdo das células de sangue do plasma, mas tal
aproximacdo somente é adequada quando a fracdo ligada nas células do sangue é pequena,
quando comparada com a fracdo livre no plasma, ou quando ndo ha variacdo dessa entre
sujeitos. Especificamente para o PK11195, a fracdo livre no plasma é muito pequena
(usualmente menor ou igual a 5%), ndo permitindo medidas quantitativas acuradas, além de
haver ligacdo de PK11195 com as proteinas no sangue (TURKHEIMER et al., 2015).

Quando a quantificacdo de TSPO n&o pode ser realizada utilizando a concentracéo de
radiotracador livre no plasma, a curva de concentragcdo de atividade ao longo do tempo ou
TAC (time activity curve) de uma regido de referéncia do cérebro pode ser utilizada. Contudo,
0 que caracteriza a chamada regido de referéncia € que ela deve ser livre de ligacdo especifica
e com perfusdo similar a regido alvo, o que se mostra um desafio para o caso do PK11195
(TURKHEIMER et al., 2015).
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As subsecdes a seguir detalham alguns dos métodos de quantificacdo de imagens de
PET adquiridas com ['C]-(R)-PK11195 apresentados na literatura. Dentre os métodos
apresentados estdo aqueles que serdo investigados nesse estudo, escolhidos por questdes

teoricas, praticas e por limitagdes da coleta de dados.

3.3.2.1 SUVeSUVR

Na analise de imagens estaticas, somente informacgdes semiquantitativas podem ser
obtidas (YODER, 2013), sendo a medida semiquantitativa mais comum o valor de captacdo
padronizada ou SUV (standarized uptake value). O SUV corresponde a concentracdo de
atividade (dada em Bg/ml, por exemplo) na ROl normalizada para a concentracdo de
atividade injetada no sujeito por massa corporal (dada em Bq/kg, por exemplo). O uso do
SUV é vélido com a suposicdo de que o material radioativo foi distribuido igualmente por

todo o corpo (YODER, 2013). A Equacéo 3 apresenta o calculo do valor de SUV.

3)
Aﬁnj / msujeito

onde Croi € a concentracdo de atividade na regido em analise e Aiy a atividade injetada no

sujeito de massa m.

Outra forma de semiquantificacdo é a razdo entre valores de SUV, denominado
SUVR, que € a razdo entre o SUV do tecido de interesse e 0 SUV de um tecido de referéncia

(LOPRESTI et al., 2005). A Equacdo 4 mostra o calculo de desse parametro.

SUVROI — CROI CREF
SUVREF Ainj / msujeito Ainj / msujeito

SUVRREF = @)
onde Crer é a concentracdo de atividade na regifo de referéncia. E possivel observar que o
termo da concentracdo de atividade injetada no sujeito por massa (Ainj / Msujeito) pode ser
simplificado no célculo do SUVR. Por isso, a Equacdo 4 pode ser simplificada para a Equacao

5, como segue:
()

Dessa forma, o SUVR podem ser considerado como a razéo entre concentracGes de
atividade, ou ainda a normalizacdo da concentracdo de atividade em uma ROI para a

concentracdo de atividade na regido de referéncia.
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3.3.2.2 Modelagem cinética

A cinética do [*C]-(R)-PK11195 vem sendo estudada utilizando uma fungio de
entrada obtida através de medidas de concentracdo de atividade em sangue arterial, sendo o
modelo de dois compartimentos reversivel 0 mais adequado, com quatro constantes cinéticas,
como esquematizado na Figura 4 (KROPHOLLER et al., 2006).

Figura 4. Modelo de dois compartimentos reversivel.

Ky k
AN ERLEN
Cplasma Cfree Csp
kz k4
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Modelo de dois compartimentos reversivel com quatro constantes cinéticas, onde “Cpasma” representa a
concentragdo de atividade no plasma, “Cyree” a concentrag@o de atividade livre no tecido e “Csp” representa a
concentracdo de atividade do compartimento de ligacéo especifica. Fonte: Kropholler e colaboradores (2006).

As equacbes 6 e 7 mostram a formulacdo matematica do modelo de dois

compartimentos e as constantes cinéticas que as compde (KROPHOLLER et al., 2006):

dC free (t) _

dt K1Cplasma(t) - (kz + kS)C free (t) + I(4Csp (t) (6)

dC,, (t)
dt

= I(3(: free (t) - k4csp (t) (),

onde Cpiasma representa a concentracdo de atividade no plasma, Cree a concentragdo de
atividade livre no tecido e Csp representa a concentracdo de atividade do compartimento de
ligacdo especifica. A constante K; € a constante de taxa de transferéncia do plasma arterial
para o tecido, k2 a constante de taxa de transferéncia do tecido para o plasma, e ks e ks sdo
constantes de associagdo e dissociacdo, respectivamente, entre os estados livre e de ligacdo

especifica.

3.3.2.3 Métodos de regido de referéncia

Os métodos que utilizam de uma regido de referéncia foram introduzidos no inicio
dos anos 1990, apresentando importante vantagem de evitar amostragem de sangue arterial
durante aquisicdo da imagem de PET (HINZ; BOELLAARD, 2015). Hinz e Boellaard (2015)
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apontaam a vantagem deste método para viabilizar estudos longitudinais, além de eliminar a

necessidade de métodos de identificagcdo de fragbes de metabolitos no plasma.

Para que uma regido seja considerada de referéncia para modelagem cinética ela
deve ser livre de ligacdo especifica com o radiofarmaco, compartilhar somente as ligacGes
livre e ndo-especifica com a regido de expressdo do alvo de imageamento, e ndo ser afetada
pela doenca (HINZ; BOELLAARD, 2015).

Estudos anteriores (DOBLE et al., 1987; HINZ; BOELLAARD, 2015) mostram que
existe uma distribuicio heterogénea dos locais de ligacdo de ['!C]-(R)-PK11195 no cérebro,
com maior ligacdo em estruturas como o nucleo taldmico dorsomedial, o nucleo olivar
inferior da medula e no cortex com moderada densidade no giro cingulado, na insula e no giro
orbital. Estudos post mortem mostram menor ligacdo do [*H]-PK11195 na GM cerebelar do
que na cortical ou nas estruturas diencefalicas. Porém, o cerebelo apresenta ligacdo especifica
com o [*H]-PK11195 (DOBLE et al., 1987; HINZ; BOELLAARD, 2015).

O cerebelo € uma das escolhas frequentes de regido de referéncia nos estudos de
PET, sendo rodeado por seios venosos que possuem significativa concentracdo de TSPO no
tecido endotelial e musculo liso (HINZ; BOELLAARD, 2015; TURKHEIMER et al., 2007;
YAQUB et al., 2012). De fato, é consenso entre os pesquisadores da area que a concentracao
de ligacdo especifica de [C]-(R)-PK11195 no cerebelo ndo é desprezivel, o que leva a
subestimacdo da estimativa dos parametros cinéticos (HINZ; BOELLAARD, 2015). Mesmo
assim, alguns autores defendem a utilizacdo da funcéo de entrada cerebelar, por consideractes

tedricas e praticas (SU et al., 2013).

As secdes a seguir descrevem alguns dos métodos que utilizam regides de referéncia
na quantificacdo de imagens de PET com [*'C]-(R)-PK 11195, encontrados na literatura.

3.3.2.3.1 Modelo simplificado de tecido de referéncia

O modelo simplificado de tecido de referéncia ou SRTM (simplified reference tissue
model), usualmente empregado na estimativa dos valores de BP quando ndo se possui a
funcdo de entrada de plasma, apresenta valores de BP de imagens de PET de [''C]-(R)-
PK11195 pequenos (TURKHEIMER et al., 2007) quando comparados com os obtidos pelos
modelos que utilizam da funcédo de entrada de plasma (KROPHOLLER et al., 2005).
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O SRTM pode ser esquematizado como mostra a Figura 5, com equagdes 8 e 9 0
descrevendo (OIKONEN, 2015).

Figura 5. Modelo de compartimentos com tecido de referéncia.

(WFT of (:’A\TS + (A‘S
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Modelo de compartimentos com tecido de referéncia, onde 0 compartimento na parte superior da figura
representa a concentracdo no tecido com ligacdo especifica (ROI), enquanto o compartimento na parte inferior
da figura representa o tecido de referéncia (cerebelo). Fonte: adaptado de Oikonen (2015).

As equacOes 8 e 9 descrevem o comportamento do SRTM (OIKONEN, 2015):

dC, (t) . dCL(t) Kk,
=R K,Co(t)———2C,(t 8
R GO GO ®
e
Cr (t) = RCr (1) + Ry (k, —k,, )Cq (t) ® ™2 ©),

onde, por definicdo, R, =K, /K", k,, =k,/(1+BP,;) € BP, =k;/k, .

Este modelo é baseado na suposi¢do de que o VT € 0 mesmo para o tecido de interesse
e o tecido utilizado como referéncia (K, /k, = K;'/k,"), e que a cinética do tecido rico em

receptores € tal que ndo € trivial distinguir entre os compartimentos livre e ndo especifico. Ou

seja, a TAC pode ser ajustada ao modelo de compartimento de um tecido.

Criticas sobre a utilizacdo do SRTM incluem o fato de se utilizar uma configuracéo
de compartimentos que ndo foi validada previamente com a utilizacdo de funcdo de entrada
derivada da amostragem de sangue arterial, e a suposicdo de que existe uma regido de
referéncia sem ligacdo especifica de [*'C]-(R)-PK11195 (VENNETI; LOPRESTI; WILEY,
2006).

3.3.2.3.2 Modelo de Logan com tecido de referéncia

O modelo de Logan € um método simples que lineariza os dados para estimacédo de

V7 para ligantes reversiveis (LOGAN et al., 1990). Contudo, tal método necessita de funcdo
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de entrada arterial. Uma alternativa é a utilizacdo de um tecido de referéncia no método de
Logan, proposto por Logan e colaboradores (1996).

O modelo de Logan com tecido de referéncia utiliza de uma equacdo linear
(Equacédo 10) na qual a inclinacdo da curva é equivalente a razdo do Vr entre tecido de
interesse e de referéncia ou DVR (distribution volume ratio), onde DVR = BPnp + 1
(LOGAN et al., 1996). A equacédo linear do modelo que considera o tempo inicial para o
ajuste (t") é escolhido pelo usuério, correspondendo ao ponto no qual aumento significativo da

inclinacdo da reta.

':[CT(T)dT j.CR(Z')dT-I-CE(F)

0 _pVR|L 2_|+b (10)
C: (1) Cr (1)

Esse método considera os dados da regido de referéncia e o valor médio da constante
taxa de troca do tecido para o plasma (IZZ') para estimar e aproximar a informacao obtida pela

funcéo de entrada arterial (LOGAN et al., 1996). Especificamente para [*!C]-(R)-PK11195, a
utilizacdo do modelo de Logan com tecido de referéncia resultou em estimativas de BPnp
acuradas quando comparadas as estimativas obtidas pelo SRTM (KROPHOLLER et al.,
2007). Contudo, no mesmo estudo foi observada tendéncias na presenca de deficiéncias no
fluxo do radiotracador, embora tal tendéncia também seja observada em outros métodos que

utilizam regido de referéncia.

3.3.2.3.3 Anélise de agrupamento

Selecionar uma regido de referéncia na imagem de PET cerebral com [*'C]-(R)-
PK11195 é uma tarefa complicada, uma vez que a micrdglia esta distribuida por todo o
cérebro, e pode até ser encontrada em projecdes de tecido aparentemente saudavel (BANATI,
2002). Uma alternativa para modelos que utilizam regides de referéncia esta no uso da anélise
de agrupamento, que consideram cada volume de elemento de imagem ou voxel (da

aglutinacdo de volume picture element) como um conjunto de classes, chamados algoritmos
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de agrupamento supervisionado® ou SVCA (supervised cluster algorithm) (TURKHEIMER et
al., 2007).

Usualmente os voxels de imagens de PET sdo agrupados por proximidade, utilizando
imagens anatdbmicas de alta resolucdo (imagens por MR), considerando que tais voxels se
comportam cineticamente da mesma forma por estarem anatomicamente proximos. Esse
método de agrupamento ndo considera fatores como os efeitos de volume parcial ou PVE
(partial volume effect) e a heterogeneidade dos voxels (HINZ; BOELLAARD, 2015).

Turkheimer e colaboradores (2007) propuseram um algoritmo de agrupamento
melhorado, capaz de extrair a regido de referéncia para a quantificacdo de imagens de PET de
[1!C]-(R)-PK 11195, ap6s normalizacgéo de cada quadro pela subtragdo da média e divisdo pelo
desvio padrdo. Esse método, denominado SVCAG6, assume que cada TAC é a combinacao
linear ponderada de seis classes cinéticas predefinidas, associadas com: (1) GM com ligagédo
especifica; (2) GM sem ligagdo especifica; (3) WM; (4) sangue; (5) cranio; e (6) regides de
tecido mole (BOELLAARD et al., 2008; TURKHEIMER et al., 2007; YAQUB et al., 2012).
Com a utilizacdo desse algoritmo, as curvas tecido de referéncia extraido apresentaram
conformidade com os resultados obtidos a partir de métodos que utilizam funcdo de entrada
de plasma (TURKHEIMER et al., 2007; YAQUB et al., 2012).

Em 2008, o algoritmo SVCAG foi aperfeicoado com a retirada das classes cinéticas
do osso e do tecido mole, reduzindo o mesmo a quatro classes (SVCA4), melhorando a
precisdo pela reducdo de parametros e eliminacdo de ruido/erros provenientes das regides
externas ao cérebro (BOELLAARD et al., 2008; YAQUB et al., 2012). Entretanto, surgiu a
necessidade de usar imagens anatbmicas, como as imagens por MR, para eliminar as classes
cinéticas do osso e do tecido mole a partir da aplicacdo de uma maéscara para incluir apenas
tecido cerebral (BOELLAARD et al., 2008; YAQUB et al., 2012).

Outros estudos utilizam regido de referéncia derivada da analise de agrupamento
(BANATI et al., 2000; BOELLAARD et al., 2008; POLITIS et al., 2012; SCHWEITZER et
al., 2010; SU et al., 2013; TURKHEIMER et al., 2007; YAQUB et al., 2012) seguida da
aplicacdo do SRTM para geracdo de imagem paramétrica, na qual os valores de pixel
representam BPs (VENNETI; LOPRESTI; WILEY, 2006). A combinacdo do SRTM com
inclusdo de componente que considera a expressao de TSPO na vasculatura, utilizando a

funcdo de entrada obtida a partir do algoritmo SVCA4, apresentou melhores resultados

3 Agrupamento supervisionado é aquele no qual os centroides do agrupamento sdo pré-definidos (HINZ;
BOELLAARD, 2015).
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quando comparada com outras combinag¢bes, como SRTM e SVCA6 (HINZ; BOELLAARD,
2015; YAQUB et al., 2012).

Embora o método da analise de agrupamento seja considerado o melhor método
quantitativo de analise das imagens de PET adquiridas com [*!C]-(R)-PK11195, e possa ser
utilizada como substituta para a fungdo de entrada arterial, ele ndo é vélido quando todo o
cérebro pode estar uniformemente envolvido no processo inflamatério, como pode ocorrer na
EM (YODER, 2013).

3.3.2.3.4 Normalizagéo para regido de referéncia

Anélises mais simplificadas de modelos de regido de referéncia foram propostas
como métodos de semiquantificacdo baseados na normalizacdo da concentracdo de atividade

em uma ROI para uma regido de referéncia.

Dentre esses métodos, o método proposto por Debruyne e colaboradores (2002)
considera como referéncia a média da concentracao de atividade do cérebro inteiro no ultimo
quadro temporal da aquisi¢cdo dindmica (DEBRUYNE et al., 2002), conforme apresenta a

Equacéo 11.

CROI

CREF

Cy (11),

onde C, representa a concentragdo de atividade da ROl (Cgp, ) normalizada, e Crer @

concentracédo de atividade na regido de referéncia.

Para 0 método de Debruyne e colaboradores (2002), Crer € a media da concentragao
de atividade do cérebro inteiro no ultimo quadro temporal da aquisi¢do dinamica. Tal escolha

resultou em medidas semiquantitativas acuradas em voluntarios normais (DEBRUYNE et al.,
2002, 2003).

Outro método similar, proposto por Hammoud e colaboradores (2005), considera
como referéncia (Cr) a média da concentracédo de atividade na WM (HAMMOUD et al.,
2005). Os autores mostraram que esta abordagem resulta em aumento de ligagéo especifica de
[1!C]-(R)-PK11195 em imagens de pacientes portadores do virus HIV (HAMMOUD et al.,
2005).
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Conforme discutido na subsecdo 3.3.2.1 (p. 35), o SUVR € equivalente a
normalizagdo da concentragdo de atividade em uma ROI para uma regido de referéncia.
Portanto, nesse trabalho, os métodos de Debruyne e colaboradores (2002) e Hammoud e

colaboradores (2005) serdo referidos como SUVRpes € SUVRYM, respectivamente.

3.4 DESAFIOS

Melhorias na quantificagdo de imagens de PET com [*C]-(R)-PK11195 vem sendo
obtidas, mas sua acuracia ndo pode ser verificada facilmente, pois os estudos PET com
humanos ndo sdo validados com autorradiografia de receptor post-mortem (BANATI, 2002;
SCHWEITZER et al., 2010). Assim, os valores de BP devem ser tratados como estimativas
(BANATI, 2002). As interpretacGes dos resultados sdo limitadas as relagbes entre areas de
captacido aumentada de [*C]-(R)-PK11195 com patologias conhecidas e sua distribuicio
(BANATI et al., 2000; CAGNIN; GERHARD; BANATI, 2002; CHAUVEAU et al., 2008).

Nas analises que utilizam da teoria de compartimentos com regido de referéncia,
como na geragdo de mapas paramétricos de valores de BP, os valores de BP de [*C]-(R)-
PK11195 sdo subestimados, mas se esse erro € pequeno e consistente entre sujeitos, as
diferencas entre os grupos de pacientes e controles ndo sdo afetadas (BANATI, 2002). Esse
valor de BP subestimado ¢ atribuido tanto a baixa captagdo de [*'C]-(R)-PK11195 no cérebro,
quanto a alta ligacdo ndo-especifica, por sua natureza lipofilica, resultando em uma razéo
sinal-ruido baixa (CHAUVEAU et al., 2008; SCHWEITZER et al., 2010). Além disso, o
[1!C]-(R)-PK11195 apresenta alta variagdo de seu comportamento cinético e deve haver
significativa ativacdo microglial para que seu sinal possa ser detectado em PET
(SCHWEITZER et al., 2010). Além disso, aparentemente existe um platd de ligagdo do [1!C]-
(R)-PK11195 apds ativacdo microglial, e a transformacdo em fagdcito ameboide ndo é

acompanhada de aumento significativo de ligacdo (BANATI, 2002).

