PUCRS

ESCOLA DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUAQAO
GERONTOLOGIA BIOMEDICA
GIORDANA SALVI DE SOUZA
A ESCALA CENTILOIDE NA AVALIACAO E CLASSIFICACAO B-AMILOIDE EM
DIFERENTES TRAJETORIAS COGNITIVAS DO ENVELHECIMENTO

Porto Alegre
2021

|
POS-GRADUACAO - STRICTO SENSU

Pontificia Universidade Catodlica
do Rio Grande do Sul




GIORDANA SALVI DE SOUZA

A ESCALA CENTILOIDE NA AVALIACAO E CLASSIFICACAO
B-AMILOIDE EM DIFERENTES TRAJETORIAS COGNITIVAS DO ENVE-
LHECIMENTO

Dissertacao apresentada como requi-
sito para a obtencdao do titulo de Mes-
tre em Gerontologia Biomédica pelo
Programa de P6s-Graduacédo em Ge-
rontologia Biomédica da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande
do Sul.

Linha de pesquisa em Aspectos bio-
l6gicos do envelhecimento.

Orientadora: Ana Maria Marques da Silva

PORTO ALEGRE

2021



Ficha Catalografica

§729e  Souza, Giordana Salvi de

A escala centiloide na avaliagao e classificagao p-amiloide em
diferentes trajetorias cognitivas do envelhecimento / Giordana Salvi de
Souza. — 2021.

82p.

Dissertacao (Mestrado) — Programa de P6s-Graduagdo em Gerontologia
Biomédica, PUCRS.

Orientadora: Profa. Dra. Ana Maria Marques da Silva.

1. Tomografia por Emissdo de Positrons. 2. 11C-PiB. 3. Diagnostico por
imagem. 4. Envelhecimento saudavel. 5. Superidosos. I. Marques da Silva, Ana
Maria. II. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da PUCRS
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).
Bibliotecaria responsavel: Clarissa Jesinska Selbach CRB-10/2051




GIORDANA SALVI DE SOUZA

A ESCALA CENTILOIDE NA AVALIACAO E CLASSIFICACAO
B-AMILOIDE EM DIFERENTES TRAJETORIAS COGNITIVAS DO ENVE-
LHECIMENTO

Dissertacao apresentada como requi-
sito para a obtencao do titulo de Mes-
tre em Gerontologia Biomédica pelo
Programa de Pds-Graduacédo em Ge-
rontologia Biomédica da Pontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande
do Sul.

Linha de pesquisa em Aspectos bio-
l6gicos do envelhecimento.

Aprovada em: 22 de junho de 2021.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Jaderson Costa da Costa

Prof. Dr. Marcelo Tatit Sapienza

PORTO ALEGRE

2021



AGRADECIMENTOS

Gostaria de expressar meu agradecimento a dedicacao dos professores
da Pds-Graduacdo em Gerontologia Biomédica que ao longo desse um ano e
meio de pandemia pela COVID-19 ndo mediram esforgos para nos ensinar, ori-
entar e conversar. Agradeco a minha orientadora, prof. Ana Maria Marques da
Silva por sempre estar presente para me guiar por toda minha trajetéria acadé-

mica, como uma 6tima mestra e conselheira.

Meus sinceros agradecimentos a Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela bolsa integral de estudos que possibili-

tou minha dedicacgéo exclusiva a este mestrado - Cédigo de Financiamento 001.



