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Resumo

Imagens PET cerebral adquiridas com [!C]-(R)-PK11195 sé&o utilizadas em estudos da ativagdo
microglial, como na esclerose multipla (EM). O objetivo deste estudo é investigar o comportamento da
captacao nas regides justacortical e periventricular de [*1C]-(R)-PK11195 em imagens PET reformatadas
em diferentes intervalos temporais, através da aplicacéo 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 captagdo 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 concentragdo de atividade média na substéncia branca (p < 0,01, 10 a 60 min).
Palavras-chave: [11C]-(R)-PK11195; PET; esclerose miltipla; semiquantificacéo; 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 [11C]-(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 pdsitrons
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 doencas neurodegenerativas?!?.
A esclerose mudltipla 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 diagnéstico dessa
doenca sdo baseados na revisdo de 2010 dos
criterios de McDonald®, dentre os quais esta a
presenca de uma ou mais lesdes em duas das
quatro regibes consideradas caracteristicas:
justacortical, periventricular, infratentorial e medula
espinhal.

Ativacdo microglial ocorre de forma significativa
apdés danos neuronais importantes, como 0sS
resultados de processos degenerativos®. Quando

marcado com 1'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 doenga
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®-°.

Andlises 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, o proposto por Debruyne e
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colaboradores (2002) considera como referéncia a
média da concentragdo de atividade do cérebro
inteiro no Ultimo quadro temporal da aquisicao
dindmical®. Tal escolha resultou em dados
acurados em voluntarios normais'®!l, Qutro
método similar, proposto por Hammoud e
colaboradores (2005), considera como referéncia a
média da concentracdo de atividade na matéria
brancal?, resultando em aumento de ligacdo
especifica de [C]-(R)-PK11195 em imagens de
pacientes portadores do virus HIV12,

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

e 5a 20 min, por ser o periodo que apresenta a
maior atividade acumulada do radiotracador e
melhor qualidade da imagem, excluindo a fase
de perfuséo?s;

e 5a30min, por ser o intervalo no qual o
pseudo-equilibrio é alcancado em &reas de
suposta alta densidade de ativacdo
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
apos a injecdo do radiotragador)015;

e Outros estudos utilizam ainda intervalos
temporais de 0a 60 min!6, 10 a 60 min2 e
30 a 60 min®.

As interpretacdes dos resultados dos métodos
semiquantitativos tém sido limitadas a relagdo
entre areas de captacdo aumentada de [''C]-(R)-
PK11195 com patologias conhecidas e sua
distribuicao?’.

O objetivo deste estudo €& investigar o
comportamento da captacdo nas regifes
justacortical e periventricular de [''C]-(R)-PK11195
em imagens PET reformatadas em diferentes
intervalos temporais, através da aplicacédo de trés
métodos, buscando o método e intervalo temporal
que melhor diferenciam estatisticamente o0s
pacientes com MS dos individuos saudaveis.

2. Materiais e Métodos

Foram adquiridas imagens de PET utilizando
[*1C]-(R)-PK11195 e MR de individuos voluntarios
do projeto “Avaliacdo da ativacdo microglial pelo
PET/CT e associacdo com o aparecimento de
lesbes na Ressonancia Magnética em pacientes
com Esclerose Miltipla 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
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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 aquisicdes (PET e MRI) aconteceram
no mesmo dia. A atividade de ['C]-(R)-PK11195
administrada aos voluntarios para aquisicdo das
imagens PET foi de (560 = 100) MBq [(15 + 3) mCi,
minimo de 390 MBg e maximo de 740 MBq]. O
radiotracador foi produzido pelo laboratério do
Centro de Producdo de Radiofarmacos do Instituto
do Cérebro do Rio Grande do Sul da PUCRS.

As aquisi¢cbes foram realizadas em modo lista
em um equipamento de PET/CT da marca GE
Healthcare, modelo Discovery 600, com cristais
detectores tipo 6xido de germéanio bismuto (BGO).
As imagens PET foram reconstruidas com 300 mm
de campo de viséo, utilizando o algoritmo iterativo
VUE Point HD, frequéncia de corte do filtro de
suavizagdo de 4,0 mm, 32 subconjuntos e duas
iteracbes. 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 atenuagdo foi corrigida
utilizando a imagem de tomografia
computadorizada adquirida anteriormente ao inicio
da aquisicdo da imagem PET. Demais correcdes
necessarias para quantificagdo (normalizacao,
decaimento, espalhamento e deteccdes aleatérias)
também foram aplicadas.

As imagens por MR foram adquiridas em um
equipamento de ressonancia magnética GE
Healthcare Signa HDxt de 3,0 T. Foram adquiridas
imagens por MR estruturais de alta resolucédo
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 visao
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, resolucdo de 2,133 pixels/mm,
tamanho de voxel de 0,47x0,47x1,00 mm, e
intervalo de quadros de 6,12 ms.

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'é (toda aquisi¢ao);
(B) 5a 20 min'3 (15 min, apos perfusao);
(C) 5 a 30 min'# (25 min, apos perfusao);
(D) 10 a 60 min?? (Gltimos 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 regides 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
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figura a seguir mostra um exemplo de mascara
utilizada na extragédo dos dados.