Embora melhorias na quantificagdo ja tenham sido alcancadas, a falta de
sensitibilidade e especificidade do [*'C]-(R)-PK11195 tem impedido o desenvolvimento de
um método padronizado de analise que seja aplicavel a todos os sujeitos (CHAUVEAU et al.,
2008; DEBRUYNE et al., 2002; SCHWEITZER et al., 2010). Outras limitagdes da
quantificacdo do [*C]-(R)-PK11195 envolvem o grande tempo de processamento, a
necessidade de alto poder computacional e a disponibilidade de programas especificos para

executar todas as etapas de processamento e andalise das imagens para fins diagnésticos. Além
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disso, existe uma dificuldade importante enfrentada pelos métodos de quantificagdo,
relacionada com a falta de uma regido de referéncia no cérebro verdadeiramente livre de
ligacéo especifica do [*'C]-(R)-PK11195 (CHAUVEAU et al., 2008).

O imageamento de TSPO com PET, em especial da microglia ativada, pode oferecer
uma modalidade ndo-invasiva para diagndstico precoce de doengas do SNC, desde que
melhorias na quantificacdo sejam realizadas. Além disso, as imagens poderiam ser utilizadas
como estratégia de verificacdo da progressdo da doenca e resposta a tratamentos, bem como
sua eficiéncia (SCHWEITZER et al., 2010; VENNETI; LOPRESTI; WILEY, 2006).

Uma vez que os estudos ja realizados sdo majoritariamente transversais, maiores
investigacGes sdo necessarias para esclarecer o comportamento longitudinal da captacdo de
[1!C]-(R)-PK11195 no cérebro, buscando verificar se ele pode representar uma ferramenta no
auxilio de evolucéo patoldgica e progressao das doencas (POLITIS et al., 2012; VERSIJPT et
al., 2005).

Esta pesquisa pretende investigar as limitagbes e potencialidades de diferentes
métodos de quantificacdo absoluta e semiquantificacdo em estudos PET neuroldgicos
utilizando o radiofarmaco [**C]-(R)-PK11195.
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4 MATERIAIS E METODOS

As secOes a seguir apresentam o contexto no qual este estudo estd inserido e 0s

materiais e métodos utilizados nessa dissertagéo.

4.1 CONTEXTO DO ESTUDO CLINICO

A pesquisa desenvolvida e descrita nessa dissertacdo faz parte do estudo intitulado
“Avaliagao da ativagdo microglial pelo PET/CT e associagdo com o aparecimento de lesdes
na Ressondncia Magnética em pacientes com Esclerose Multipla remitente-recorrente
submetidos a tratamento com fingolimode”, projeto com CAAE 23949813.7.0000.5336,
aprovado em 06 de junho de 2015, sob parecer 1.094.228. Realizado no Instituto do Cérebro
do Rio Grande do Sul na PUCRS, esse estudo possui por objetivo verificar a associacdo da
ativacdo microglial com dados clinicos, neuropsicolégicos e extraidos de imagens
moleculares e funcionais (BECKER et al., 2013).

Para o desenvolvimento do estudo foram adquiridas, no mesmo dia ou em dias
subsequentes, imagens de PET/CT utilizando [*!C]-(R)-PK11195 e por MR de individuos
voluntarios. O radiotracador [*!C]-(R)-PK11195 foi produzido pelo laboratério do Centro de
Producéo de Radiofarmacos do Instituto do Cérebro da PUCRS (BECKER et al., 2013).

As aquisicbes foram realizadas em modo lista em um equipamento de PET/CT da
marca GE Healthcare, modelo Discovery 600, com cristais detectores tipo 6xido de germanio
bismuto (BGO). As imagens PET/CT foram reconstruidas com 300 mm de campo de visdo,
utilizando o algoritmo iterativo VUE Point HD, frequéncia de corte do filtro de suavizacéo de
4,0 mm, 32 subconjuntos e duas iteracdes. A matriz da imagem possui 192x192 pixels, 16-
bits por pixel (resolucdo de 0,640 pixels/mm), tamanho de pixel de 1,56x1,56 mm? e 47 cortes
axiais de 3,27 mm de espessura cada. A atenuacdo € corrigida utilizando a imagem de CT
adquirida imediatamente antes da aquisicdo da PET. Demais correcdes necessarias para
quantificacdo (normalizacdo, decaimento, espalhamento e deteccbes aleatorias) também
foram aplicadas na imagem de PET/CT (BECKER et al., 2013).

As imagens por MR foram adquiridas em um equipamento GE Healthcare Signa
HDxt de 3,0 T. Foram adquiridas imagens de MR: (1) de sequéncia FLAIR (recuperacdo de
inversdo de atenuacdo de fluido, do inglés, fluid attenuation inversion recovery) isotrépico

3D, com tempo de repeticdo de 6000 ms; tempo de eco de 125 ms; campo de visdo de
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220 mm; com voxels isotropicos de 1 mm (HAJNAL et al., 1992); e (2) estruturais de alta
resolucdo ponderadas em T1 utilizando sequéncia BRAVO™ (volume do cérebro, do inglés,
brain volume), da GE Healthcare, com tempo de repeticdo de 2400 ms; tempo de eco de
16 ms; campo de visdo de 220 mm; com voxels isotrépicos de 1 mm . As imagens ponderadas
em T1 apresentam matriz de 512x512x196 pixels (240,03x240,03x196,00 mm?), 16-bits por
pixel, resolucéo de 2,133 pixels/mm, tamanho de voxel de 0,47x0,47x1,00 mm?, e intervalo de
quadros de 6,12 ms (BECKER et al., 2013). A Figura 6 apresenta 0s equipamentos nos quais
as imagens de PET/CT e por MR foram adquiridas (GE HEALTHCARE, 2014, 2016).

Figura 6. Equipamentos GE Healthcare nos quais as aquisi¢des ocorreréo.
1

7
‘x —r

Equipamentos GE Healthcare utilizados nas aquisi¢des. ESQUERDA: Discovery 600. DIREITA: Signa HDxt de
3,0 T. Fontes: GE Healthcare (2014, 2016).

Os voluntarios foram divididos em pacientes que possuem diagndstico de EM de
inicio remitente-recorrente, confirmado por neurologista, e voluntarios saudaveis (grupo
controle, nessa dissertacédo referido como grupo C). O grupo de pacientes com EM remitente-

recorrente foi dividido em dois subgrupos (BECKER et al., 2013), conforme segue:

1. Subgrupo cuja numeracdo inicia com 0 (zero), aqui referido como grupo PO:
pacientes em uso de tratamento por droga imunomoduladora (interferon beta
ou glatiramer) por, pelo menos, seis meses antes da inclusdo no estudo; e

2. Subgrupo cuja numeracdo inicia com 1 (um), aqui referido como grupo P1:

virgens de tratamento.

Além das divisdes descritas anteriormente, os critérios de inclusdo incluem idade
entre 18 e 60 anos, escore entre 0 € 5,5 na escala EDSS, e com ultimo surto da EM h& mais de

trés meses.

Todos os voluntarios tiveram imagens adquiridas no inicio do estudo e repetirdo
todos os exames e avaliagches em seis, doze e vinte e quatro meses apos a visita inicial. As
visitas foram enumeradas de um a quatro: (V1) visita inicial; (V2) visita seis meses ap0s V1,
(V3) visita 12 meses apds V1; e (V4) visita 24 meses apés V1 (BECKER et al., 2013).

A Tabela 2 contém um resumo das informacdes bésicas dos trés grupos do estudo até

a data de finalizacéo dessa dissertacao.



Tabela 2. InformagGes basicas dos voluntarios.

Grupo PO Grupo P1 Grupo C
Numeragéo 001a012 101 a 112 501 a 509
Amostra 12 12 5
Sexo 06/06 08/04 03/06

(Feminino/Masculino)
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Dados basicos resumidos dos voluntarios incluidos no estudo de Becker e colaboradores (2013). Dados obtidos

até a data de finalizacdo dessa dissertacdo. Fonte: banco de dados do projeto (BECKER et al., 2013).

A subsecdo a seguir apresenta detalhes das amostras utilizadas nas analises realizadas

ao longo do estudo.

4.1.1 AMOSTRAS E COLETA DE DADOS

A Tabela 3 reine informacdes coletadas na visita inicial sobre os participantes. No

momento da finalizacdo dessa dissertacdo, o estudo estava na etapa da V3. As amostras

utilizadas nas andlises descritas nessa dissertacdo contam com participantes das visitas 1 a 3.

Tabela 3. Informacg6es dos participantes coletadas na visita inicial.

N Tempode NUmero

Participante (I;j:gse) Mgtzglaiﬁao EDSS Doenga de
(anos) Surtos

001 18,8  Avonex 2,0 34 4
002 24,1 Rebif 15 9,4 11
003 26,8 Rebif 15 7,2 3
004 20,7 Rebif 1,0 0,8 1

e 005 26,0 Interferon 4,5 0,4 2
=3 006 28,9 Avonex 1,0 1,0 2
] 007 30,8 Rebif 4,0 6,9 4
O] 008 29,5 Interferon 1,0 5,8 4
009 33,2 Interferon 2,5 - -
010 46,1 Rebif 4,0 1,7 2
011 36,0 Copaxone 3,0 11,2 5
012 18,9 Betaferon 0,0 - -
101 30,5 - 0,0 0,5 1
102 32,6 - 2,0 2,3 2
103 33,3 - 5,0 11,7 3
104 22,6 - 2,0 0,2 1

5 105 35,9 - 1,0 0,4 2
g 106 35,8 - 5,0 0,9 2
] 107 44,9 - 2,0 5,7 2
O] 108 40,5 - 5,0 0,6 2
109 20,1 - 1,5 0,2 1
110 22,2 - - - -
111 26,8 - 4,5 1,2 2
112 20,4 - 3,0 2,3 2
501 21,5 - - - -

O 502 20,6 - - - -
g 505 27,6 - - - -
2 506 28,1 - - - -
O 507 249 - - - -
509 35,7 - - - -

Informagdes dos participantes do estudo coletadas na visita inicial. Fonte: banco de dados do projeto (BECKER
et al., 2013).
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A Tabela 4 apresenta detalhes dos dados da amostra, incluindo a atividade do

radiofarmaco [*!C]-(R)-PK11195 administrada, em megabecquerel (MBq), a cada individuo.

Tabela 4. Informac6es das amostras das trés visitas dos participantes.

Visita 1 Visita 2 Visita 3
Participante Atividade Atividade Atividade
Data Exame (MBq) Data Exame (MBq) Data Exame (MBq)
001 25/03/2015 392,2 18/09/2015 437,7 18/03/2016 404,3
002 27/03/2015 510,6 05/10/2015 415,1 06/04/2016 392,2
003 01/04/2015 457,3 30/09/2015 651,6 13/04/2016 367,0
< 004 27/03/2015 476,6 28/09/2015 365,2 04/04/2016 261,0
g 005 01/04/2015 695,6 - - - -
> 006 18/05/2015 726,3 16/11/2015 565,0 06/05/2016 347,6
C] 007 25/05/2015 561,7 23/11/2015 469,1 01/06/2016 3411
008 01/06/2015 547,2 - - - -
010 03/07/2015 503,9 - - - -
012 14/09/2015 600,1 04/03/2016 464,7 - -
101 06/04/2015 703,7 16/10/2015 561,3 13/04/2016 411,4
103 25/03/2015 435,9 21/09/2015 644,2 - -
104 30/03/2015 490,6 02/10/2015 528,0 - -
g 105 15/05/2015 568,7 - - - -
S 106 22/05/2015 566,1 20/11/2015 640,1 10/06/2016 400,3
= 107 29/05/2015 623,5 27/11/2015 560,5 13/05/2016 358,5
O] 108 12/06/2015 650,5 14/12/2015 549,5 10/06/2016 350,8
109 06/07/2015 517,3 20/01/2016 423,6 - -
110 31/08/2015 644,2 15/02/2016 566,1 - -
112 23/09/2015 511,7 09/03/2016 417,7 - -
501 13/07/2015 736,3 29/01/2016 354,6 - -
O 502 01/07/2015 595,0 01/06/2016 4225 - -
g 505 21/10/2015 566,1 09/05/2016 365,2 - -
= 506 28/10/2015 698,6 - - - -
o 507 04/11/2015 527,6 - - - -
509 11/05/2016 370,0 - - - -

InformagGes das amostras das trés visitas dos participantes: data e atividade de [**C]-(R)-PK11195 administrada
aos participantes para aquisi¢do da imagem de PET/CT. Alguns participantes foram excluidos das amostras ou

ainda ndo realizaram V2 e/ou V3. Destacados em cor cinza estdo os participantes que serdo utilizados nas

anélises longitudinais por possuirem, no momento da escrita dessa dissertacdo, imagens de trés visitas. Fonte:
banco de dados do projeto (BECKER et al., 2013).

4.2 PREPARACAO, PROCESSAMENTO E EXTRACAO DOS DADOS

As subsecGes que seguem apresentam os métodos utilizados para extracdo das

imagens da estacdo de trabalho, preparacdo e processamento para extracdo dos dados e

posterior quantificacao.

Devido ao fato das imagens de PET/CT adquiridas com [*'C]-(R)-PK11195 estarem

em modo lista, € necessario que o usuario selecione a forma como a imagem final sera

extraida da estacdo de trabalho, podendo ser tanto uma imagem dindmica, quanto estatica.

Dessa forma, uma escolha importante na reformatacéo das imagens para extracdo da estagdo
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de trabalho é a amostragem temporal das imagens dinamicas e o intervalo temporal que seré

utilizado para construir a imagem estatica.

Ap0s a extracdo das imagens da estacdo de trabalho, na etapa de processamento, é
necessario que ambas as imagens, PET/CT e MR, sejam corregistradas. As imagens de
PET/CT adquiridas com [*C]-(R)-PK11195 foram corregistradas com sua respectiva imagem
por MR com informag&o anatdmica (ponderada em T1) utilizando o programa SPM8 (The
Wellcome Trust Centre for Neuroimaging, Institute of Neurology, University College
London), que utiliza o método proposto por Collignon e colaboradores (1995), com alteracéo
na funcdo de custo, para tornd-la mais suave (ASHBURNER et al., 2012). O corregistro
corresponde ao alinhamento espacial por transformacao de corpo rigido (translacdo e rotacao
em todos os eixos) entre as imagens de PET/CT e por MR (COLLIGNON et al., 1995), sendo

a imagem de PET/CT considerada a referéncia, de modo a nao afetar a quantificagéo.

Para o corregistro das imagens de PET/CT dinamicas é necessério utilizar um
intervalo temporal especifico para geracdo de imagem estatica, que € utilizada no corregistro.
Embora ndo exista consenso na literatura sobre qual intervalo temporal da imagem de
PET/CT dinamica deva ser utilizado no caso do [*C]-(R)-PK11195, nesse estudo sera
utilizado o intervalo temporal de 40s a 7 min e 30 s, por ter apresentado melhor contraste
entre GM e WM (média da razdo GM/WM 1,68 + 0,83) e entre GM e CSF (média da razdo
GM/CSF 2,29 +1,10). Além disso, o intervalo temporal escolhido apresenta bordas do
cérebro e entre estruturas visualmente mais definidas, parametro importante no corregistro
(KIEBEL et al., 1997).

A Figura 7 apresenta uma imagem de PET/CT e sua respectiva imagem por MR ap06s

corregistro, nas quais a cruz representa a mesma regido em ambas as imagens.

Figura 7. Exemplo de imagens de PET/CT e por MR corregistradas.

Exemplo de imagens PET/CT e por MR corregistradas, nas quais a cruz representa a mesma regido do cérebro.
Fonte: o autor (2016).
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Além do corregistro, também utiliza-se 0 SPM8 para a segmentacdo das imagens de
MR em GM, WM e CSF e reformatacdo no seu nimero de cortes para que apresentem o

mesmo numero de cortes que a imagem de PET/CT correspondente.

Para a extracdo dos dados, aplicou-se um atlas na imagem de MR a fim de se obter
0s volumes de interesse ou VOIs (volumes of interest), posteriormente aplicadas na imagem
de PET/CT (SVARER et al., 2005). O atlas utilizado, desenvolvido por Svarer e
colaboradores (2005), utiliza de um mapa de probabilidades elaborado a partir de imagens por
MR de diversos sujeitos. Tal mapa de probabilidade na delineacdo automatica das VOIs é
uma forma rapida e reprodutivel de se obter informagdes quantitativas de diferentes regides
do cérebro, apresentando bons resultados até mesmo em sujeitos idosos com consideravel
atrofia cerebral (SVARER et al., 2005).

O diagrama de blocos apresentado na Figura 8 mostra as etapas de aquisicdo e pré-

processamento das imagens em um esquema generalizado.

Figura 8. Diagrama de blocos com etapas de aquisi¢do dos dados.
Imagens Preparacao dos Dados

Aquisigao Processamento
Imagens Dinamica N Extragao
PET g SPMB Aplicagaol | =" 0F
Amostragem temporal Corregistro de atlas dados
ﬁ L Segmentacédo

Processamento

Sujeito

Administracdo do
radiofdrmaco (PET)
[ —————

Diagrama de blocos apresentando as etapas gerais de aquisi¢cdo das imagens, processamento e extragdo dos
dados. Em destaque esta a etapa de preparacdo das imagens para que possam ser processadas, aplicacdo do atlas
e extracdo dos dados. Fonte: o autor (2016).

SPM8 Aplicacao L) Ex‘t;:;;ao
Intervalo temporal Corregistro de atlas dados
Segmentacédo

Imagens Estatica

Embora o corregistro e a segmentacdo sejam feitas pelo SPM8, utilizou-se a interface
do programa PVELab para o processamento, aplicacdo de atlas e extracdo de dados
(QUARANTELLI et al., 2004; RASK et al., 2004). PVELab é uma ferramenta implementada
em MATLAB® (The MathWorks, Inc.) desenvolvida com proposito de corrigir os PVE em
imagens cerebrais de baixa resolucdo espacial, o que inclui as etapas descritas anteriormente.
Ainda que seu proposito seja a correcdo do PVE, essa etapa ndo é obrigatdria para extragédo

dos dados.

PVELab possui como entrada uma imagem de PET/CT e sua respectiva imagem de
MR. No caso de algum erro durante o processamento das imagens, o PVELab informa o erro
e 0 processo para até que o problema seja resolvido. O fluxograma da Figura 9 apresenta as

etapas realizadas pela ferramenta PVELab.
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Figura 9. Fluxograma das etapas de processamento das imagens de PET/CT e MR cerebrais para extracdo dos
dados.