RESUMO

O envelhecimento tem seus efeitos em nivel molecular, celular, vascular e mor-
fologico e o envelhecimento cerebral pode seguir como um envelhecimento de
sucesso (superidosos), um envelhecimento normal e um envelhecimento patol6-
gico (doenca de Alzheimer). O envelhecimento patolégico apresenta o acumulo
extracelular de placas senis compostas do peptideo B-amiloide (BA) e da prote-
ina tau. As técnicas de imageamento por tomografia por emissédo de pésitron ou
PET tém proporcionado novas abordagens para apoiar um diagnostico diferen-
cial da deméncia. A escala Centiloide (CL) foi desenvolvida para reduzir a varia-
bilidade do protocolo de processamento e produzir uma quantificagdo mais pre-
cisa e harmonizada das imagens de PET adquiridas com diferentes radiotraca-
dores BA. Este estudo visa explorar o uso da escala CL na quantificacdo PET
com radiotracadores BA a fim de avaliar trajetérias distintas de envelhecimento
cognitivo, investigando a classificacdo BA dos individuos usando diferentes pon-
tos de corte para a positividade BA. A equacao de conversao da escala CL foi
aplicada em quatro grupos: superidosos (SA), controles saudaveis idosos (AC),
controles saudaveis de meia-idade (MC), e individuos com Doenca de Alzheimer
(DA). Trés pontos de corte diferentes de positividade na carga BA (Jack et al.
2017, Salvadoé et al. 2019, e Amadoru et al. 2020) foram aplicados em valores
da escala CL para diferenciar o acumulo patofisiolégico precoce BA e a patologia
estabelecida BA. O grupo DA exibiu um aumento significativo da carga BA em
comparacgao com o MC, mas nao com o AC. Ambos os grupos de controles sau-
daveis ndo foram significativamente diferentes entre eles. Dependendo do ponto
de corte utilizado (10 CL, 19 CL, ou 30 CL), 7,5% dos individuos foram classifi-
cados erroneamente na positividade BA e trés individuos SA foram classificados
como BA positivos. Para o grupo AC, obtivemos cerca de 40 a 60% dos indivi-
duos classificados como positivos. Embora a escala CL tenha sido desenvolvida
para padronizar o método de aquisicdo e processamento das imagens, ainda é
necessario um estudo que padronize os pontos de corte para diferenciacdo dos
individuos ao longo dos valores CL. Os resultados do presente estudo confirmam

a recomendacao do International Working Group (2021), de que o diagndéstico



de DA deve considerar os padrfes bioldgicos e os sintomas clinicos, sendo que

a avaliagéo pré-clinica da positividade de BA ndo é recomendada.

Palavras-chave: Tomografia por Emissdo de Pésitrons; 11C-PiB; Diagnéstico por

imagem; Envelhecimento saudavel; Superidosos.



ABSTRACT

Aging has its effects at the molecular, cellular, vascular, and morphological level
and brain aging can follow as a successful aging (superagers), a normal aging
and a pathological aging (Alzheimer's disease). Pathological aging presents the
as the extracellular accumulation of senile plagues composed of the 3-amyloid
peptide (BA) and tau protein. Imaging technigues using positron emission tomog-
raphy or PET have provided new approaches to support a differential diagnosis
of dementia. The Centiloid (CL) scale was developed to reduce processing pro-
tocol variability and produce a more accurate and harmonized quantification of
PET images acquired with different BA radiotracers. This study aims to explore
the use of the CL scale in PET quantification with BA radiotracers to assess dis-
tinct cognitive aging trajectories by investigating the BA classification of individu-
als using different cutoff points for BA positivity. The CL scale conversion equa-
tion was applied to four groups: superagers (SA), healthy age-matched controls
(AC), healthy middle-aged controls (MC), and Alzheimer's disease (AD). Three
different cut-off points of BA burden positivity (Jack et al. 2017, Salvadé et al.
2019, and Amadoru et al. 2020) were applied to CL scale values to differentiate
early pathophysiological A accumulation and established pathological BA. The
DA group exhibited significantly increased BA load compared to MC, but not AC.
Both groups of healthy controls were not significantly different from each other.
Depending on the cut-off point used (10 CL, 19 CL, or 30 CL), 7.5% of our sub-
jects were misclassified into BA positivity and three SA subjects were classified
as BA positive. For the AC group, we obtained about 40 to 60% of individuals
classified as positive. Although the CL scale was developed to standardize the
method of image acquisition and processing, a study is still needed to standardize
the cut-off points for differentiating individuals along the CL values. The results of
this study confirm the International Working Group (2021) recommendations, that
the diagnosis of AD should consider biological patterns and clinical symptoms,

and preclinical assessment of BA positivity is not recommended.