Figura 1. Exemplo de méascara utilizada na extracéo 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 ndo homogeneidade do
campo magnético do equipamento!® com FSL?°,

2.3. Andlises Semiquantitativas

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

e Debruyne et al. (2002): normalizagdo para
concentracdo de atividade no cérebro todo no
Ultimo  quadro temporal da imagem
dinamica®®.

e Hammoud et al. (2005): normalizagdo para
concentracao de atividade na WM?2

Valores de captacdo padronizada ou SUV (do

inglés, Standarized Uptake Value) foram obtidos
para todas as imagens PET e o0s resultados
comparados.
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A extracdo dos dados foi realizada utilizando o
programa ImageJ (http://imagej.nih.govi/ij/).

2.4. Analises Estatisticas

Diferencas entre os grupos (pacientes com MS e
controles) foram avaliadas com a aplicacdo 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 estdo expressos em termos de
média £ um desvio padrao.

O coeficiente de correlagdo de postos de
Spearman foi utilizado na verificacao de correlacdo
de EDSS (Escala Expandida do Estado de
Incapacidade de Kurtzke), tempo de doenca,
ndmero de surtos e idade com os valores
resultantes da aplicacdo dos métodos descritos
nesse estudo.

Ap6s 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 concentragdo de
atividade normalizada obtidos a partir da aplicacéo
dos métodos de normalizagdo Debruyne
et al. (2002) (Tabela 2) e Hammoud et al. (2005)
(Tabela 3).

Os valores de SUV nas regides 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 aquisi¢cdo (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
0 grupo controle (aproximadamente 30% menor).

Tabela 1. Valores SUV médios e desvio padréo 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 5 a 30 min 10 a 60 min 30 a 60 min 40 a 60 min
Sujeito Toda aquisi¢do 15min, apés 25 min, ap6s  yiin6s 50 min - Ultimos 30 min~ Ultimos 20 min
perfusdo perfusdo
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
Razé&o 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 aquisi¢do 15,321:%32%03 25pr;1r|fnu,sgr())os 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

Razé&o 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
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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 aquisic&o 15min, apés  25min, apds  yinos 50 min - Ultimos 30 min Ultimos 20 min
perfusédo perfuséo
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
Razé&o 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 normalizacdo Debruyne  Hammoud et al. (2005) apds retirada dos valores

et al. (2002) (Tabela 2) nas regides justacortical e
periventricular n&o resultou em diferenciagéo
estatisticamente significativa entre pacientes e
controles, em nenhum dos intervalos temporais
(p > 0,20).

O método de normalizagdo Hammoud
et al. (2005) (Tabela 3) nas regifes justacortical e
periventricular resulta em diferenca
estatisticamente significativa entre pacientes com
MS e o grupo controle para todos os intervalos
temporais. Dos intervalos temporais analisados, 0os
intervalos de (B) a (D) foram os que resultaram em
maior significAncia estatistica (p<0,01). O
intervalo (D), os udltimos 50 minutos da aquisic¢ao,
foi o que obteve diferenciacdo mais significativa
(t=-3,807; p <0,01).

As médias de concentragdo de atividade
normalizada pelo método Hammoud et al. (2005)
nas regides justacortical e periventricular da
imagem PET (D) foram de (1,03 £0,02) para o
grupo de pacientes com MS e (1.07 £ 0.02) para o
grupo controle (aproximadamente 4% maior).

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 os valores alterados com a
retirada dos valores atipicos.

Tabela 4. Valores do teste t e valores p, resultados das andlises
dos métodos SUV e Hammoud et al. (2005), com a retirada dos
valores atipicos aplicacdo de diagrama de blocos.

SUV (g/mL)

Intervalo Temporal Valort Valor p
(D) 10 a 60 min 3,014 0,01
(E) 30 a60min 3,032 0,01
(F) 40 a 60 min 2,975 0,01

Hammoud et al. (2005)
(B) 5a20min -2,800 0,02
(C) 5a30min -3,096 0,01
(D) 10 a 60 min -3,608 <0,01

Com a retirada dos valores atipicos, os
resultados de SUV nas regides justacortical e
periventricular das imagens PET passam a indicar
diferenca 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). Ndo houve
diferenca importante nos resultados do método

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). Nao foi encontrada nenhuma
outra correlagdo estatisticamente significativa.

4. Discusséo

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

Observa-se semelhangca dos valores de SUV
obtidos com valores obtidos no estudo de Kumar e
colaboradores (2012)13. O mesmo estudo também
reporta correlacdo 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 etal. (2002) ndo foram
satisfatorios e a comparacdo entre 0s grupos nao
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 etal. (2005) indicam que existe
diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos para as regiBes justacortical e
periventricular das imagens PET de [YC]-(R)-
PK11195 para todos os intervalos temporais
analisados. Dentre esses, 0s resultados extraidos
da imagem obtida pela média entre 10 e 60 min da
aquisicdo foram o0s que apresentaram maior
diferenciagdo entre o0s grupos (t=-3,807;
p <0,01). Isso indica que o método Hammoud
etal. (2005) apresenta melhores resultados
guando a imagem contém tanto contagens do
inicio quanto do final da aquisigéo.

5. Conclusdes

Conclui-se que o0 método semiquantitativo
proposto por Hammoud e colaboradores (2005)
nas regifes justacortical e periventricular permite a
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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 os
pacientes com MS e grupo controle também
permite a diferenciacdo, particularmente quando
obtida a partir da média dos uUltimos 20 minutos da
aquisigéo.
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