Entradas ) kB ]

e . o .
e P Abrir = ~-_Sim . L . gim .
& ~ N =< Correto? >~ Corregistro |+ Correto? >3 Segmentacdo
Amagem™, /Tmagem®, imagens | ool g -~ DITeto” . 9 ¢ j|

S

MR ANPET ndo |’ — T BN

nao

[

Extracdo |sim = ™
racdo > >
& < Correto?>
dos dados —
e
& -

nao

e

- T
<.,E..0rretq./,. nEo
=

(Extracted_data 50>
Fluxograma das etapas de pré-processamento e processamento das imagens de PET/CT e MR cerebrais para

extragdo dos dados. As etapas descritas podem ser realizadas utilizando diferentes métodos e parametros,
dependendo da escolha do usudrio. Fonte: o autor (2016).

Todas as imagens por MR foram corrigidas para ndo homogeneidade do campo
magnético do equipamento (JUNTU et al., 2005) utilizando FSL (JENKINSON et al., 2012).
Neste trabalho nédo foi realizada corre¢do de movimento nas imagens, uma vez que a correcao
€ necessaria quando a magnitude do movimento é significativa em comparacdo com a
resolucdo espacial da imagem (JIN et al., 2013). Para o equipamento PET do estudo, cuja
resolucdo espacial é de 4,9 mm (DE PONTI; MORZENTI; GUERRA, 2011), as imagens ndo

apresentaram movimento significativo para que a correcdo fosse necessaria.

4.2.1 PREPARACAO DAS IMAGENS DINAMICAS

Conforme descrito no projeto de Becker e colaboradores (2013), as aquisi¢fes das
imagens de PET/CT de [*C]-(R)-PK11195 foram iniciadas cerca de 30 segundos antes da
injecdo do radiotracador. Contudo, esse intervalo de tempo ndo foi incluido na reformatagéo
das imagens dinamicas. Considerou-se o inicio da aquisicdo quando a taxa de contagens no
equipamento atinge 10 kCts/s, de modo a garantir que os 60 minutos da imagem contenham a
aquisicdo completa. Decidiu-se que esse valor seria utilizado como inicio da aquisicdo para
evitar que quadros temporais iniciais apresentassem valor de concentracdo de atividade nula,

0 que acontece guando o inicio da imagem ndo condiz com o inicio da aquisicao.

Observou-se, nas TACs analisadas nessa dissertacéo, que o pico da TAC acontece no
primeiro minuto da aquisicdo no caso de imagens de PET/CT adquiridas com [*C]-(R)-
PK11195, ou seja, onde a maior variacdo acontece, sendo que os demais pontos da curva
correspondem majoritariamente ao processo de eliminacdo do radiotracador do cérebro. O
Gréfico 1 apresenta um exemplo de TAC na qual a localizagdo temporal do primeiro minuto

pode ser observado.
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Gréfico 1. Exemplo de TAC de [*'C]-(R)-PK11195.
Exemplo de TAC de ['"'C]-(R)-PK11195

Concentragio de Atividade (x10° Bq/mL)

0 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000 3300 3600
Tempo (s)

Exemplo de TAC extraida de imagem de PET/CT adquirida com [*'C]-(R)-PK11195. A linha cinza tracejada
representa o final do primeiro minuto. Fonte: o autor (2016).

As amostragens temporais encontradas na literatura podem gerar TACs inadequadas
por ndo apresentarem pontos suficientes no primeiro minuto de aquisi¢cdo. Das amostragens
temporais utilizadas nas imagens dindmicas de PET/CT adquiridas com [*!C]-(R)-PK11195
apresentadas na literatura, a que melhor discretiza o primeiro minuto de aquisicdo,
correspondente ao momento de captacdo inicial do radiofarmaco no cérebro, é a que possui 22
quadros temporais (KROPHOLLER et al., 2005; SCHUITEMAKER et al., 2007a, 2007b;
YAQUB et al., 2012), ver subsecao 3.3.1.1 (p. 31) para maiores detalhes.

Foi proposto, neste trabalho, um estudo sobre a amostragem temporal das imagens de
PET/CT, buscando gerar curvas de atividade ao longo do tempo de forma acurada, mantendo
seu formato proximo ao real. Para isso, 0 primeiro minuto de aquisi¢do foi amostrado em 12
quadros temporais de 5 segundos e as curvas geradas analisadas. Para esta avaliacdo, uma
amostra menor do estudo foi utilizada, contendo seis imagens de PET/CT e suas respectivas
imagens por MR.

A Tabela 5 apresenta a comparacdo entre a amostragem temporal proposta nesse
estudo e a amostragem utilizada por Kropholler (2005), Schuitemaker (2007a, 2007b) e

Yaqub (2012), e seus respectivos colaboradores.

Foram analisadas as médias dos primeiros pontos adquiridos a partir dos 12 quadros
temporais de 5 segundos. Razdes entre as médias também foram avaliadas, visando identificar
como e quais dos 12 quadros temporais podem ser unidos de modo a preservar TACs 0 mais

préximo do real possivel.
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Tabela 5. Amostragens temporais consideradas.
Amostragem temporal
apresentada na literatura

Modificagdo da amostragem
temporal escolhida

escolhida
NGmero de Intervalo de NGmero de Intervalo de
tempo de cada tempo de cada
quadros quadros
temporais quadro temporais quadro temporal
temporal (s) )
1 30 - -
1 15
1 5
1 10 12 5
2 15
2 30 2 30
3 60 3 60
! 150 : 150
5 300 5 300
2 600 2 600
22 3630 28 3600

Amostragens temporais consideradas no estudo da modificacdo de uma amostragem temporal apresentada na
literatura para verificacdo das TACs no primeiro minuto de aquisi¢do. Em destaque em cor cinza, esta o intervalo
de tempo proposto neste trabalho para o primeiro minuto. Fontes: Kropholler (2005), Schuitemaker (20074,
2007b) e Yaqub (2012), e seus respectivos colaboradores, e 0 autor (2016).

4.2.2 PREPARACAO DAS IMAGENS ESTATICAS

Métodos semiquantitativos de [*'C]-(R)-PK11195 sdo aplicados em imagens de
PET/CT reformatadas a partir de um intervalo temporal da aquisicdo. Entretanto, ndo existe
consenso na literatura sobre qual intervalo temporal a ser utilizado na aplicacdo desses
métodos (ANDERSON et al., 2007; DEBRUYNE et al., 2002; HAMMOUD et al., 2005;
KUMAR et al., 2012; POLITIS et al., 2012; SCHUITEMAKER et al., 2007a; VERSIJPT et
al., 2005).

Para investigar o intervalo temporal que resulta em informaces semiquantitativas
que melhor diferenciam estatisticamente os pacientes com EM dos individuos saudaveis, foi
investigado o comportamento da captacdo de [*'C]-(R)-PK11195 nas regides justacortical e
periventricular (JP), nas lesdes e nas bordas das les6es, em imagens de PET/CT reformatadas

em diferentes intervalos temporais.

Foram aplicados trés metodos semiquantitativos nas imagens de PET/CT, buscando o
método e intervalo temporal capazes de diferenciar estatisticamente os pacientes com EM dos

individuos saudaveis.
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As imagens de PET/CT foram reformatadas a partir da média de alguns dos

intervalos temporais descritos na literatura, conforme apresentado anteriormente:
(A)0 a 60 min (POLITIS et al., 2012) (toda aquisicao);
(B)5 a 20 min (KUMAR et al., 2012) (15 min, apés perfuséo);
(C)5a30 min (ANDERSON et al., 2007) (25 min, apds perfuséo);
(D) 10 a 60 min (HAMMOUD et al., 2005) (altimos 50 min);
(E) 30 a 60 min (SCHUITEMAKER et al., 2007a) (Gltimos 30 min); e

(F) 40 a 60 min (DEBRUYNE et al., 2002; VERSIJPT et al., 2005) (altimos 20 min).

4.2.3 REGIOES DE INTERESSE PARA EXTRACAO DOS DADOS

A extracdo dos dados das regifes JP foi realizada utilizando méscaras das regides de
GM e WM, previamente segmentadas a partir da imagem de MR original, aplicando a
operacdo morfologica de erosdo e considerando a regido comum as duas mascaras. As lesdes
foram segmentadas a partir das imagens por MR ponderadas em sequéncia FLAIR isotropico
utilizando a ferramenta LST (http://www.applied-statistics.de/lst.html) do SPM8, sendo a
segmentacdo feita pelo algoritmo de crescimento de leséo (SCHMIDT et al., 2012). Para
incluir a vizinhanca das lesbes, foi realizada uma operacdo de abertura morfoldgica
(GONZALEZ; WOODS, 2007). As mascaras das lesdes foram colocadas no mesmo espaco
das imagens por MR ponderadas em T1, previamente corregistradas com as imagens de
PET/CT. A figura a seguir (Figura 10) apresenta exemplo de mascara utilizada na extracéo

dos dados.

Figura 10. Exemplos de mascaras utilizadas na extragdo dos dados das imagens de PET/CT.

Exemplo de méscara utilizada na extracdo de dados das imagens de PET/CT. ESQUERDA: méscara de leGes
sobreposta a imagem por MR ponderada em T1, onde a regido em branco representa os BNs. DIREITA: mascara
obtida a partir da interface entre a GM e a WM, onde as regides JP (em branco) sdo as de interesse. Fonte: o
autor (2016).
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Também foram extraidos dados das regides do cerebelo e talamo. O cerebelo foi
utilizado como referéncia para calculo dos pardmetros cinéticos (como BPnp e R1) utilizando
SRTM (LAMMERTSMA; HUME, 1996) e Logan Plot com tecido de referéncia (LOGAN et
al., 1996). O talamo foi escolhido por ser uma escolha frequente de ROI nos estudos sobre
neuroimagens na literatura (KROPHOLLER et al., 2005; SCHUITEMAKER et al., 2007b;
YAQUB et al., 2012) por apresentar significativa ligagdo especifica de [*'C]-(R)-PK11195
(KUMAR et al., 2012).

43 METODOS DE QUANTIFICACAO

Os métodos de quantificagdo das imagens de PET/CT adquiridas com [*C]-(R)-
PK11195 utilizados nesse estudo foram o SRTM e o método de Logan com tecido de
referéncia, para as imagens dindmicas, de modo que as saidas foram valores de BPnp € R1
(mais detalhes podem ser encontrados na subsecdo 3.3.2.3, p. 36). No caso das imagens
estaticas, foram utilizados distintos métodos de semiquantificacdo, entre os quais os métodos
de SUV, SUVRpes, SUVR"M e SUVR®® (para maiores detalhes, ver subse¢des 3.3.2.1, p. 35,

e 3.3.2.3.4, p. 41. O SUVR®® considera o cerebelo como regido de referéncia).

A extracdo dos dados foi realizada utilizando os programas PVELab e Imagel
(http://imagej.nih.gov/ij/). Diferengas entre os grupos (pacientes com MS e controles) e visitas
(comparacdo do mesmo grupo nas V1, V2 e V3) foram avaliadas com a aplicacdo de teste t
Student nas analises de definicdo do intervalo temporal e nas analises transversal e
longitudinal. A normalidade dos dados foi testada com o teste Shapiro-Wilk utilizando o
programa SPSS versdo 17.0.0 (SPSS, Heverlee, Bélgica). O coeficiente de correlacdo de
postos de Spearman foi utilizado na verificacdo de correlacdo de EDSS, tempo de doenga,
nimero de surtos e idade com os valores resultantes da aplicacdo dos métodos

semiquantitativos nas analises de defini¢do do intervalo temporal.

4.4 ANALISES TRANSVERSAL E LONGITUDINAL

Apbs definidas as etapas de pré-processamento, foram realizadas analises transversal
e longitudinal de uma amostra de pacientes de EM e grupo controle do estudo clinico descrito
anteriormente (subsecgdo 4.1, p. 44). A analise transversal foi realizada utilizando as imagens
adquiridas dos participantes durante a visita inicial, onde foram verificadas diferencas

estatisticas entre os trés grupos (PO, P1 e C). Ja a analise longitudinal foi realizada de um
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grupo de participantes que realizaram todas as trés visitas V1, V2 e V3. Desse modo, foi
realizada analise estatistica entre visita inicial e V2, e entre visita inicial, V2 e V3, buscando
verificar o comportamento da captacdo de [*'C]-(R)-PK11195 das imagens de PET/CT, de

acordo com as hipdteses descritas a seguir:

1. Grupo C: ndo deve haver diferenca estatistica entre V1 e V2, pois tratam-se
de individuos do grupo controle;

2. Grupo PO: ndo deve haver diferenca estatistica entre V1, V2 e V3 OU a
captacdo deve ser menor em V2 e V3 em relacdo a V1, pois 0s pacientes
encontravam-se em tratamento prévio e mudam a medicacdo para
fingolimode ap6s V2 (hipdtese baseada resposta positiva ao medicamento); e

3. Grupo P1: a captacdo deve ser menor em V2 e V3 em relacdo a V1, pois 0s
pacientes ndo realizavam tratamento prévio e passam a ser medicados com

fingolimode apos V1 (hipdtese baseada resposta positiva ao medicamento).

O coeficiente de correlacéo linear foi utilizado na verificagdo de correlagdo entre a

diferenca de tempo entre visitas e os resultados obtidos a partir dos métodos analisados.

Tais analises foram realizadas visando encontrar o método e ROl capazes de
diferenciar grupos e/ou capazes de oferecer indicativos para diagndstico precoce, estratégia de
verificacdo da progressdo da doenca e/ou resposta a tratamentos, bem como sua eficiéncia,
além de verificar se potencialmente poderiam auxiliar na evolugdo patolégica e progressao da
EM.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Esta secdo apresenta os resultados e as discussdes das analises descritas nessa
dissertacéo.

5.1 PREPARACAO E PROCESSAMENTO DAS IMAGENS

5.1.1 PREPARAGAO DAS IMAGENS DINAMICAS

Com o objetivo de estudar a amostragem temporal das imagens de PET/CT, de modo
que as TACs pudessem ser geradas de forma acurada, mantendo seu formato proximo ao real,
foram reformatadas imagens de 6 (seis) participantes do estudo (quatro pacientes com EM e
dois sujeitos do grupo controles), com o primeiro minuto de aquisicdo apresentando 12
quadros temporais de cinco segundos.

A amostra contou com dois representantes de cada grupo (PO, P1 e C) da visita
inicial, com idade (25 £ 7) anos, minimo de 20 anos e maximo de 40 anos, e massa de
(68 + 13) kg, minimo de 47 kg e maximo de 89 kg. A atividade administrada de [*'C]-(R)-
PK11195 para aquisicdo das imagens de PET/CT foi de (577 £ 94) MBq [(15,6 = 2,5) mCi],
com atividade minima de 477 MBg e maxima de 736 MBq.

As TACs foram geradas e calculou-se a média de cada regido do atlas de Svarer e
colaboradores (2005). O Grafico 2 apresenta as curvas obtidas a partir da média das ROIs dos

pacientes com EM do tipo remitente-recorrente e controles.

Gréfico 2. TACs do primeiro minuto obtidas a partir da média das regides dos pacientes e controles utilizando 12
quadros temporais de cinco segundos.

Meédia das TACs no primeiro minuto das imagens dos pacientes
com esclerose miltipla e controles saudaveis
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TACs do primeiro minuto obtidas a partir da média das regides dos pacientes e controles (n = 6) escolhidos na
analise da amostragem temporal, utilizando 12 quadros temporais de cinco segundos. Fonte: o autor (2016).
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Pode ser observado que os dois primeiros pontos da curva média (pontos (1) e (2))
apresentam valores muito préximo ao zero, o que indica que podem ser adquiridos a partir de
um Unico quadro temporal, representando o intervalo de tempo no qual o radiotracador ainda
ndo chegou de forma significativa ao cérebro. Adicionalmente, o ponto (3) da curva média
também pode ser incluido em um Unico quadro temporal com os dois anteriores, uma vez que
a razdo entre a média dos trés primeiros pontos e a media dos demais pontos da curva média
resulta em 0,05. Assim, os trés primeiros pontos da curva média (pontos (1), (2) e (3)),
mesmo incluidos em um Unico quadro temporal, contribuem com valor muito pequeno,
quando comparado com os demais, de modo que um Unico quadro temporal inicial de
15 segundos € suficiente para geracdo das TACs. Tal resultado vem ao encontro da
amostragem temporal utilizada como referéncia, que apresenta um quadro de 15 segundos no
inicio da aquisicdo (KROPHOLLER et al., 2005; SCHUITEMAKER et al., 2007a, 2007b;
YAQUB et al., 2012).

Os trés pontos seguintes da curva média, provenientes dos quadros temporais (4) a
(6), visualmente, apresentam diferencas entre si, formando o0 momento de maior variacdo dos
valores na subida da TAC, de modo que ndo devem ser unidos em um dnico quadro temporal
para ndo comprometerem o formato original da curva. Esse resultado vem ao encontro com
estudos como os de Anderson (2007), Giannetti (2014), Kropholler (2005), Politis (2012),
Schuitemaker (2007a, 2007b), Su (2013), Turkheimer (2007) e Yaqub (2012), e seus
respectivos colaboradores, que separam 0s quadros temporais (4) a (6) em um quadro de
5 segundos e um de 10 segundos. Também Mourik e colaboradores (2009) concluiram que,
idealmente, o quadro de 10 segundos devesse ser separado em dois quadros de 5 segundos
(MOURIK et al., 2009).

Por fim, os quadros (7) a (12) ndo apresentam variacdo significativa entre ROIs e
participantes, tanto visualmente, quanto quantitativamente (variacdo, calculada como razédo
entre o desvio padrdo e a média, foi de 0,15 para todo o cérebro). Dessa forma, decidiu-se que
0s quadros (7) a (12) seriam unidos em trés quadros de 10 segundos cada. A utilizagéo de trés
quadros temporais de 10 segundos cada néo difere significativamente da utilizacdo de dois
quadros temporais de 15 segundos cada da amostragem temporal utilizada como referéncia.
Além disso, outros estudos utilizam de quadros de 10 segundos na segunda metade do
primeiro minuto (DEBRUYNE et al., 2002, 2003; VERSIJPT et al., 2005). O Grafico 3
apresenta o primeiro minuto das TACs dos pacientes utilizados na analise da amostragem

temporal utilizando a amostragem temporal sugerida. A tabela a seguir (Tabela 6) mostra a
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amostragem temporal modificada sugerida e utilizada nesse trabalho para analise de todos o0s
dados subsequentes.