Keywords: Positron emission tomography; 'C-PiB; diagnostic imaging; healthy

aging; SuperAgers.
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1. INTRODUCAO

O envelhecimento tem seus efeitos em nivel molecular, celular, vascular
e morfolégico (PETERS, 2006) e o envelhecimento cerebral pode seguir um ca-
minho patolégico, com o desenvolvimento da doenca de Alzheimer (DA). As mar-
cas neuropatoldgicas da DA sdo o acumulo extracelular de placas senis com-
postas de peptideo B-amiloide (BA), e o acumulo intraneuronal de emaranhados
neurofibrilares ou NFTs (do inglés, neurofibrilarry tangles) compostos de ligacdes
microtubulares hiperfosforizados da proteina tau (RAZ; KNOEFEL; BHASKAR,
2016).

A capacidade cognitiva humana atinge seu auge na meia-idade, dimi-
nuindo progressivamente apés a idade de 50-60 anos, periodo durante o qual
um declinio cognitivo considerado fisiologicamente caracteristico ocorre (HAR-
RISON et al., 2012). Apesar disso, alguns individuos idosos mantém uma exce-
lente capacidade de memadria em idade avancada, sendo chamados superido-
sos. Estes individuos tém 80 anos ou mais e possuem capacidade de memoria
semelhante ou superior a individuos de meia-idade (ALZHEIMER’S DISEASE
NEUROIMAGING INITIATIVE; BARAN; LIN, 2018; BORELLI et al., 2018a,
2018b; HARRISON et al., 2012).

A tomografia por emisséo de pésitron ou PET (do inglés, Positron Emis-
sion Tomography) tem proporcionado novas abordagens para apoiar um diag-
nostico diferencial da deméncia (LOWE et al., 2019). Radiotracadores especifi-
cos, como 1C-Pittsburgh Composto-B (PIB) (KLUNK et al., 2004), ‘8F-Florbeta-
pir (WONG et al., 2010), ‘8F-Florbetaben (ROWE et al., 2008) e 8F-Flutemeta-
mol (VANDENBERGHE et al., 2010) foram desenvolvidos para avaliar deposicao

de placas BA cerebrais e para auxiliar no diagnéstico da DA.

A avaliacao precisa da deposicédo de BA no cérebro pode servir como um
biomarcador eficaz para a investigagdo de DA. A escala Centiloide (CL) foi de-
senvolvida para reduzir a variabilidade do protocolo de processamento e permitir
uma quantificacdo mais precisa e harmonizada das imagens de PET adquiridas
com diferentes radiotracadores BA (KLUNK et al., 2015). A escala CL varia de

zero a 100, onde zero representa a meédia a captacdo do radiotracador em
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individuos jovens (<50 anos) e 100 representa a captacdo média de individuos

com DA.

Em estudos sobre envelhecimento cerebral e deméncia, a definicdo de
um ponto de corte positivo e negativo para a quantificacado de imagens PET BA
tem recebido atencéo significativa nos ultimos anos (JACK et al., 2017). Um valor
de ponto de corte para carga de BA permitiria diferenciar os individuos sauda-
veis, individuos em um estagio de DA pré-clinico e individuos com DA. A selecdo
de pontos de corte consistentes entre diferentes estudos e tracadores € cada vez
mais relevante, pois o uso de imagens PET BA vem se tornando mais amplo.
Vérios estudos foram desenvolvidos para encontrar um valor de corte que esteja
de acordo com estudos neuropatoldgicos, como os trabalhos desenvolvidos por
Jack et al. (2017), Salvadé et al. (2019) e Amadoru et al. (2020).