Gréafico 3. TACs do primeiro minuto obtidas a partir da média das regides dos pacientes e controles utilizando
amostragem temporal sugerida.
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TACs do primeiro minuto obtidas a partir da média das regides dos pacientes e controles (n = 6) utilizando
amostragem temporal sugerida. Fonte: o autor (2016).

Tabela 6. Amostragem temporal modificada sugerida.

NUmero de Intervalo de
quadros tempo de cada
temporais quadro temporal
1 15
3 5
3 10
2 30
3 60
4 150
5 300
2 600
23 3600

Amostragem temporal sugerida, sendo esta uma modificacdo de uma amostragem temporal encontrada na
literatura (KROPHOLLER et al., 2005; SCHUITEMAKER et al., 2007a, 2007b; YAQUB et al., 2012). Tal
amostragem temporal sugerida serd utilizada nesse estudo como padréo para reformatacdo das imagens. Fonte: o
autor (2016).

A Figura 11 apresenta um exemplo de imagem adquirida com a amostragem
temporal sugerida com 23 quadros temporais, apresentado na tabela anterior, sendo
correspondentes a um dos 47 cortes tomograficos.



Figura 11. Exemplo de imagem adquirida com a amostragem temporal sugerida.

60 a 90s

90 a 120s

120 a 180s 180 a 240s

240 a 300s

300 a 450s 450 a 600s 600 a 750s

1.000 a 1.300s 1.300 a 1.600s 1.900 a 2.100s

2.100 a 2.400s 2.400 a 3.000s 3.000 a 3.600s

referentes a0 mesmo corte tomografico axial. Fonte: o autor (2016).
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Exemplo de imagem adquirida com a amostragem temporal sugerida com 23 quadros temporais. Os nUmeros
abaixo de cada quadro temporal representam seu intervalo temporal de aquisicdo. Todas as imagens séo
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5.1.2 PREPARACAO DAS IMAGENS ESTATICAS

Com o objetivo de investigar o intervalo temporal que resulta em informacoes
semiquantitativas que melhor diferenciam estatisticamente os pacientes com EM dos
individuos saudaveis, foi investigado o comportamento da captacio de [!C]-(R)-PK11195
nas lesbes (BN) e suas bordas, e nas regides JP, em imagens de PET/CT estéticas

reformatadas em diferentes intervalos temporais.

A amostra que utilizada contou com cinco representantes de cada grupo (PO, P1 e C)
da visita inicial:
e C: 0s cinco participantes do grupo controle possuem idade (24 + 2) anos,
minimo de 20 anos e maximo de 28 anos, e massa de (74 + 10) kg, minimo de
65 kg e maximo de 89 kg. A atividade administrada de [*!C]-(R)-PK11195
para aquisicdo das imagens de PET/CT foi de (625 *89) MBq
[(16,9 £ 2,4) mCi], com atividade minima de 527 MBq e maxima de
736 MBq; e
e PO e P1: os cinco participantes de cada grupo com EM do tipo remitente-
recorrente possuem idade (28 £ 3) anos, minimo de 18 anos e maximo de
40 anos, e massa de (67 + 15) kg, minimo de 47 kg e maximo de 98 kg. A
atividade administrada de [*'C]-(R)-PK11195 para aquisi¢do das imagens de
PET/CT foi de (523 £ 97) MBq [(14,1 + 2,6) mCi], com atividade minima de
392 MBq e méxima de 704 MBq.

5.1.2.1 Buracos negros e suas bordas

Os métodos semiquantitativos de SUV e o SUVR"M foram aplicados nas lesdes e
suas bordas, denominados BNs, nas imagens PET/CT estaticas adquiridas com [*C]-(R)-
PK11195. Foi utilizada apenas a média do intervalo temporal de 40 a 60 minutos, para as
imagens dos pacientes com EM e grupo controle.

Os valores de SUV nos BNs dos pacientes com EM, possuem média
(0,43 £ 0,06) g/mL, diferem de forma estatisticamente significativa (p < 0,01) dos valores de
SUV na WM saudavel dos individuos saudaveis, que apresenta média (0,25 + 0,02) g/mL. Os
resultados desse estudo estdo de acordo com estudo anterior de Gianetti e colaboradores
(2014), no qual presenca de atividade inflamatdria foi encontrada em mais de 75% dos BNs
(GIANNETTI et al., 2014).
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O método de SUVR"M resulta em diferenca estatisticamente significativa quando
comparado a concentracdo de atividade normalizada nos BNs, apresentando média
(0,83 £0,08), e suas bordas, com média (0,88 +0,08), dos pacientes com EM com a
concentracdo de atividade normalizada na WM do grupo controle (p <0,01). Como este
método normaliza a captacdo para a concentracdo de atividade na WM aparentemente
saudavel do proprio individuo, os valores obtidos indicam que a captagdo nos BNs é menor

que a captacdo na WM aparentemente saudavel (p < 0,01).

Uma correlacdo estatisticamente significativa foi encontrada entre a escala de
incapacidade EDSS (presentes na Tabela 3, p. 23) e os valores de SUVR™M das imagens dos
grupos de pacientes PO e P1 obtidas pela média do intervalo temporal de 40 a 60 minutos
(p <0,01). Nao foi encontrada nenhuma outra correlacdo estatisticamente significativa. A
correlagdo entre EDSS e os valores de SUVR"M indica que pode existir um limiar deste valor
que indique evolucdo inflamatéria da doenca. Maiores detalhes podem ser encontrados no
trabalho original (SCHUCK et al., 2016).

5.1.2.2 Regides justacortical e periventricular

As tabelas a seguir apresentam os valores obtidos de SUV (Tabela 7), SUVRpes
(Tabela 8) e SUVR"M (Tabela 9).

Nos resultados a seguir estdo discriminados os diversos intervalos temporais
investigados: (A) 0-60 min; (B) 5-20 min; (C) 5-30 min; (D) 10-60min; (E) 30-60 min; (F)
40-60min.

Tabela 7. Valores SUV médios e desvio padrdo para os pacientes com EM (PO e P1) e grupo controle (C) da
amostra utilizada nessa anélise.

Intervalo (A) (B) © (D) (E) B
Temporal 0a60 min 5a20 min 5a30min  10a60min 30a60min 40 a60 min
Toda 15 min, ap6s 25 min, apos Ultimos Ultimos Ultimos
aquisicéo perfusdo perfusdo 50 min 30 min 20 min
Média P 062+0,19 063+018 059+0,17 0,48+0,14 0,39+0,12 0,37+0,11
MédiaC  049+014 049+0,17 045%+015 0,37+0,11 0,30+ 0,08 0,29 + 0,07
RazdoP/C 129+054 130+059 130+058 1,31+055 1,30+ 0,51 1,30 £ 0,49
Valor t 1,584 1,490 1,542 1,689 1,799 1,848
Valor p 0,15 0,18 0,16 0,13 0,10 0,09

Valores SUV médios e desvio padrdo para os pacientes com EM (PO e P1) e grupo controle (C) da amostra
utilizada nessa analise (n = 15). As Ultimas linhas da tabela apresentam os valores t e p dos testes estatisticos.
Fonte: o autor (2016).
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Tabela 8. Valores de SUVRpeg para os pacientes com EM (PO e P1) e grupo controle (C) da amostra utilizada
nessa andlise.

Intervalo (A) (B) © (D) (E) B
Temporal 0a60 min 5a 20 min 5a30min 10a60min 30a60min 40 a60 min
Toda 15 min, ap6s 25 min, apos Ultimos Ultimos Ultimos
aquisicdo perfusdo perfusdo 50 min 30 min 20 min

Média P 1,72+021 174+0,10 161+0,08 1,31+0,04 1,08 £ 0,02 1,02 £ 0,02
MédiaC 168+019 167+029 155+024 126+0,14 1,05 £ 0,06 1,00 £ 0,03
RazdaoP/C 1,02+0,17 104+019 104+017 1,04%£0,12 1,03 £ 0,06 1,02 £ 0,04
Valor t 0,368 0,521 0,582 0,814 1,127 1,344
Valor p > 0,20 > 0,20 > 0,20 > 0,20 > 0,20 > 0,20
Valores de SUVRpes, para 0s pacientes com EM (PO e P1) e grupo controle (C) da amostra utilizada nessa
analise (n = 15). As Gltimas linhas da tabela apresentam os valores t e p dos testes estatisticos. Fonte: o autor
(2016).

Tabela 9. Valores de SUVRYM, para os pacientes com EM (PO e P1) e grupo controle (C) da amostra utilizada
nessa analise.

Intervalo (A) (B) © (D) (E) (F)
Temporal 0a 60 min 5a 20 min 5a30min  10a60min 30a60min 40a60 min
Toda 15 min, ap6s 25 min, apos Ultimos Ultimos Ultimos
aquisicéo perfusdo perfusdo 50 min 30 min 20 min

Média P 1,11+0,03 1,09+0,04 1,07+0,03 1,03£0,02 0,99 £ 0,02 0,98 + 0,02
Média C 1,15+0,02 1,13+0,02 1,12+0,02 1,07 £ 0,02 1,03+ 0,02 1,02+ 0,03
RazdoP/C 097%+0,03 0,96+0,03 09+003 0,96+0,03 0,96 £ 0,03 0,96 + 0,03
Valor t -2,757 -3,114 -3,421 -3,807 -3,351 -3,005
Valor p 0,02 <0,01 <0,01 <0,01 0,02 0,03
Valores de SUVRWM, para os pacientes com EM (PO e P1) e grupo controle (C) da amostra utilizada nessa
analise (n = 15). As Ultimas linhas da tabela apresentam os valores t e p dos testes estatisticos. Fonte: o autor
(2016).

Os valores de SUV nas regides JP indicam que o intervalo temporal que melhor
diferencia pacientes com EM do grupo controle é o (F), intervalo dos ultimos 20 minutos da
aquisicdo (p = 0,09). A média do SUV nesse caso foi de (0,37 +0,11) g/mL para o grupo de
pacientes com EM e de (0,29 + 0,07) g/mL para o grupo controle (aproximadamente 30%
menor). Ap6s a avaliagdo inicial com todos os resultados, retirou-se valores atipicos
(outliers). A tabela a seguir (Tabela 10) apresenta os valores alterados com a retirada dos

valores atipicos.

Tabela 10. Valores do teste t e valores p apds a retirada dos valores atipicos.

Intervalo Valor t Valor p
Temporal
SUV (g/mL)
(D) 10a60 min 3,014 0,01
(E) 30a60 min 3,032 0,01
(F) 40 a 60 min 2,975 0,01
SUVRWM

(B) 5a20min  -2,800 0,02
(C) 5a30min  -3,096 0,01
(D) 10a60 min  -3,608 <0,01

Valores do teste t e valores p, resultados das anélises dos valores de SUV e de SUVRWM, com a retirada dos
valores atipicos aplicacéo de diagrama de blocos (n = 14). Fonte: o autor (2016).



63

Os resultados das analises dos valores de SUV indicam que as imagens mais
préximas ao periodo de estado estavel (apds 40 min da injecdo do radiotracador) apresentam
maior diferenciacdo (p = 0,09), embora o nivel de significancia desejado (p = 0,05) ndo tenha
sido alcancado nessa etapa do estudo. Observa-se semelhanca dos valores de SUV obtidos
com valores obtidos no estudo de Kumar e colaboradores (2012). Com a retirada dos valores
atipicos, os resultados de SUV nas regides JP das imagens de PET/CT passam a indicar
diferenca estatisticamente significativa (p =0,01). A média para pacientes com EM passa a
ser de (0,37 £0,11) e (0,26 + 0,03) para o grupo controle, valores para o intervalo temporal

(F) (Gltimos 20 minutos da aquisicéo).

Os valores de SUVRpes nas regides JP ndo resultaram em diferenciagédo
estatisticamente significativa entre pacientes e controles, em nenhum dos intervalos temporais
(p > 0,20), mesmo quando os valores atipicos foram retirados. Assim, esse parametro de

quantificacdo ndo foi utilizado nas analises subsequentes.

Os valores de SUVR™M nas regides JP resultaram em diferenca estatisticamente
significativa entre pacientes com EM e o0 grupo controle para todos os intervalos temporais.
Dos intervalos temporais analisados, os intervalos de (B) a (D) foram os que resultaram em
maior significancia estatistica (p < 0,01). O intervalo (D), os ultimos 50 minutos da aquisicao,
foi 0 que obteve diferenciagdo mais significativa (t = -3,807; p < 0,01).

As médias de SUVR"M nas regides JP da imagem de PET/CT (D) foram de
(1,03 £0,02) para o grupo de pacientes com EM e (1.07 +£0.02) para o grupo controle
(aproximadamente 4% maior). Ndo houve diferenca importante nos resultados de SUVR"M

apos retirada dos valores atipicos.

Uma correlagdo estatisticamente significativa foi encontrada entre idade e os valores
de SUVR™M para a imagem de PET/CT (A) (p = 0,05). Ndo foi encontrada nenhuma outra
correlacdo estatisticamente significativa. Correlacdo entre idade e valores de SUV ja havia

sido identificada previamente por outros autores (KUMAR et al., 2012).

Os resultados de SUVR™M indicam que existe diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos para as regides JP das imagens de PET/CT de [*C]-(R)-
PK11195 para todos os intervalos temporais analisados. Dentre esses, os resultados extraidos
da imagem obtida pela média entre 10 e 60 min da aquisicdo foram 0s que apresentaram
maior diferenciacdo entre os grupos (t=-3,807; p<0,01). Isso indica que o SUVR"M

apresenta melhores resultados quando a imagem contém tanto contagens do inicio, quanto do
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final da aquisicdo. Tal intervalo temporal também apresentou resultados estatisticamente
significativos para valores de SUV. Maiores detalhes podem ser encontrados no artigo

publicado pelo autor desta dissertacdo (NARCISO et al., 2016), em apéndice (Apéndice A).

5.2 ANALISES TRANSVERSAL E LONGITUDINAL

A andlise transversal realizada neste trabalho consistiu em verificar diferenca
estatisticamente significativa dos parametros quantitativos entre grupos (EM e controle) na
visita V1. A analise longitudinal foi realizada para avaliar 0 comportamento dos mesmos
parametros ao longo do tempo, para todos os grupos, em todas as visitas. Mais detalhes sobre
as hipoteses sobre os resultados esperados para a andlise longitudinal podem ser encontrados
na subsecdo 4.4, p. 54.

As amostras utilizadas nas analises transversal e longitudinal podem ser encontradas
na Tabela 4, p. 47. A Tabela 11 apresenta resumo das informagdes dessas amostras, separadas

por grupo e visita.

Tabela 11. Resumo das amostras utilizadas nas analises transversal e longitudinal.
Atividade de [*'C]-(R)-PK11195

Grupo (MBaq) (mCi) Massa (kg) Idade (anos)
PO 10 547 + 104 148+28 69 + 17 27+8
vi P1 10 571+ 84 154+23 65+ 16 31+9
C 06 582 + 131 15,7+35 72+10 26 £ 6
PO 09 504 + 99 13,6 £2,7 73117 27+6
V2 P1 09 543 + 80 14,722 63113 31+9
C 03 381 + 37 10,3+1,0 80+4 24+ 4
PO 08 352 +43 95+1.2 72 +18 27+5
V3 P1 06 388 + 27 10,5+0,7 80 £ 28 38+5
C - - - - -

Resumo das amostras utilizadas nas analises transversal e longitudinal, onde a atividade administrada de [**C]-
(R)-PK11195 para aquisicéo das imagens de PET/CT est4 em unidades de [MBq] e [mCi], e os dados estdo
apresentados no formato média * desvio padrdo. Fonte: banco de dados do projeto (BECKER et al., 2013).

Para valores de SUVR"M das imagens de PET/CT cerebrais adquiridas com [*'C]-
(R)-PK11195, o intervalo temporal que melhor diferencia os grupos € obtido a partir da média
dos ultimos 50 minutos (mais detalhes na subsecdo 5.1.2, p. 60). Esse intervalo também
resultou em diferenciacdo dos valores de SUV. Dessa forma, dados das imagens de PET/CT
dindmicas adquiridas dos participantes das trés visitas foram extraidos para se obter valores de

pardmetros cinéticos, tais como BPnp e R1 (descritos na subsecdo 3.3.2.2, p. 36).

Para as imagens PET/CT estaticas de [1'C]-(R)-PK11195, os dados foram extraidos
para que fossem obtidos valores de SUV, SUVR"M e SUVR®E,
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Por serem consideradas regifes caracteristicas da EM, e por apresentarem resultados
significativos nas analises realizadas na subsecdo 5.1.2.2 (p. 61), as regides JP, cerebelo e

talamo foram utilizadas nas analises transversal e longitudinal.

As subsecdes a seguir apresentam os resultados obtidos a partir da aplicacdo dos
métodos quantitativos e semiquantitativos descritos anteriormente, na analise das imagens de
PET/CT adquiridas com [*'C]-(R)-PK11195.

5.2.1 ANALISE TRANSVERSAL
5.2.1.1 Potencial de ligacéo
5.2.1.1.1 Modelo simplificado de tecido de referéncia

O método SRTM foi aplicado nas TACs da visita V1 obtidas a partir das regides do

talamo e JP a fim de se obter valores de BPno e R1 (R, =K;/K;' e BP, =k,/k,, mais

detalhes na subsecéo 3.3.2.3.1, p. 37). Foi considerado o cerebelo como tecido de referéncia.

Em geral, os valores de BPnp ndo foram coerentes para o talamo, sendo que para as
TACs de trés imagens nao foi possivel calcular tal parametro. Os demais 23 valores de BPnp
apresentam média de 0,14 = 0,06 (variacdo de 48%), entretanto o erro para tais parametros foi
de (1,7 +5,3)x10%%. Apenas 9 valores de BPnp apresentaram erro padrdo menor que 25%,

valor considerado como limite aceitavel na pratica.

Também para as regides JP os valores de BPnp ndo foram coerentes. Para essas
regides, ndo foi possivel realizar o célculo de 14 valores de BPnp. Dos 12 valores de BPnp
restantes, 6 sdo negativos, com média de -0,05 + 0,04 [variacdo de 73% e erro padrdo de
(2,6 + 2,5)x10%%], e 6 positivos, com média 0,16 + 0,12 [variacio de 75% e erro padréo de

(6,7 +5,9)x10%%]. Nenhum erro padrio menor que 25% foi observado.

Dessa forma, ndo foi realizada comparacdo entre grupos para os valores de BPnp

obtidos com 0 SRTM para as regides do talamo e JP.

Por outro lado, os valores de Ry obtidos pelo SRTM, que representa a razao entre as
taxas de troca da ROI (K;) com a regido de referéncia (K,"), apresentam coeréncia (Tabela
12). Para o tadlamo, tais valores resultaram em média 0,99 £ 0,05 (variacdo de apenas 5%),
com erro padrdo medio de (1,8 +0,5)%. Ja para as regides JP, a média foi de 0,82 + 0,03

(variacdo de 3%), com erro padrdo médio de (1,0 £ 0,4)%. Contudo, embora os valores de R:
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sejam coerentes e paregam promissores, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos para nenhuma das regides (p > 0,14).

Tabela 12. Valores de R; obtidos a partir do SRTM para as regides do tadlamo e JP.

R1
Regido do tdlamo Regides JP
g Erro padréo . Erro padréo
n Média + DP (média + DP) Média + DP (média + DP)
Grupo PO 10 0,99 + 0,06 1,97 + 0,50 0,81 +0,03 1,37 £ 0,52
Grupo P1 10 1,00 £ 0,04 1,74 £ 0,57 0,83 £0,03 0,90 £0,25
Grupo C 6 0,96 +£ 0,03 1,80+ 0,53 0,81 +0,01 0,72+0,18

Valores de R, obtidos a partir do SRTM para as regides do talamo e JP, separados por grupo. Os dados sao
referentes a visita inicial e estdo na forma de média + um desvio padrao. Fonte: o autor (2016).

5.2.1.1.2 Modelo Logan com tecido de referéncia

O modelo de Logan com tecido de referéncia (cerebelo) também foi aplicado nas
TACs da visita V1 obtidas a partir das regides do tdlamo e JP a fim de se obter valores de

BPnp (mais detalhes podem ser encontrados na subsecéo 3.3.2.3.2, p. 38).

Ao contrario das estimativas obtidas com SRTM, os valores de BPnp estimados com
0 modelo de Logan com tecido de referéncia apresentaram coeréncia (Tabela 13). Entretanto,
as estimativas de BPnp néo resultaram em diferenciacéo estatistica significativa entre grupos
para o tdlamo (p=0,16 para a comparacdo entre os grupos PO e P1l, p>0,20 para a
comparacgéo entre os grupos PO e C, e p = 0,10 para PO e P1).

Tabela 13. Valores de BPnp obtidos a partir do modelo de Logan com tecido de referéncia para as regifes do
tdlamo e JP, referentes a V1.

BPnp
Regido do tdlamo Regides JP
n Média + DP (';rggigidlg‘;") Média + DP ('fnrggigidgio)
Grupo PO 10 0,09 £ 0,07 59+58 -0,10 + 0,04 6,9+5,8
Grupo P1 10 0,13+0,05 34+20 -0,08 + 0,05 74+37
Grupo C 6 0,09 £ 0,03 48+15 -0,09 + 0,02 57+05

Valores de BPnp obtidos a partir do modelo de Logan com tecido de referéncia para as regies do talamo e JP,
separados por grupo. Os dados sdo referentes a visita inicial e estdo na forma de média + um desvio padrao.
Fonte: o autor (2016).
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5.2.1.2 Valores de SUV

Os valores de SUV separados por grupos e obtidos a partir da extragéo de dados das
regides do talamo e JP podem ser encontrados na Tabela 14 e no Grafico 4. A Tabela 15

apresenta os resultados da aplicagéo do teste t Student.

Tabela 14. Valores de SUV para as regifes do talamo e JP.

Valores de SUV (g/mL)
Regido do talamo Regides JP
n  Média+DP Variacao Média + DP Variacao
GrupoPO 10  0,54+0,17 32,0% 0,44 £0,13 30,0%
GrupoP1 10 0,60%0,10 17,1% 0,47 £ 0,09 18,1%
Grupo C 6 0,49 £ 0,17 34,1% 0,40 £ 0,13 31,9%

Valores de SUV das regides do tdlamo e JP, separados por grupo. Os dados sdo referentes a visita inicial e estdo
na forma de média £ um desvio padrdo. Variacao foi calculada como a razdo entre o desvio padrdo e a média.
Fonte: o autor (2016).

Gréfico 4. Diagrama de caixas dos valores de SUV para as regides do tdlamo e JP.

Valores de SUV: Valores de SUV:
Talamo Regioes justacortical e periventricular
090 090

- [ -
o oo

010 010

SUV (g/mL)
[
[
]
SUV (g/mL)

Grupo PO Grpo P1 Grupo Grupo PO Giupo P1 Grupo C

Valores de SUV das regides do tdlamo (esquerda) e JP (direita), separados por grupo. Os dados sdo referentes a
visita inicial e os grupos PO e P1 possuem n=10 cada, enquanto o grupo C possui n=6. Fonte: o autor (2016).

Tabela 15. Resultados do teste estatistico t Student para os valores de SUV para as regides do talamo e JP.

Regido do tdlamo Regibes JP
Comparacdo Grausde Liberdade Valort Valorp  Grausde Liberdade Valort Valorp
PO vs P1 14,6 -0,95 > 0,20 15,3 -0,58 >0,20
POvs C 11,0 0,58 >0,20 11,1 0,69 > 0,20
PlvsC 7,3 1,48 0,18 7,8 1,28 >0,20

Resultados do teste estatistico t Student separados por comparacéao: (PO vs P1) grupo de pacientes que utilizavam
de medicagdo prévia ao estudo em comparagdo com o grupo virgem de tratamento; (PO vs C) grupo de pacientes
que utilizavam de medicag&o prévia ao estudo em comparagdo com o grupo controle; e (PO vs P1) grupo de
pacientes virgem de tratamento em comparag¢do com o grupo controle. Fonte: o autor (2016).

E possivel verificar significativa variacio dos resultados de valores de SUV para
ambas as regides (Tabela 14). N&o foi encontrada diferenca significativa entre os grupos de
pacientes PO e P1 para nenhuma das regides analisadas (p > 0,20), nem entre os grupos PO e
C, ou P1 e C, para nenhuma das regides analisadas.
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5.2.1.3 Valores de SUVR

As analises de SUVR"M (WM como referéncia, subsecdo 4.3, p. 54) e SUVR®E

(cerebelo como referéncia, subsecdo 4.3, p. 54) podem ser encontradas nas subsecdes que
seguem.

5.2.1.3.1 SUVRW

Os resultados SUVRWM, separados por grupos e obtidos a partir da extracdo de dados
das regides do tdlamo e JP, podem ser encontrados na Tabela 16 e no Gréfico 5.

Tabela 16. Valores de SUVRYM para as regides do talamo e JP.

SUVRWM
Regido do talamo Regides JP
n Média + DP Variacao Média + DP Variacao
Grupo PO 10 1,24 £0,08 6,4% 1,02 £ 0,04 4,1%
Grupo P1 10 1,32+ 0,04 3,2% 1,04 £ 0,02 1,8%
Grupo C 6 1,30 £ 0,04 2,7% 1,07 £0,02 1,5%

Valores de SUVRYM das regides do talamo e JP, separados por grupo. Os dados sdo referentes a visita inicial e
estdo na forma de média £ um desvio padrdo. Variacao foi calculada como a raz8o entre o desvio padrdo e a
média. Fonte: o autor (2016).

Gréfico 5. Diagrama de caixas dos valores de SUVRWM para as regides do talamo e JP.
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Regies justacortical e periventricular

SUVR'™M
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Grpo PO Grupo P1 Grupo € Grupo PO Grupo P1 Grupo

Diagrama de blocos dos valores de SUVR"M das regides do talamo (esquerda) e JP (direita), separados por
grupo. Os dados sdo referentes a visita inicial e os grupos PO e P1 possuem n=10 cada, enquanto o grupo C
possui n=6. Fonte: o autor (2016).

Pequena variagdo nos valores de SUVR™M foi observada, indicando precisdo dos
resultados obtidos com esse método. A Tabela 17 contém os resultados da aplica¢do do teste

estatistico t Student nos dados, com o objetivo de verificar existéncia de diferenca estatistica
entre 0s grupos.
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Tabela 17. Resultados do teste estatistico t Student para os valores de SUVRYM para as regides do talamo e JP.

Regido do tdlamo Regides JP
Comparacdo Graus de Liberdade Valort Valorp  Grausde Liberdade Valort Valorp
PO vs P1 13,2 -2,68 0,02 12,6 -1,00 >0,20
POvsC 13,0 -2,27 0,04 12,6 -3,21 <0,01
PlvsC 12,3 0,57 > 0,20 12,1 -3,68 <0,01

Resultados do teste estatistico t Student separados por comparacédo: (PO vs P1) grupo de pacientes que utilizavam
de medicacdo prévia ao estudo em comparacdo com o grupo virgem de tratamento; (PO vs C) grupo de pacientes
que utilizavam de medicacdo prévia ao estudo em comparacdo com o grupo controle; e (PO vs P1) grupo de
pacientes virgem de tratamento em comparagdo com o grupo controle. Fonte: o autor (2016).

A partir do teste t Student, é possivel verificar que ndo existe diferenca estatistica
significativa entre os grupos PO e P1 (p > 0,20), ambos constituidos de pacientes com EM do
tipo remitente-recorrente, para as regides JP. O oposto é verdadeiro para o talamo (p = 0,02).
Com relacdo a diferenciagdo entre pacientes e controles, foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre pacientes PO e controles para as regides do talamo
(p =0,04) e JP (p <0,01), mas diferenca estatisticamente significativa entre P1 e controles foi

observada somente para as regides JP (p < 0,01).

A aplicacdo de SUVR"M resulta em diferenciacdo estatisticamente significativa entre
grupos (pacientes e controles) apenas quando a ROI escolhida é a JP, 0 que representa um
resultado inovador em relacdo a outros estudos na area. A escolha da ROl como sendo o

talamo ndo resulta em diferenciacédo entre os grupos P1 e C.

5.2.1.3.2 SUVR®E

Os valores de SUVR®B, separados por grupos e obtidos a partir da extracdo de dados
das regides do talamo e JP, estdo presentes na Tabela 18 e no Gréfico 6. A Tabela 19 contém
os resultados da aplicacio do teste estatistico t Student nos dados de SUVRC®B, visando

verificar existéncia de diferenca estatistica entre 0s grupos.

Tabela 18. Valores de SUVRCE para as regides do talamo e JP.

Valores de SUVRCE
Regido do tdlamo Regibes JP
n  Média+ DP Variacao Média + DP Variacao
GrupoP0 10 1,07 +0,08 7,6% 0,89 + 0,04 4,6%
GrupoP1 10 1,14 + 0,05 4,8% 0,90 £ 0,03 3,2%
Grupo C 6 1,09 + 0,03 2,6% 0,90 £ 0,02 2,6%

Valores de SUVRCE das regides do talamo e JP, separados por grupo. Os dados sdo referentes a visita inicial e
estdo na forma de média + um desvio padrdo. Variagao foi calculada como a razdo entre o desvio padrdo e a
média. Fonte: o autor (2016).
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A variagdo observada nos valores de SUVRCE foi pequena, o que indica maior
precisdo do método.

Gréfico 6. Diagrama de caixas dos valores de SUV®® para as regides do tdlamo e JP.

Valores de SUVRE: Valores de SUVR‘F:
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Valores de SUV das regides do tdlamo (esquerda) e JP '(direita), separados por grupo. Os dados sdo referentes a
visita inicial e os grupos PO e P1 possuem n=10 cada, enquanto o grupo C possui n=6. Fonte: o autor (2016).

Tabela 19. Resultados do teste estatistico t Student para os valores de SUVRCE para as regides do talamo e JP.

Regido do talamo Regides JP
Comparacdo Grausde Liberdade Valort Valorp  Grausde Liberdade Valort Valorp
PO vs P1 15,7 -2,11 0,05 16,2 -0,61 > 0,20
POvsC 12,2 -0,85 > 0,20 14,0 -0,76 > 0,20
PlvsC 13,9 1,98 0,06 12,6 -0,20 > 0,20

Resultados do teste estatistico t Student separados por comparagdo: (PO vs P1) grupo de pacientes que utilizavam
de medicagdo prévia ao estudo em comparagdo com o grupo virgem de tratamento; (PO vs C) grupo de pacientes
que utilizavam de medicacéao prévia ao estudo em comparacéo com o grupo controle; e (PO vs P1) grupo de
pacientes virgem de tratamento em comparagdo com o grupo controle. Fonte: o autor (2016).

Em relagdo a essa analise transversal, a utilizacdo de valores de SUVR®E ndo se
mostrou escolha adequada, pois ndo foi observada diferenciacdo entre 0s grupos para as
regides JP (p > 0,20), nem diferenca entre os grupos PO e C para o talamo (p > 0,20). Por
outro lado, foi observada diferenca estatisticamente significativa para o tadlamo entre os
grupos PO e P1 (p =0,05) e entre P1 e C (p = 0,06).

5.2.1.4 Discussao sobre a analise transversal

Os valores de BPnp obtidos pela aplicacdo do SRTM ndo foram coerentes para
nenhuma das regides analisadas. Deve-se recordar que os valores de BPnp ndo podem ser
usados para estimar algumas das TACs, pois apresentam erro padrdo muito alto. Assim, ndo

foi realizada anélise de diferenciacdo estatistica entre grupos em tais dados.

Os valores de BPnp estimados pelo modelo de Logan com tecido de referéncia
apresentaram coeréncia e o erro padrdo da estimativa foi pequeno ou razoavel, para todos os

valores de BPnp estimados. Uma vez que os valores de BPnp estimados sdo negativos para as
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regides JP, existe mais ligacéo especifica de [*1C]-(R)-PK11195 no cerebelo do que na regido
analisada, sendo esse resultado esperado, pois 0 cerebelo apresenta ligacdo especifica de
[1!C]-(R)-PK11195 (VENNETI; LOPRESTI; WILEY, 2006). Contudo, os valores de BPnp
ndo apresentaram diferenciacdo estatisticamente significativa entre grupos para nenhuma das

regides (p > 0,10).

A utilizacdo de valores de SUV ndo se mostrou escolha adequada, pois ndo foi

observada diferenciacdo entre os grupos para nenhuma das regides escolhidas (p > 0,18).

O SUVR"M resulta em diferenciacéo significativa entre os grupos de pacientes com
EM e controles somente para as regifes JP (p <0,01). Para o tdlamo ndo ha diferenciacdo
entre o grupo de pacientes PO e o grupo de controles (p > 0,20). Por serem regides especificas
da EM, as regibes JP apresentam importante vantagem sobre as outras regides, sendo que 0s

resultados séo satisfatdrios para valores de SUVR"M,

Né&o foi observada diferenciagéo entre os grupos para as regides JP (p > 0,20) para 0s
valores de SUVR®B, ndo sendo escolha adequada de método de quantificacdo para tal regido.
Para o talamo, os valores de SUVR®E apresentaram diferenca estatisticamente significativa
entre 0os grupos PO e P1 (p=0,05) e entre P1 e C (p=0,06). Tal resultado pode estar
relacionado com a diferenca de idade entre os grupos, uma vez que a captacio de [*'C]-(R)-
PK11195 esta correlaciona com a idade (KUMAR et al., 2012), sendo o grupo P1 aquele que
possui maior média de idade (31 = 9 anos, ver Tabela 11, p. 64).

Portanto, para estudos transversais, dentre os métodos investigados, o uso do
SUVR"M na regido JP apresenta os melhores resultados para diferenciagdo entre grupos de

pacientes com EM e o grupo controle, conforme resultados da amostra estudada.

5.2.2 ANALISE LONGITUDINAL

Na andlise longitudinal, apenas os participantes que fizeram V1, V2 e V3, ou V1 e
V2 foram considerados. Os resultados estdo separados em analise dos dados obtidos a partir
das trés visitas, e em analise considerando apenas as duas primeiras visitas, pois ndo existem

dados do grupo controle referentes a visita V3.
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5.2.2.1 Potencial de ligacao
5.2.2.1.1 Modelo simplificado de tecido de referéncia

O método SRTM, explicado na subsecdo 3.3.2.3.1 (p. 37), foi aplicado nas TACs das
trés visitas obtidas a partir das regides do tdlamo e JP a fim de se obter valores de BPnp € R

(para a visita V1, ver 5.2.1.1.1, p. 65). Foi considerado o cerebelo como tecido de referéncia.

Com relagdo a V2 e regido do tadlamo, ndo foi possivel estimar o BPnp de dois dos
pacientes. Os outros valores de BPnp apresentam média de 0,15 + 0,14 (variagdo de 93%),
com erro padrio de (1,2 + 2,2)x10%%. Cinco valores de BPnp apresentaram erro padrdo menor
que 25%, considerado limite aceitdvel na préatica. Ja para a V3, mesma regido, a média de
BPnp foi de 0,12 = 0,05 para os 8 valores estimados corretamente, apresentando variacdo de
42% e erro padrdo de (56 + 40)% (apenas um valor de BPnp foi estimado com erro padrdo
inferior a 25%). Devido aos altos erros envolvidos, ndo foi realizada comparagdo entre

grupos para os valores de BPnp obtidos com o SRTM para as regides do talamo.

Para a V2 e as regides JP, os valores de BPnp ndo foram estimados adequadamente
em 7 estimativas, apresentando média de -0,02 £ 0,01 [variacdo de 67% e erro padrdo de
(1,3 + 1,9)x10%%] para os 5 valores de BPnp negativos, e média 0,08 + 0,06 [variacdo de 69%
e erro padréo de (6,9 + 6,9)x10%%]. A média de valores de BPnp da V3 (todos negativos) foi
de -0,05 + 0,04 [variagdo de 84% e erro padrdo de (3,1 + 4,8)x10%%)]. Nenhum erro padréo
menor que 25% foi observado para a V2 e apenas um na V3. Dessa forma, também néo foi
realizada comparacdo entre grupos para os valores de BPnp obtidos com o SRTM para as

regides JP.

Uma vez que os valores de R; obtidos pelo SRTM nédo apresentaram diferenca
significativa entre 0s grupos para nenhuma das regides na analise transversal, ndo foi
realizada andlise longitudinal visando avaliar existéncia de diferenca estatistica entre visitas

em tais valores.

5.2.2.1.2 Modelo Logan com tecido de referéncia

O modelo de Logan com tecido de referéncia, explicado na subsecdo 3.3.2.3.2 (p.
38), também foi aplicado nas TACs das trés visitas, a partir das regiées do tadlamo e JP, a fim

de se obter valores de BPnp, considerando o cerebelo como tecido de referéncia. A seguir
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estdo andlises considerando as trés visitas e considerando apenas as V1 e V2, pois 0 grupo
controle ndo apresenta V3.