Este estudo tem como obijetivo investigar a quantificacdo BA em imagens
de PET em distintas trajetorias cognitivas de envelhecimento, incluindo os supe-
ridosos, usando a escala CL. Adicionalmente, avaliaremos a classificacdo de
grupos de individuos em trajetérias distintas, em relagdo a deposi¢céo BA com a
escala CL, utilizando pontos de cortes estabelecidos na literatura.



16

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Envelhecimento e cognicao

O envelhecimento esté associado a uma reducao gradual na eficacia dos
mecanismos envolvidos na manutencédo da homeostasia do organismo e de seus
orgaos e tecidos (ISAEV; STELMASHOOK; GENRIKHS, 2019). Atualmente,
existem varias dezenas de teorias de envelhecimento, mas todas elas podem
ser divididas em duas abordagens: o envelhecimento é um processo genetica-
mente programado; e o envelhecimento € um processo aleatorio causado por
um dano gradual do organismo ao longo do tempo, como resultado de suas ati-
vidades vitais (ISAEV; STELMASHOOK; GENRIKHS, 2019).

A atual pandemia pela doenca do coronavirus 2019 ou COVID-19 (do in-
glés, Coronavirus Disease 2019), causada pela sindrome respiratéria aguda
grave coronavirus 2 ou SARS-CoV-2 (do inglés, Severe Acute Respiratory Syn-
drome Coronavirus 2), tem afetado desproporcionalmente as populagdes mais
idosas. No mundo, a idade média de casos de COVID-19 é 51 anos, mas a taxa
de mortalidade para maiores de 80 anos € cinco vezes maior que a média global
(dados atualizados dia 14 de abril de 2021) (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2021). Para a Organiza¢do Mundial da Saude, estamos na década do envelhe-
cimento saudavel, e em 2020, a populacéo global com 60 anos ou mais foi cerca
de 1 bilhdo de pessoas, representando 13,5% da populacdo mundial de 7,8 bi-
IhBes. Esse numero € 2,5 vezes maior do que em 1980 (382 milhdes) e deve
chegar a quase 2,1 bilhdes em 2050 (GENEVA: WORLD HEALTH ORGANIZA-
TION, 2020). Enquanto o envelhecimento da populacdo comecou nos paises de
alta renda, atualmente esta ocorrendo mais rapidamente nos paises de baixa e
média renda (WORLD HEALTH ORGANIZATION., 2011).

O envelhecimento afeta as fungdes neurobiologicas em multiplos niveis
incluindo funcéo celular, molecular e neurotransmisséo. As mudancas relaciona-
das a idade na morfologia dos neurdnios sdo seletivas e parece ndo existir um
padrao em todo o cérebro (BURKE; BARNES, 2006). As teorias do envelheci-
mento cognitivo tentam explicar o que ocorre no envelhecimento cerebral. Exis-

tem diversas teorias, tais como a teoria do envelhecimento cognitivo do
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scaffolding ou STAC (do inglés, Scaffolding Theory of Aging and Cognition)
(GOH; PARK, 2009), a teoria da manutencao cerebral (NYBERG et al., 2012) e
a teoria da reserva cognitiva (STERN, 2002).

A STAC postula que as mudancgas funcionais do envelhecimento séo
parte de um processo cognitivo compensatorio vitalicio, de maneira a aliviar os
declinios cognitivos associados ao envelhecimento (GOH; PARK, 2009; PARK;
REUTER-LORENZ, 2009; REUTER-LORENZ; PARK, 2014). O Scaffolding é um
processo que resulta em mudancas na funcdo cerebral por meio do fortaleci-
mento de conexdes existentes, formacgédo de novas conexdes e desuso de cone-
x0es que se tornaram fracas ou defeituosas (GOH; PARK, 2009). Com o enve-
Ihecimento, o nimero de receptores dopaminérgicos diminui, estruturas cere-
brais apresentam afinamento volumétrico, a matéria branca torna-se menos
densa, e o cérebro apresenta NFTs destrutivos (GOH; PARK, 2009). Na teoria
STAC, os individuos idosos que mantém um estado neurobioldgico jovem, por
meio de uma genética favoravel, de fatores ambientais, de comportamentos sau-
daveis ao longo da vida e estilo de vida benéficos precisardo de reorganizacdes
das conexdes cognitivas menos compensatdrias (REUTER-LORENZ; PARK,
2014).