Considerando as trés visitas, os valores de BPnp estimados com o modelo de Logan
com tecido de referéncia podem ser encontrados na Tabela 20. As estimativas de BPnp nédo
resultaram em diferenciacdo estatistica significativa entre visitas para nenhuma das regides
analisadas (p > 0,20).

Tabela 20. Valores de BPnp obtidos a partir do modelo de Logan com tecido de referéncia para as regies do
talamo e JP, referentes as trés visitas.

BPnD
Regido do tdlamo Regides JP

Vistal ~ n  MédiatDP ('iférgigid&o) Média + DP (';rggigidgg’)
Grupo PO 6 0,11 £ 0,06 6572 -0,09 £ 0,03 73+5,8
Grupo P1 4 0,11 £ 0,05 42+24 -0,07 £ 0,07 57+11
Visita 2

Grupo PO 6 0,11+ 0,03 32+£10 -0,09 £ 0,02 6,8 £3,3
Grupo P1 4 0,10 £ 0,05 4832 -0,18 £0,14 49+20
Visita 3

Grupo PO 6 0,10 £ 0,05 7270 -0,10 £ 0,02 53+x14
Grupo P1 4 0,14 £ 0,04 35+£15 -0,10 £ 0,02 58x14

Valores de BPnp obtidos a partir do modelo de Logan com tecido de referéncia para as regides do tadlamo e JP,
referentes as trés visitas e separados por grupo. Os dados estdo na forma de média + um desvio padrdo. Fonte: o
autor (2016).

Considerando as duas primeiras visitas (V1 e V2), os valores de BPnp estimados com
0 modelo de Logan com tecido de referéncia podem ser encontrados na Tabela 21. As
estimativas de BPnp ndo resultaram em diferenciacdo estatistica significativa entre visitas

para nenhuma das regides e grupos analisados (p > 0,20).

Tabela 21. Valores de BPnp obtidos a partir do modelo de Logan com tecido de referéncia para as regifes do
tlamo e JP, referentes as V1 e V2,

BPnp
Regido do tdlamo Regibes JP

Vistal  n  MédiatDP (';rggigidlg‘;o) Média + DP ('fnrggigidlgf)
Grupo PO 7 0,09 +£0,08 6,7 + 6,6 -0,10 + 0,04 6,9+55
Grupo P1 9 0,13 £ 0,06 33+21 -0,08 + 0,05 76+38
Grupo C 3 0,08 £0,01 43+0,6 -0,08 £ 0,03 6,6 +0,9
Visita 2

Grupo PO 7 0,10 £ 0,04 38+19 -0,10 £ 0,03 6,4+3,.2
Grupo P1 9 0,12 £ 0,04 42+25 -0,13+0,10 6,5+ 2,6
Grupo C 3 0,08 £ 0,02 44+18 -0,09 £ 0,01 56+1,0

Valores de BPnp obtidos a partir do modelo de Logan com tecido de referéncia para as regifes do talamo e JP,
referentes as V1 e V2, separados por grupo. Os dados estdo na forma de média + um desvio padrdo. Fonte: o
autor (2016).
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Os valores de BPnp estdo apresentados ao longo do tempo nos Gréfico 7 (grupo PO)
e Gréfico 8 (grupo P1), de modo que pode ser visualizado o comportamento ao longo do

tempo do parametro.

Grafico 7. Valores de BPnp ao longo do tempo para o grupo PO.
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Valores de BPnp a0 longo do tempo para as regides do talamo (esquerda) e JP (direita). Os dados sdo
correspondentes aos participantes que realizaram as trés visitas, n = 18. A linha em preto representa a média dos
dados, com desvio padréo representado pela linha preta tracejada. Fonte: o autor (2016).

Grafico 8. Valores de BPnp a0 longo do tempo para o grupo P1.
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Valores de BPnp a0 longo do tempo para as regides do talamo (esquerda) e JP (direita). Os dados sdo
correspondentes aos participantes que realizaram as trés visitas, n = 12. A linha em preto representa a média dos
dados, com desvio padrdo representado pela linha preta tracejada. Fonte: o autor (2016).

5.2.2.2 Valores de SUV
5.2.2.2.1 VisitasV1,V2eV3

Os valores de SUV das trés visitas também foram analisados para as regides do
talamo e JP e podem ser encontrados na Tabela 22 e nos gréficos a seguir (Grafico 9 e Grafico
10).
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Tabela 22. Valores de SUV para as regifes do tdlamo e JP, referentes as trés visitas.

Valores de SUV (g/mL)

Regido do talamo Regides JP

Visita 1 n Média + DP Variagdo Média + DP Variagéo
Grupo PO 6 0,57+0,21 36,8% 0,46 + 0,16 35,4%
Grupo P1 0,56 £ 0,08 14,4% 0,44 £ 0,06 14,5%
Visita 2

Grupo PO 6 0,69+0,17 24,8% 0,56 0,14 25,3%
Grupo P1 0,53+0,11 20,0% 0,43 +£0,10 24,1%
Visita 3

Grupo PO 6 0,79+ 0,08 9,9% 0,64 £ 0,07 11,6%
Grupo P1 4 0,74 0,20 26,3% 0,58 +0,16 26,9%

Valores de SUV das regides do talamo e JP, referentes as trés visitas e separados por grupo. Os dados séo
referentes a visita inicial e estdo na forma de média + um desvio padrdo. Variacdo foi calculada como a razo
entre o desvio padréo e a média. Fonte: o autor (2016).

Gréfico 9. Diagrama de caixas dos valores de SUV para as regies do tdlamo e JP para o grupo PO, comparacéo
entre visitas.
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Valores de SUV das regides do tdlamo e JP para o grup'o PO, separados por visita. Os dados estdo na forma de
média £ um desvio padrdo. Variagdo foi calculada como a raz&o entre o desvio padréo e a média. Fonte: o autor

(2016).

Gréfico 10. Diagrama de caixas dos valores de SUV para as regides do tdlamo e JP para o grupo P1, comparagéo
entre visitas.
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Valores de SUV das regides do tdlamo e JP para o grup'o P1, separados por visita. Os dados estdo na forma de
média + um desvio padrdo. Variacdo foi calculada como a razdo entre o desvio padrdo e a média. Fonte: o autor

(2016).

De modo similar as analises transversais, pode ser observada significativa variacdo

dos resultados de valores de SUV. A tabela a seguir (Tabela 23) apresenta os resultados da
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aplicacdo do teste estatistico t Student nos dados de valores de SUV das trés visitas, com o
objetivo de verificar existéncia de diferenga estatistica entre as visitas.

Tabela 23. Resultados do teste estatistico t Student para os valores de SUV para as regides do talamo e JP.

Regido do talamo Regides JP
Comparacéo Graus de Liberdade Valort Valorp Grausde Liberdade Valort Valorp
PO-V1 vs P0-V2 9,6 -1,04 > 0,20 9,7 -1,12 > 0,20
PO-V1 vs PO-V3 6,4 -2,36 0,06 7,0 -2,48 0,04
P1-V1vs P1-V2 5,6 0,48 > 0,20 5,0 0,27 > 0,20
P1-V1vs P1-V3 4,0 -1,75 0,18 4,0 -1,64 > 0,20

Resultados do teste estatistico t Student separados por comparacdo: (PO-V1 vs P0-V2) grupo de pacientes que
utilizavam de medicacéo prévia ao estudo, comparacéo entre visitas V1 e V2; (P0-V1 vs P0-V3) grupo de
pacientes que utilizavam de medicacdo prévia ao estudo, comparacao entre visitas V1 e V3; (P1-V1 vs P1-V2)
grupo de pacientes virgem de tratamento, comparacdo entre visitas V1 e V2; e (P1-V1 vs P1-V3) grupo de
pacientes virgem de tratamento, comparagéo entre visitas V1 e V3. Fonte: o autor (2016).

Né&o foi verificada diferenca significativa entre visitas, exceto para o grupo PO entre
as visitas V1 e V3 em ambas as regides do tdlamo (p = 0,06) e JP (p = 0,04). Deve-se recordar
que o grupo PO é constituido por pacientes com EM que estavam em tratamento prévio e
alteraram a medicacdo para fingolimode a partir da visita V2. Maiores estudos sdo necessarios

para esclarecer esse comportamento.

Os valores de SUV podem ser encontrados nos graficos a seguir para visualiza¢do do
comportamento do parametro ao longo do tempo (Grafico 11 para o grupo PO e Grafico 12

para o grupo P1).

Grafico 11. Valores de SUV ao longo do tempo para o grupo PO.
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Valores de SUV ao longo do tempo para as regic”)eé do tdlamo (esquerda) e JP (direita). Os dados séo
correspondentes aos participantes que realizaram as trés visitas, n = 18. A linha em preto representa a média dos
dados, com desvio padréo representado pela linha preta tracejada. Fonte: o autor (2016).
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Grafico 12. Valores de SUV ao longo do tempo para o grupo P1.
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Valores de SUV ao longo do tempo para as regides do talamo (esquerda) e JP (direita). Os dados sdo
correspondentes aos participantes que realizaram as trés visitas, n = 12. A linha em preto representa a média dos
dados, com desvio padréo representado pela linha preta tracejada. Fonte: o autor (2016).

5.2.2.2.2 VisitasV1e V2

Os valores de SUV das visitas V1 e V2 também foram analisados para as regides do

tdlamo e JP e podem ser encontrados na Tabela 24 e no Gréfico 13.

Tabela 24. Valores de SUV referentes as visitas V1 e V2, para as regides do talamo e JP.

Valores de SUV (g/mL)
Regido do talamo Regides JP

Visita 1 n Média + DP Variacao Média + DP Variagao
Grupo PO 7 0,55+ 0,20 37,4% 0,44 £ 0,15 34,8%
Grupo P1 9 0,59 +0,10 17,6% 0,46 + 0,08 17,9%
Grupo C 3 0,39+ 0,07 17,3% 0,33+0,06 19,6%
Visita 2

Grupo PO 7 0,68 +0,16 23,3% 0,55+0,13 23,9%
Grupo P1 9 0,59+0,12 20,2% 0,47 + 0,09 19,4%
Grupo C 3 0,76 £ 0,12 15,2% 0,63+0,11 16,8%

Valores de SUV referentes as visitas V1 e V2, das regifes JP, separados por grupo. Os dados estdo na forma de
média £ um desvio padrédo. Variagdo foi calculada como a raz&o entre o desvio padréo e a média. Fonte: o autor

(2016).
Gréfico 13. Diagrama de caixas dos valores de SUV referentes as visitas V1 e V2, para as regides do tdlamo e
JP.
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Os resultados apresentam significativa variacdo (>15%). A Tabela 25 a seguir
contém os resultados da aplicagdo do teste estatistico t Student nos valores de SUV das visitas

V1e V2, com o objetivo de verificar existéncia de diferenca estatistica entre as visitas.

Tabela 25. Resultados do teste estatistico t Student para os valores de SUV referentes as visitas V1 e V2, para as
regides do talamo e JP.

Regido do talamo Regides JP
Comparacéo Graus de Liberdade Valort Valorp Grausde Liberdade Valort Valorp
PO-V1 vs PO-V2 11,3 -1,34 > 0,20 11,7 -1,38 > 0,20
P1-V1vs P1-V2 15,7 -0,08 > 0,20 15,8 -0,26 > 0,20
C-V1vs C-V2 33 -4,82 0,01 33 -4,26 0,02

Resultados do teste estatistico t Student separados por comparacdo: (PO-V1 vs P0-V2) grupo de pacientes que
utilizavam de medicacao prévia ao estudo, comparagdo entre visitas V1 e V2; (P1-V1 vs P1-V2) grupo de
pacientes que virgem de tratamento, comparacéo entre visitas V1 e V2; e (C-V1 vs C-V2) grupo controle,

comparacdo entre visitas V1 e V2. Fonte: o autor (2016).

Né&o foi verificada diferenca estatisticamente significativa entre visitas para 0s grupos
de pacientes (p > 0,20). Contudo, observa-se diferenca dos valores de SUV entre as visitas V1
e V2 para o grupo controle em ambas as regides do talamo (p = 0,01) e JP (p =0,02), sendo
este resultado inesperado considerando as hipoOteses levantadas na subsecdo 4.4 (p. 54).
Maiores estudos sdo necessarios para esclarecer esse comportamento, pois esse resultado pode
estar ligado a alta variagdo dos valores de SUV, conforme mostra a Tabela 24.

5.2.2.3 Valores de SUVR

5.2.2.3.1 SUVRWM

5.2.2.3.1.1 Visitas V1,V2e V3

Os graficos a seguir (Grafico 14 e Grafico 15) e a Tabela 26 e apresentam 0s
SUVR"Mdas regides do talamo e JP.

Grafico 14. Diagrama de caixas dos valores de SUVRYM referentes as trés visitas (grupo PO).
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Valores de SUVRYM das regides do talamo (esquerda) e JP (direita), grupo PO. Os dados estdo na forma de
média + um desvio padrdo, com n = 6. Variacéo foi calculada como a razéo entre o desvio padréo e a média.
Fonte: o autor (2016).
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Gréfico 15. Diagrama de caixas dos valores de SUVRWM das trés visitas (grupo P1).
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Valores de SUVRYM e de captacdo normalizada pelo método semiquantitativo proposto por Hammoud e
colaboradores (2005) das regides do talamo (esquerda) e JP (direita), grupo P1. Os dados estdo na forma de
média + um desvio padrdo, com n = 4. Variacdo foi calculada como a razéo entre o desvio padréo e a média.

Fonte: o autor (2016).

Tabela 26. Valores de SUVRYM das trés visitas, para as regies do talamo e JP.

SUVRWM
Regido do talamo Regides JP

Visita 1 n Meédia £ DP Variagdo Meédia = DP Variagao
Grupo PO 6 1,29+ 0,03 2,7% 1,04+ 0,03 2,6%
Grupo P1 4 1,32+0,05 3,7% 1,04 £ 0,02 1,6%
Visita 2

Grupo PO 6 1,28 + 0,02 1,8% 1,04 £ 0,02 1,9%
Grupo P1 4 1,31+0,09 7,1% 1,05+ 0,02 2,2%
Visita 3
Grupo PO 6 1,28 +0,05 4,2% 1,04 £ 0,02 1,6%
Grupo P1 4 1,33+0,05 3,8% 1,04+ 0,03 2,9%

Valores de SUVRWM referentes as trés visitas, das regides do talamo e JP, separados por grupo. Os dados estdo
na forma de média £ um desvio padrdo. Variacao foi calculada como a raz&o entre o desvio padrdo e a média.
Fonte: o autor (2016).

Os resultados apresentam pequena variacdo, indicando precisdo na utilizacdo do
método. Apds a aplicacdo do teste estatistico t Student nos dados de SUVR"M das trés visitas,
ndo foi verificada diferenca estatisticamente significativa em nenhuma das comparagoes

(p > 0,20). Tal resultado vem ao encontro das hipoteses levantadas na subsecédo 4.4 (p. 54).

Os valores de SUVR"M podem ser encontrados nos Grafico 16 (grupo P0) e Gréafico

17 (grupo P1), nos quais o comportamento longitudinal dos valores de SUVR™M pode ser
visualizado.
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Gréfico 16. Valores de SUVRYM ao longo do tempo para o grupo PO.
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Valores de SUVRYM ao longo do tempo para as regiées do talamo (esquerda) e JP (direita). Os dados sao
correspondentes aos participantes que realizaram as trés visitas, n = 18. A linha em preto representa a média dos
dados, com desvio padréo representado pela linha preta tracejada. Fonte: o autor (2016).

Gréfico 17. Valores de SUVRYM ao longo do tempo para o grupo P1.
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Valores de SUVRYM ao longo do tempo para as regides do tallamo (esquerda) e JP (direita). Os dados sdo
correspondentes aos participantes que realizaram as trés visitas, n = 12. A linha em preto representa a média dos
dados, com desvio padrédo representado pela linha preta tracejada. Fonte: o autor (2016).

5.2.2.3.1.2 Visitas V1 e V2

A Tabela 27 apresenta os resultados das regides do talamo e JP de SUVR"M para as

visitas V1 e V2. Tais resultados estdo na forma de diagrama de caixas no Gréafico 18.

Tabela 27. Valores de SUVR"M das V1 e V2, para as regides do talamo e JP.

SUVRWM

Regido do tdlamo Regibes JP
Visita 1 n Média + DP Variacao Média + DP Variagao
Grupo PO 6 1,27 £ 0,06 4,4% 1,04 £ 0,02 2,3%
Grupo P1 4 1,32+ 0,04 3,0% 1,04 £ 0,02 1,7%
Grupo C 1,29 £ 0,03 2,6% 1,08 + 0,02 1,7%
Visita 2
Grupo PO 6 1,29 + 0,02 1,6% 1,04 £ 0,02 1,7%
Grupo P1 4 1,30 £ 0,07 5,1% 1,04 £ 0,02 2,0%
Grupo C 1,30 £ 0,05 4,1% 1,07 £ 0,02 2,3%

Valores de SUVRYM das visitas V1 e V2, das regites JP, separados por grupo. Os dados estdo na forma de
média + um desvio padrdo. Variacdo foi calculada como a razdo entre o desvio padrdo e a média. Fonte: o autor
(2016).
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Gréfico 18. Diagrama de caixas dos valores de SUVRWM referentes as visitas V1 e V2, para as regides do talamo
e JP.
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Valores de SUVRYM das regides do tdlamo (esquerda) e JP (direita). Os dados estdo na forma de média + um
desvio padrdo, com n = 6. Variacdo foi calculada como a razéo entre o desvio padrdo e a média. Fonte: o autor
(2016).

Os resultados apresentam pequena variacdo (aprox. <5%), indicando que a aplicagéo
do método resulta em dados com baixa variabilidade. Teste estatistico t Student foi aplicado
nos dados de SUVR™WM das visitas V1 e V2, com o objetivo de verificar existéncia de
diferenca estatistica entre as visitas. Nao foi verificada diferenca estatisticamente significativa

em nenhuma das comparagfes (p >0,20). Tal resultado vem ao encontro das hipdteses
levantadas na subsecéo 4.4 (p. 54).

5.2.2.3.2 SUVR®E

5.2.2.3.2.1 Visitas V1,V2e V3
Os valores de SUVRCE das trés visitas para as regides do talamo e JP e podem ser

encontrados na Tabela 28, no Gréfico 19, para o grupo PO, e no Grafico 20, para o grupo P1.

Tabela 28. Valores de SUVRCE para as regides do talamo e JP, referentes as trés visitas.
Valores de SUVRC®E

Regido do tdlamo Regibes JP

Visita 1 n Média + DP Variacao Média + DP Variagao
Grupo PO 6 1,11 + 0,06 5,6% 0,90 + 0,03 3,4%
Grupo P1 4 1,12 £ 0,05 4,6% 0,89 +0,02 1,7%
Visita 2

Grupo PO 6 1,10 £ 0,03 2,5% 0,90 + 0,02 2,4%
Grupo P1 4 1,10 £ 0,05 4,4% 0,88 £0,01 0,9%
Visita 3

Grupo PO 6 1,09 + 0,05 4,3% 0,89+0,01 1,5%
Grupo P1 4 1,14 £ 0,03 3,1% 0,89 £ 0,02 2,3%

Valores de SUVRCE das regides do talamo e JP, referentes as trés visitas e separados por grupo. Os dados sdo
referentes a visita inicial e estdo na forma de média + um desvio padrdo. Variacao foi calculada como a razéo
entre o desvio padréo e a média. Fonte: o autor (2016).
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Gréfico 19. Diagrama de caixas dos valores de SUVR®® para as regides do tdlamo e JP para o grupo PO,

comparacgdo entre visitas.
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Valores de SUVRC®E das regiGes do talamo e JP para o grupo PO, separados por visita. Os dados estdo na forma
de média + um desvio padrdo. Variacao foi calculada como a razdo entre o desvio padrao e a média. Fonte: o
autor (2016).

Gréfico 20. Diagrama de caixas dos valores de SUVRC®E para as regides do talamo e JP para o grupo P1,

comparagao entre visitas.
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Valores de SUVRC®E das regiGes do talamo e JP para o grupo P1, separados por visita. Os dados estdo na forma
de média + um desvio padrdo. Variagdo foi calculada como a razao entre o desvio padrdo e a média. Fonte: o
autor (2016).

Os valores de SUVRCE também apresentaram pequena variagdo, similarmente ao
observado nas analises transversais. Ndo foi verificada diferenca significativa entre visitas
para nenhum dos grupos e nenhuma das regides da anélise (p > 0,20), resultado da aplicacéo
do teste estatistico t Student nos dados de valores de SUVRCE das trés visitas, com o objetivo

de verificar existéncia de diferenca estatistica entre as visitas.

O comportamento ao longo do tempo do pardmetro SUVRCE pode ser visualizado

nos graficos que seguem (Gréafico 21 para o grupo PO e Grafico 22 para o grupo P1).
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Gréfico 21. Valores de SUV®® ao longo do tempo para o grupo PO.
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Valores de SUVRC®E ao longo do tempo para as regides do talamo (esquerda) e JP (direita). Os dados sdo
correspondentes aos participantes que realizaram as trés visitas, n = 18. A linha em preto representa a média dos
dados, com desvio padréo representado pela linha preta tracejada. O coeficiente de correlacdo r = -0,28
(p > 0,20) para o talamo e r = -0,23 (p > 0,20) para as regides JP. Fonte: o autor (2016).

Gréfico 22. Valores de SUVCE ao longo do tempo para o grupo P1.
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Valores de SUVR®E ao longo do tempo para as regides do talamo (esquerda) e JP (direita). Os dados sdo
correspondentes aos participantes que realizaram as trés visitas, n = 12. A linha em preto representa a média dos
dados, com desvio padrédo representado pela linha preta tracejada. O coeficiente de correla¢do r = 0,23 (p > 0,20)

para o tlamo e r = 0,25 (p > 0,20) para as regides JP. Fonte: o autor (2016).

5.2.2.3.2.2 Visitas V1 e V2

Os valores de SUVRCE das visitas V1 e V2 estdo na Tabela 29 e no Gréafico 23.

Tabela 29. Valores de SUVR®E referentes as visitas V1 e V2, para as regides do talamo e JP.
Valores de SUVR®E

Regido do talamo Regides JP
Visita 1 n Média + DP Variacao Média + DP Variagao
Grupo PO 7 1,09 + 0,09 8,0% 0,89+ 0,03 3,9%
Grupo P1 9 1,14 + 0,06 4,9% 0,89 +0,03 3,2%
Grupo C 3 1,09 £ 0,01 0,9% 0,91+0,03 3,4%
Visita 2
Grupo PO 7 1,10 £ 0,03 3,1% 0,89+ 0,03 3,3%
Grupo P1 9 1,12 £ 0,05 4,4% 0,89 +0,03 2,5%
Grupo C 3 1,09 £ 0,02 1,5% 0,09+0,01 1,5%

Valores de SUVRCE referentes as visitas V1 e V2, das regides JP, separados por grupo. Os dados estdo na forma
de média + um desvio padrdo. Variacgdo foi calculada como a razéo entre o desvio padrdo e a média. Fonte: o
autor (2016).
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Gréfico 23. Diagrama de caixas dos valores de SUVRC®B referentes as visitas V1 e V2, para as regides do talamo
e JP.
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Valores de SUVRCE das regides do talamo (esquerda) e JP (direita). Os dados estdo na forma de média + um
desvio padrédo, com n = 6. Variacéo foi calculada como a razéo entre o desvio padrao e a média. Fonte: o autor
(2016).

Os resultados apresentam pequena variacdo (<8%). Apo6s aplicacdo do teste
estatistico t Student nos valores de SUVR®® das visitas V1 e V2, com o objetivo de verificar
existéncia de diferenca estatistica entre as visitas, nao foi verificada diferenca estatisticamente
significativa entre visitas para nenhum dos grupos de pacientes e nenhuma das regides

(p > 0,20). O resultado obtido é coerente com as hipéteses levantadas na subse¢do 4.4 (p. 54).

5.2.2.4 Discussdo da analise longitudinal

Os valores de BPnp determinado pelo SRTM ndo apresentaram resultados
satisfatorios para nenhuma das regies analisadas. Deve-se recordar que os valores de BPnp
ndo podem ser usados para estimar algumas das TACs, pois apresentam erro padrdo muito

alto. Assim, ndo foi realizada analise de diferenciacdo estatistica entre visitas.

Os valores de BPnp estimados pelo modelo de Logan com tecido de referéncia
apresentaram erro padrdo da estimativa pequeno para todos os valores de BPnp estimados. As
estimativas de BPnp ndo resultaram em diferenciacdo estatistica significativa entre visitas
para nenhuma das regifes e grupos analisados (p > 0,20), tanto nas analises entre as trés

vistas, quanto nas analises considerando as duas primeiras visitas.

A presenca de consideravel variacdo dos resultados de SUV indica pouca
confiabilidade no uso desse pardmetro em avaliagdes do comportamento da captagdo de [*'C]-
(R)-PK11195 ao longo da evolucdo da EM e mesmo do grupo controle. Diferenca
significativa entre visitas foi observada para o grupo PO entre as visitas V1 e V3, tanto na
regido do talamo (p = 0,06), como nas regides JP (p = 0,04). Tal resultado ndo era esperado,

considerando as hipéteses levantadas na subsecdo 4.4 (p. 54), que consideram resposta
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positiva ao medicamento. Por outro lado, pode ser um indicativo de progressédo da doenca
para o grupo PO e mais estudos sdo necessarios para investigar se tal resultado é consequéncia
da variabilidade dos valores de SUV ou se existe, de fato, progressdo da doenca e resposta
negativa ao medicamento. Outro indicativo que o SUV ndo é parametro adequado para
verificagdo da evolucdo da doenca esta no fato de terem sido observadas diferencas dos
valores de SUV entre as visitas V1 e V2 para o grupo controle em ambas as regides do talamo
(p =0,01) e JP (p =0,02). Esse resultado é inesperado e precisa ser melhor investigado, pois

ndo deveria haver mudanca de captacao no grupo controle ao longo do tempo.

O SUVR"M resultou em valores com baixa variagdo (Tabela 26), indicando
estabilidade do método ao longo do tempo. Além disso, ndo foi observada diferenca
significativa entre visitas para nenhum dos grupos e regides da analise (p > 0,20), apesar da

pequena variacdo dos resultados.

De forma similar, o SUVR®® apresentou pequena variacio em seus resultados. N&o
foi verificada diferenca significativa entre visitas para nenhum dos grupos e nenhuma das
regiGes da analise (p > 0,20). Tal resultado pode indicar estabilidade na captagdo de [*!C]-(R)-
PK11195 ao longo do tempo. Como 0 SUVRYM, o pardmetro SUVR®® pode ser um potencial
indicador de evolucdo patoldgica da EM.

Buscando verificar qual(is) do(s) parametro(s) apresenta(m) indicativo de aumento
ou diminuicdo da captacdo de [*'C]-(R)-PK11195 nas regides analisadas, a Gltima analise
realizada longitudinalmente foi a de correlacdo com o tempo. Foi observada correlacdo
positiva significativa entre valores de SUV e tempo, para ambos 0s grupos e regides
analisadas (talamo, com r = 0,50, p = 0,04, para o grupo PO e r = 0,54, p = 0,07, para 0 grupo
P1; e JP, comr=0,53, p=0,03, para o grupo PO e r = 0,51, p = 0,09, para o grupo P1). Esse
resultado pode ser consequéncia da variabilidade dos valores de SUV nas regides analisadas,
de modo que mais estudos sdo necessarios para investigar a confiabilidade do SUV em
avaliagbes longitudinais da captacdo de ['!C]-(R)-PK11195. Além disso, € necessaria uma
andlise longitudinal dos pardmetros quantitativos para cada paciente individualmente e sua
correlagdo com a evolugdo da doenca para se verificar o comportamento da captagdo de [*'C]-
(R)-PK11195 na EM.

Portanto, para estudos longitudinais, dentre os métodos investigados, o uso do
SUVR"M ¢ do SUVR®E podem indicar o comportamento da captacdo de [*'C]-(R)-PK11195
ao longo do tempo, sendo tais medidas potenciais indicadores de evolu¢do da EM quando

aplicados nas regides JP. Para os outros métodos analisados, os valores de BPnp estimados
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pelo método de Logan com tecido de referéncia se apresentaram incoerentes devido ao uso do
cerebelo como regido de referéncia, resultando em valores negativos de BPnp, € 0 SUV

apresentou significativa variagao.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo principal desse trabalho foi investigar métodos de analise quantitativa e
semiquantitativa de imagens PET/CT cerebrais adquiridas com ['C]-(R)-PK11195,

identificando suas limitacGes e potencialidades.

Para preparagdo e processamento das imagens para extracdo dos dados para as
imagens PET/CT cerebrais adquiridas com [*C]-(R)-PK11195, a amostragem temporal
adequada para a reformatacdo da imagem dindmica de PET/CT com [*C]-(R)-PK11195
(1x15s, 3x5s, 3x10s, 2x30s, 3x60s, 4x150s, 5x300s e 2x600s, totalizando 23 quadros
temporais em um periodo de 1h). A amostragem temporal proposta permitiu a obtencdo das
TACs de forma adequada para a quantificacdo do comportamento cinético do radiofarmaco
nas ROIs.

O intervalo temporal adequado para a reformatacdo da imagem estética de PET/CT
com [C]-(R)-PK11195 é dependente do método de semiquantificacio aplicado. Para a
analise das ROIs nos pacientes com EM, a imagem estatica de PET/CT obtida a partir da
média entre 10 e 60 min da aquisicao resulta em diferenca estatisticamente significativa dos
valores de SUV e SUVR"M entre os pacientes com EM e o grupo controle. A diferenga mais
significativa entre os grupos ocorre com a aplicacdo do SUVR"M, nas regides JP.

N&o foram realizadas as andlises transversal e longitudinal com os valores de BPnp
obtidos com a aplicagdo do SRTM para as imagens dindmicas de PET/CT com [*C]-(R)-
PK11195, uma vez que o modelo ndo foi capaz de gerar resultados satisfatorios para todas as
imagens, além de apresentar erro muito alto para tal estimativa. Os valores de BPnp
estimados pelo modelo de Logan com tecido de referéncia apresentaram erro padrdo da
estimativa pequeno. A obtencdo de valores de BPnp negativos para as regifes JP permite
concluir que existe mais ligacdo especifica de [1!C]-(R)-PK11195 no cerebelo do que nessas
regides. No entanto, ndo ha diferenciacdo estatisticamente significativa dos valores de BPnp
entre grupos e entre visitas para nenhuma das regides (tdlamo e JP). Conclui-se que a
utilizacdo de BPnp pelo modelo de Logan com tecido de referéncia em imagens dindmicas de
PET/CT com [*!C]-(R)-PK11195 n&o fornece indicativo adequado de evolugio da EM.

A utilizacdo do SUV nas imagens estaticas ndo se mostrou escolha adequada, pois
ndo foi observada diferenciacdo entre os grupos para nenhuma das regides escolhidas. Além

disso, foi observada presenca de considerdvel variacdo dos valores de SUV, indicando pouca
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confiabilidade nesses valores em avaliagdes do comportamento da captacdo de [!C]-(R)-
PK11195 ao longo do tempo.

Os valores de SUVR"M apresentam diferenciagdo significativa entre os grupos de
pacientes com EM e controles somente para as regides JP. Ndo foi observada diferenca
significativa entre visitas para nenhum dos grupos e regides da anélise. Conclui-se que o
SUVRYM poderia ser um indicador do comportamento da captacédo de [*!C]-(R)-PK11195 ao

longo do tempo, e, portanto, da evolucéo da EM.

A utilizacdo de SUVR®® ndo apresenta diferenciacio entre os grupos de pacientes
com EM e controles para as regides JP. Enquanto para o talamo, os valores de SUVR®E
apresentam diferenca significativa entre os grupos PO e P1 e entre P1 e C, que pode estar
relacionado com a diferenca de idade entre os grupos. No estudo longitudinal, o SUVR®E n3o
apresenta diferenca significativa entre visitas para nenhum dos grupos e nenhuma das regides
da analise. Conclui-se que assim como o SUVR™M, o pardmetro SUVRC®E poderia ser um
potencial indicador de evolugdo da EM.

Com relacdo as ROIs escolhidas nas andlises, as regides JP, especificas para a EM,
por serem regifes onde novas lesbes surgem, representam uma escolha interessante para
analise de imagens PET/CT com [''C]-(R)-PK11195. De fato, os resultados obtidos nesse
trabalho indicam que a utilizacdo dessas regides para obtencdo de pardmetros quantitativos
pode oferecer indicativos para diagndstico precoce, estratégia de verificacdo da progressdo da

EM e/ou resposta a tratamentos, entre outros.

Conclui-se que, dentre os métodos analisados, 0 método SUVR™WM apresenta
resultados promissores e satisfatorios, em especial quando aplicado as regibes JP. Para
confirmar a confiabilidade e robustez da combinacdo do método utilizado e ROI nas imagens
de PET/CT com [*C]-(R)-PK 11195 no estudo da EM, é necessaria a ampliacio do nimero de
sujeitos, tanto para a investigacdo de evolucdo da EM, como para estudos dos efeitos de
medicamentos em seu tratamento. A ampliacdo no nimero de sujeitos é necessaria visto que
essa dissertacdo contou com um namero restrito de sujeitos, por ter sido finalizada antes da
penultima visita (V3) de todos os participantes. A andlise longitudinal individual dos
pacientes com EM e sua associagdo com a evolucdo da doenca ao longo do tempo podem
trazer maior compreensdo sobre o comportamento da captacio de [*'C]-(R)-PK11195 nos

processos neuroinflamatorios dessa doenca.
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Esta dissertacdo também abre diversas portas para novas investigacfes e estudos
clinicos, como a analise a investigacdo da confiabilidade dos pardmetros quantitativos em

estudos longitudinais da captacéo de [*'C]-(R)-PK11195 em doencas neuroinflamatorias.
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Semiquantification Study of [**C]-(R)-PK11195 PET Brain Images
in Multiple Sclerosis
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Resumo

Imagens PET cerebral adquiridas com [Y1C]-(R)-PK11195 sédo utilizadas em estudos da ativacdo
microglial, como na esclerose multipla (EM). O objetivo deste estudo é investigar o comportamento da
captacdo nas regides justacortical e periventricular de [*C]-(R)-PK11195 em imagens PET
reformatadas em diferentes intervalos temporais, através da aplicagdo de trés métodos, buscando o
método e intervalo temporal que melhor diferenciam pacientes com EM dos individuos saudaveis.
Métodos semiquantitativos de SUV (Standard Uptake Value) e de normalizacdo da captacdo para
regido de referéncia foram aplicados a imagens PET, de diferentes intervalos temporais, adquiridas
de 10 pacientes com EM e 5 individuos saudaveis. Identificou-se diferenca estatisticamente
significativa entre grupos nas regifes justacortical e periventricular dos valores de SUV (p = 0,01, 40 a
60 min) e com aplicacdo de método de normalizacdo para concentracdo de atividade média na
substancia branca (p < 0,01, 10 a 60 min).

Palavras-chave: [11C]-(R)-PK11195; PET; esclerose muiiltipla; semiquantificacédo; SUV.

Abstract

PET brain images with [*1C]-(R)-PK11195 are being widely used to visualize microglial activation in
vivo in neurodegenerative diseases, such as multiple sclerosis (MS). The aim of this study is to
investigate the uptake behavior in justacortical and periventricular regions of [*1C]-(R)-PK11195 PET
brain images reformatted in different time intervals by applying three methods, seeking method and
time interval that significantly differentiate MS patients from healthy controls. Semi-quantitative SUV
and uptake relative to a reference region methods were applied to PET images from different time
intervals acquired from 10 patients with MS and 5 healthy controls. The results show significant SUV
values difference (p = 0.01, 40 to 60 min) in justacortical and periventricular regions between groups
and using the normalization method in which the uptake is relative to the mean concentration activity
in the white matter (p <0.01, 10 to 60 min).

Keywords: ['1C]-(R)-PK11195; PET; multiple sclerosis; semi-quantification; SUV.

1. Introducéo

Imagens de tomografia por emissdo de
positrons ou PET (do inglés, Positron Emission
Tomography) e as imagens por ressonancia
magnética ou MRI (do inglés, Magnetic
Resonance Imaging) tém sido amplamente
utilizadas no imageamento cerebral de
doencgas neurodegenerativas®2.
A esclerose multipla ou MS (do inglés, Multiple
Sclerosis) € uma doenca neurodegenerativa
de importante impacto social por afetar adultos
jovens, embora seja de baixa prevaléncia.
Atualmente, os critérios do diagndstico dessa

doenca sdo baseados na revisdo de 2010 dos
critérios de McDonald?, dentre os quais esta a
presenca de uma ou mais lesdes em duas das
quatro regides consideradas caracteristicas:
justacortical, periventricular, infratentorial e
medula espinhal.