O conceito de manutencéo cerebral foi desenvolvido para caracterizar ido-
sos de alto desempenho, em contraste com o conceito de reserva cognitiva ce-
rebral (NYBERG et al., 2012). De acordo com a hipétese da manutenc¢éo cere-
bral, a minimizacéo das alteracdes cerebrais senescentes e a auséncia de pato-
logia sdo os melhores preditores para o desenvolvimento bem-sucedido da me-
maria no envelhecimento. Dois padrdes de evidéncias apoiam esta hipétese para
explicar as diferencas individuais no envelhecimento da meméria. Primeira-
mente, espera-se que os individuos idosos difiram na quantidade de alteracdes
neuroquimicas, estruturais e funcionais em comparacéo com individuos mais jo-
vens. Em segundo lugar, o conceito pressupde uma associacao positiva entre
as perdas nas propriedades cerebrais e cognicao classificadas por idade: os in-
dividuos que apresentam menos perdas nas propriedades cerebrais relaciona-
das as tarefas apresentam menor declinio no desempenho da memoria
(NYBERG et al., 2012).
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A teoria da reserva cognitiva cerebral decorre da observacéao repetida de
gue nao parece haver uma relacao direta entre o grau de patologia cerebral ou
dano cerebral e a manifestacéo clinica desse dano (STERN, 2002). Uma defini-
cao proposta da reserva cognitiva € a capacidade de otimizar ou maximizar o
desempenho através do recrutamento diferencial de redes cerebrais, que talvez
reflitam o uso de estratégias cognitivas alternativas. Uma vez que as mudancgas
no recrutamento cerebral associadas a reserva sdo uma resposta normal as
crescentes demandas de tarefas, esta definicdo sugere que a reserva cognitiva
esta presente tanto em individuos saudaveis quanto naqueles com dano cere-
bral, e se reflete na modulagdo das mesmas redes cerebrais. O conceito explica
o0 motivo de muitos estudos terem demonstrado que niveis mais altos de inteli-
géncia e de desempenho educacional e ocupacional sdo bons preditores de que
alguns individuos podem sofrer maiores danos cerebrais antes de demonstrar
déficit funcional. Em vez de postular que os cérebros desses individuos séo ana-
tomicamente muito diferentes daqueles com menos reserva (por exemplo, eles
tém mais sinapses), a hipotese de reserva cognitiva postula que eles processam

tarefas de uma maneira mais eficiente (STERN, 2002).

Assim, ao longo do envelhecimento cerebral, pode ocorrer um envelheci-
mento de sucesso, um envelhecimento normal e um envelhecimento patoldgico.
O envelhecimento de sucesso, € definido como um envelhecimento fisiolégico
com perda minima na capacidade funcional; esses individuos com um envelhe-
cimento de sucesso sdo nhomeados superidosos. Os superidosos séo individuos
com 80 anos ou mais, que apresentam desempenho cognitivo superior ao espe-
rado para a idade, sendo este semelhante ao de individuos saudaveis 20 a 30
anos mais jovens (BORELLI et al., 2018a; HARRISON et al., 2012). No envelhe-
cimento normal, o individuo possui um declinio cognitivo, mas esse declinio é
esperado para sua idade e educacéo, nao afetando sua rotina. O envelhecimento
patolégico é caracterizado pelo declinio cognitivo acima do esperado para a
idade e educacédo do individuo, com alteragdes fisiopatolégicas cerebrais, po-
dendo abranger diversos tipos de deméncia, tal como o comprometimento cog-
nitivo leve (MCI) e a DA (COLE et al., 2019).
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Os exames de neuroimagem, tal como PET, ressonancia magnética ou
MR (do inglés, Magnetic Resonance), tomografia computadorizada ou CT (do
inglés, Computed Tomography) sdo uma parte essencial da investigacao diag-
nostica da deméncia e do envelhecimento cerebral. A DA possui biomarcadores
importantes que caracterizam as mudanca neuropatologicas, tal como a deposi-

cdo de BA, proteina tau e neurodegeneracao (JACK et al., 2018).
2.2 Neuropatologia e biomarcadores