Ativacdo microglial ocorre de forma
significativa apos danos neuronais
importantes, como os resultados de processos
degenerativos?. Quando marcado com C o
componente PK11195 (1-(2-clorofenil)-N-metil-
N-(1-metilpropil)-3-isoquinolina carboxamida) é
escolha importante para o imageamento da



ativacdo microglial in  vivo com PET,
apresentando um indicador de doenca
inflamatéria cerebral ativa com ampla
aplicabilidade*.

Estudos de quantificacdo das imagens PET
adquiridas com [*'C]-(R)-PK11195 utilizaram,
em sua maioria, a normalizacdo da captacdo a
uma regido de referéncia (como o cerebelo) ou
aplicando o modelo simplificado de tecido de
referéncia®, obtendo valores de potencial de
ligacdo razoavelmente acurados, mesmo sem
ter amostragem de sangue arterial®-°.

Analises mais simples foram propostas com
métodos de semiquantificacdo baseados na
normalizacdo da concentracdo de atividade
em uma regido de interesse ou ROI (do inglés,
region of interest) para uma regido de
referéncia. Dentre esses métodos, 0 proposto
por Debruyne e colaboradores (2002)
considera como referéncia a média da
concentracdo de atividade do cérebro inteiro
no ultimo quadro temporal da aquisicdo
dindmical®. Tal escolha resultou em dados
acurados em voluntarios normaist®1l. Outro
método similar, proposto por Hammoud e
colaboradores  (2005), considera como
referéncia a média da concentracdo de
atividade na matéria branca’?, resultando em
aumento de ligagdo especifica de [YC]-(R)-
PK11195 em imagens de pacientes portadores
do virus HIV12,

Os métodos semiquantitativos de [*1C]-(R)-
PK11195 sdo aplicados em imagens PET
reformatadas a partir de um intervalo temporal
da aquisicao, usualmente feita em modo lista.
Entretanto, ndo existe consenso na literatura
sobre qual intervalo temporal deve ser
utilizado na aplicacdo desses métodos.
Diversos intervalos temporais ja foram
apresentados, tais como:

e 5a20min, por ser o periodo que
apresenta a maior atividade acumulada
do radiotracador e melhor qualidade da
imagem, excluindo a fase de perfusdo?3;

¢ 5a 30 min, por ser o intervalo no qual o
pseudo-equilibrio € alcangcado em &reas
de suposta alta densidade de ativacao
microglialt4;

e 40 a 60 min, por ser o periodo no qual as
curvas de atividade ao longo do tempo,
para pacientes e controles, apresentam
declinio similar no periodo de estado
estavel (40 min apés a injecdo do
radiotragador)015;

e Outros estudos utilizam ainda intervalos
temporais de 0 a 60 min®, 10 a 60 min'2
e 30 a 60 min®.

As interpretacbes dos resultados dos

métodos semiquantitativos tém sido limitadas
a relacdo entre areas de captacdo aumentada
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de [YC]-(R)-PK11195 com
conhecidas e sua distribuigdo?’.

O objetivo deste estudo € investigar o
comportamento da captagdo nas regides
justacortical e periventricular de [YC]-(R)-
PK11195 em imagens PET reformatadas em
diferentes intervalos temporais, através da
aplicacdo de trés métodos, buscando o
método e intervalo temporal que melhor
diferenciam estatisticamente os pacientes com
MS dos individuos saudaveis.

patologias

2. Materiais e Métodos

Foram adquiridas imagens de PET utilizando
[FC]-(R)-PK11195 e MR de individuos
voluntarios do projeto “Avaliagdo da ativagao
microglial pelo PET/CT e associacdo com o
aparecimento de lesdes na Ressonancia
Magnética em pacientes com Esclerose
Mdltipla remitente-recorrente submetidos a
tratamento com fingolimode”, CAAE
23949813.7.0000.5336, aprovado em 06 de
junho de 2015 sob parecer 1.094.228.

Para esse estudo piloto, os voluntarios
foram divididos em dois grupos: cinco do
grupo controle [(24 £ 2) anos, minimo de
20 anos e maximo de 28 anos, e (74 £ 10) kg]
e dez diagnosticados com MS do tipo
remitente-recorrente [(28 £ 3) anos, minimo de
18 anos e maximo de 35 anos, e (67 + 15) kg].

Ambas as aquisicbes (PET e MRI)
aconteceram no mesmo dia. A atividade de
[*1C]-(R)-PK11195 administrada aos
voluntérios para aquisicdo das imagens PET
foi de (560 + 100) MBq [(15 + 3) mCi, minimo
de 390 MBgq e maximo de 740MBqg]. O
radiotragador foi produzido pelo laboratério do
Centro de Producdo de Radiofarmacos do
Instituto do Cérebro do Rio Grande do Sul da
PUCRS.

As aquisicbes foram realizadas em modo
lista em um equipamento de PET/CT da marca
GE Healthcare, modelo Discovery 600, com
cristais detectores tipo Oxido de germaénio
bismuto (BGO). As imagens PET foram
reconstruidas com 300 mm de campo de
visdo, utilizando o algoritmo iterativo VUE
Point HD, frequéncia de corte do filtro de
suavizacdo de 4,0 mm, 32 subconjuntos e
duas iterac6es. A matriz da imagem possui
192x192 pixels, 16-bits por pixel (resolucdo de
0,640 pixels/mm), tamanho de pixel de
1,56x1,56 mm e 47 cortes axiais de 3,27 mm
de espessura cada. A atenuacéo foi corrigida
utiizando a imagem de tomografia
computadorizada adquirida anteriormente ao
inicio da aquisicdo da imagem PET. Demais
correcdes necessarias para quantificacdo
(normalizacdo, decaimento, espalhamento e



deteccdes também  foram
aplicadas.

As imagens por MR foram adquiridas em um
equipamento de ressonancia magnética GE
Healthcare Signa HDxt de 3,0T. Foram
adquiridas imagens por MR estruturais de alta
resolucdo ponderadas em T1 utilizando
sequéncia BRAVO™ (volume do cérebro, do
inglés, brain volume), da GE Healthcare, com
tempo de repeticdo de 2400 ms; tempo de eco
de 16 ms; campo de visdo de 220 mm; com
voxels isotropicos de 1mm. As imagens
ponderadas em T1 apresentam matriz de
512x512x196 pixels
(240,03x240,03x196,00 mm), 16-hits por pixel,
resolucdo de 2,133 pixels/mm, tamanho de
voxel de 0,47x0,47x1,00 mm, e intervalo de
quadros de 6,12 ms.

aleatodrias)

2.1. Reformatagéo das Imagens PET

Imagens PET foram adquiridas em modo
lista e reformatadas a partir da média de
alguns dos intervalos temporais descritos na
literatura, conforme apresentado
anteriormente:

(A)0 a 60 min?® (toda aquisicéo);

(B)5 a 20 min!3 (15 min, apés perfusao);

(C)5 a 30 min'4 (25 min, apés perfusdo);

(D)10 a 60 min?2 (altimos 50 min);

(E)30 a 60 min® (Gltimos 30 min); e

(F) 40 a 60 min1%15 (gltimos 20 minutos).

Para extracdo dos dados das regides
justacortical e periventricular foram utilizadas
as mascaras das regibes de substancia
cinzenta ou GM (do inglés, gray matter) e
substancia branca ou WM (do inglés, white
matter) previamente segmentadas a partir da
imagem de MR original. A figura a seguir
mostra um exemplo de mascara utilizada na
extracdo dos dados.

Figura 1. Exemplo de méscara utilizada na extra¢éo de
dados das imagens de PET, onde as regides justacortical
e periventricular (em branco) séo as de interesse.

2.2. Pré-processamento

As imagens de PET e por MR foram
corregistradas utilizando o programa SPM8
(http://www. fil.ion.ucl.ac.uk/spm/). As imagens
por MR foram segmentadas em GM, WM e
fluido cerebrospinal com o SPM8. Todas as
imagens por MR foram corrigidas para néo
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homogeneidade do campo magnético do
equipamento!® com FSL°,

2.3. Analises Semiquantitativas

Os métodos de normalizacdo para
concentracdo de atividade da ROI (regides
justacortical e periventricular) foram aplicados
e seus resultados comparados, sendo eles:

e Debruyne et al. (2002): normalizacdo para
concentracao de atividade no cérebro
todo no Ultimo quadro temporal da
imagem dinamical®.

e Hammoud et al. (2005): normalizag&o
para concentracdo de atividade na WM12

Valores de captacdo padronizada ou SUV

(do inglés, Standarized Uptake Value) foram
obtidos para todas as imagens PET e os
resultados comparados.

A extragdo dos dados foi realizada utilizando

o programa ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij/).

2.4. Andlises Estatisticas

Diferencas entre os grupos (pacientes com
MS e controles) foram avaliadas com a
aplicag&o de teste t de Student. A normalidade
dos dados foi testada com o teste Shapiro-Wilk
utilizando o programa SPSS versdo 17.0.0
(SPSS, Heverlee, Bélgica). Valores estao
expressos em termos de média £+ um desvio
padrao.

O coeficiente de correlacdo de postos de
Spearman foi utilizado na verificacdo de
correlacdo de EDSS (Escala Expandida do
Estado de Incapacidade de Kurtzke), tempo de
doenga, nimero de surtos e idade com os
valores resultantes da aplicagdo dos métodos
descritos nesse estudo.

Apo6s andlises estatisticas, verificou-se a
possivel existéncia de valores atipicos
utilizando diagramas de blocos.

3. Resultados

As tabelas a seguir apresentam os valores
obtidos de SUV (Tabela 1) e de concentragéo
de atividade normalizada obtidos a partir da
aplicagdo dos métodos de normalizagao
Debruyne et al. (2002) (Tabela 2) e Hammoud
et al. (2005) (Tabela 3).

Os valores de SUV nas regifes justacortical
e periventricular (Tabela 1) indicam que o
intervalo temporal que melhor diferencia
pacientes com MS do grupo controle é o (F),
intervalo dos ultimos 20 minutos da aquisicao
(p = 0,09). A média do SUV nesse caso foi de
(0,37 £ 0,11) g/mL para o grupo de pacientes
com MS e de (0,29 + 0,07) g/mL para o grupo
controle (aproximadamente 30% menor).
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Tabela 1. Valores SUV médios e desvio padrao para os pacientes com MS (P) e grupo controle (C). As Ultimas linhas da tabela
apresentam os valores t e p dos testes estatisticos.

SUV (g/mL)
Intervalo (A) B) © (D) (E) F)
Temporal 0 a 60 min 5a 20 min 5a 30 min 10 a 60 min 30 a 60 min 40 a 60 min
Sujeito Toda aquisicé&o 15min, apés  25min, p6s e 50 min - Ultimos 30 min Ultimos 20 min
perfusdo perfuséo
Média P 0,62 +£0,19 0,63+0,18 0,59 +£0,17 0,48 +£0,14 0,39 £0,12 0,37+0,11
Média C 0,49 0,14 0,49 £ 0,17 0,45+ 0,15 0,37+0,11 0,30 £ 0,08 0,29 £ 0,07
Razéo P/C 1,29 + 0,54 1,30+ 0,59 1,30 + 0,58 1,31+0,55 1,30 +0,51 1,30+ 0,49
Valor t 1,584 1,490 1,542 1,689 1,799 1,848
Valor p 0,15 0,18 0,16 0,13 0,10 0,09

Tabela 2. Valores de concentracéo de atividade normalizada pelo método Debruyne et al. (2002), para os pacientes com MS
(P) e grupo controle (C). As ultimas linhas da tabela apresentam os valores t e p dos testes estatisticos.

Debruyne et al. (2002) (sem unidade)

Intervalo (A) B) © (D) (E) F)
Temporal 0 a 60 min 5a 20 min 5 a 30 min 10 a 60 min 30 a 60 min 40 a 60 min
Sujeito Toda aquisigdo 15;;'{;’52%05 25pr;1r|fnu,seg|zos Ultimos 50 min ~ Ultimos 30 min  Ultimos 20 min
Média P 1,72 +0,21 1,74 + 0,10 1,61 + 0,08 1,31+ 0,04 1,08 £ 0,02 1,02 £ 0,02
Média C 1,68 +0,19 1,67 £0,29 1,55+0,24 1,26 £0,14 1,05 + 0,06 1,00 + 0,03
Razéo P/C 1,02+0,17 1,04 £0,19 1,04 £0,17 1,04 £0,12 1,03 +£0,06 1,02 £0,04
Valor t 0,368 0,521 0,582 0,814 1,127 1,344
Valor p > 0,20 > 0,20 > 0,20 > 0,20 > 0,20 > 0,20

Tabela 3. Valores de concentracéo de atividade normalizada pelo método Hammoud et al. (2005), para os pacientes com
MS (P) e grupo controle (C). As Ultimas linhas da tabela apresentam os valores t e p dos testes estatisticos.

Hammoud et al. (2005) (sem unidade)

Intervalo (A) (B) © (D) (E) (F

Temporal 0 a 60 min 5a 20 min 5 a 30 min 10 a 60 min 30 a 60 min 40 a 60 min
Sujeito Toda aquisi¢do 15min, apbs 25 min, apés 05 50 min - Ultimos 30 min ~ Ultimos 20 min

perfusdo perfusdo

Média P 1,11 + 0,03 1,09 £ 0,04 1,07 £ 0,03 1,03 £ 0,02 0,99 £ 0,02 0,98 + 0,02
Média C 1,15 + 0,02 1,13 £ 0,02 1,12 + 0,02 1,07 £ 0,02 1,03 £ 0,02 1,02 £0,03

Razéo P/C 0,97 £ 0,03 0,96 + 0,03 0,96 + 0,03 0,96 £ 0,03 0,96 £ 0,03 0,96 £ 0,03
Valor t -2,757 -3,114 -3,421 -3,807 -3,351 -3,005
Valor p 0,02 <0,01 <0,01 <0,01 0,02 0,03

O método de normalizagdo Debruyne MS e (1.07+£0.02) para o grupo controle
etal. (2002) (Tabela 2) nas regibes (aproximadamente 4% maior).

justacortical e periventricular ndo resultou em

diferenciagéo

estatisticamente

significativa

entre pacientes e controles, em nenhum dos

intervalos temporais (p > 0,20).

O método de normalizacgdo Hammoud

et al. (2005)
justacortical

(Tabela  3)
e periventricular

nas

regides
resulta em

Apos a avaliagdo inicial com todos os
resultados, verificou-se a presenca de valores
atipicos utilizando diagramas de blocos. A
tabela a seguir (Tabela 4) apresenta o0s
valores alterados com a retirada dos valores

atipicos.

Tabela 4. Valores do teste t e valores p, resultados das

diferenca estatisticamente significativa entre
pacientes com MS e o grupo controle para

analises dos métodos SUV e Hammoud et al. (2005), com
a retirada dos valores atipicos aplicacao de diagrama de

todos os intervalos temporais. Dos intervalos blocos.
temporais analisados, os intervalos de (B) a SUV (g/mL)
(D) foram os que resultaram em maior Intervalo Temporal  Valor t Valor p
significancia estatistica (p <0,01). O intervalo (D) 10 a 60 min 3,014 0,01
(D), os dltimos 50 minutos da aquisigdo, foi o (E) 30 a 60 min 3,032 0,01
que obteve diferenciagdo mais significativa (F) 40 a 60 min 2,975 0,01
(t=-3,807; p<0,01). Hammoud et al. (2005)

As médias de concentracdo de atividade (B) 5a20min 2.800 0,02
normalizada pelo método Hammoud (C) 5a30min -3,096 0,01
etal. (2005) nas regibes justacortical e (D) 10 a 60 min -3,608 <0,01

periventricular da imagem PET (D) foram de
(1,03 £ 0,02) para o grupo de pacientes com

Com a retirada dos valores atipicos, 0s
resultados de SUV nas regifes justacortical e



periventricular das imagens PET passam a
indicar diferenga estatisticamente significativa
(p=0,01). A média para pacientes com MS
passa a ser de (0,37 £0,11) e (0,26 £ 0,03)
para o grupo controle, valores para o intervalo
temporal (F). Nao houve diferenca importante
nos resultados do método Hammoud
et al. (2005) apos retirada dos valores atipicos.

Correlacdo estatisticamente significativa foi
encontrada entre idade e os valores de
concentracdo de atividade normalizada pelo
método Hammoud et al. (2005) para a imagem
PET (A) (p=0,05). Na&o foi encontrada
nenhuma outra correlacdo estatisticamente
significativa.

4. Discusséo

Os resultados das analises dos valores de
SUV indicam que as imagens mais préximas
ao periodo de estado estavel (ap6s 40 min da
injecdo do radiotracador) apresentam maior
diferenciagdo estatisticamente significativa
(p =0,09), embora o nivel de significancia
desejado (p = 0,05) néo tenha sido alcangcado
nessa etapa do estudo. Apds a retirada dos
valores atipicos, entretanto, o nivel de
significAncia passou a ser de p = 0,01.

Observa-se semelhanca dos valores de SUV
obtidos com valores obtidos no estudo de
Kumar e colaboradores (2012)2. O mesmo
estudo também reporta correlagéo entre idade
e valores de SUV® identificada no presente
estudo (p = 0,05).

Para as ROIs desse estudo, justacortical e
periventricular, os resultados da aplicacdo da
metodologia Debruyne et al. (2002) ndo foram
satisfatorios e a comparagdo entre 0s grupos
ndo atingiu significancia estatistica (p > 0,20)
para nenhum dos intervalos temporais, mesmo
quando os valores atipicos foram retirados.

Por fim, os resultados da aplicacdo do
método Hammoud et al. (2005) indicam que
existe diferenga estatisticamente significativa
entre 0s grupos para as regides justacortical e
periventricular das imagens PET de [*!C]-(R)-
PK11195 para todos os intervalos temporais
analisados. Dentre esses, 0s resultados
extraidos da imagem obtida pela média entre
10 e 60min da aquisicdo foram os que
apresentaram maior diferenciagdo entre os
grupos (t=-3,807; p <0,01). Isso indica que o
método Hammoud etal. (2005) apresenta
melhores resultados quando a imagem contém
tanto contagens do inicio quanto do final da
aquisicéo.

5. Conclusdes

Conclui-se que o método semiquantitativo
proposto por Hammoud e colaboradores
(2005) nas regibes  justacortical e
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periventricular  permite  a  diferenciacdo
estatisticamente significativa entre pacientes
com esclerose mdltipla e grupo controle. A
maior diferenca entre 0s grupos ocorre com a
aplicacdo desse método na imagem PET
obtida a partir da média entre 10 e 60 minutos
da aquisicdo em modo lista.

Os valores de SUV das imagens PET entre
0s pacientes com MS e grupo controle
também permite a diferenciagéo,
particularmente quando obtida a partir da
média dos ultimos 20 minutos da aquisigdo.
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