Em 1907, Alois Alzheimer relatou placas senis no cérebro de pacientes,
gue se tornaram a marca registrada neuropatolégica da DA (RAZ; KNOEFEL;
BHASKAR, 2016). As placas senis encontradas no cérebro de pacientes com DA

sdo principalmente compostas por depdsitos insolUveis de BA.

A BA é um peptideo formado por clivagens sequenciais de proteina pre-
cursora amiloide (APP) pela B-secretase e y-secretase (KAMETANI; HASE-
GAWA, 2018). A APP é uma proteina transmembrana associada ao desenvolvi-
mento neuronal, ao crescimento neuritico e ao transporte axonal (KANG et al.,
1987). Os peptideos BA tém comprimento genético variando de 36 a 43 amino-
acidos, mas no cérebro saudavel cerca de 80% é BAaso. A BA4o promove a proli-
feracdo de células-tronco neuronais e neurogénese, enquanto AB42 favorece a
gliogénese. O peptideo BA42 é produzido principalmente sob condi¢cdes patoldgi-
cas (VOLICER, 2020).

Em individuos saudaveis, a BA é rapidamente degradada ou removida
(KAMETANI; HASEGAWA, 2018). No entanto, em individuos idosos ou sob con-
dicdes patoldgicas, a capacidade metabodlica de degradar a BA é reduzida, e
peptideos BA podem acumular. Um aumento no nivel de BA42 ou um aumento
na proporcao de BA42 induz a formacéao de fibrilacdo amiloide. O acumulado BA
desenvolve placa senis, causando neurotoxicidade e indugc&o da patologia tau,
levando a morte as células neuronais e neurodegeneracdo (KAMETANI; HASE-
GAWA, 2018).

Os depdsitos de placas BA aumentam com a idade, mas nem todos os
individuos que apresentam altos niveis de BA no cérebro desenvolvem sintomas
clinicos de deméncia (HAMPEL, 2012). Além dos depdsitos de BA, o
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envelhecimento também afeta as caracteristicas neuronais. Tanto o envelheci-
mento, quanto a deposi¢cao BA, diminuem independentemente a plasticidade
neuronal, e a A, glutamato e &cido lactico sdo cada vez mais toxicos a medida

gue os neurénios envelhecem (VOLICER, 2020).

Com o desenvolvimento das técnicas de diagnostico por imagem, biomar-
cadores foram desenvolvidos com o objetivo de medir processos fisiologicos, bi-
oguimicos e anatbémicos que podem ser indicadores de processos biologicos
normais e anormais (CUMMINGS, 2019). Assim, a imagem molecular engloba a
visualizacdo, descricdo e medi¢do de processos bioldgicos de interesse, ocor-
rendo em nivel celular e subcelular, em individuos vivos (ROSA-NETO; LEUZY,
2008). As técnicas incluem principalmente as imagens PET e por MR. Embora
de resolucao espacial limitada, a PET € sensivel a processos biolégicos na faixa
pico-molar (101?). A MR por outro lado, possui alta resolucéo espacial, mas sen-
sibilidade inferior (micromolar; 10-%). Em conjunto, as duas modalidades forne-
cem informacdes criticas sobre a fisiologia e anatomia cerebral (ROSA-NETO;
LEUZY, 2008).

Em 2004, Klunk et al. (2004), apresentaram um novo biomarcador para
PET, o [N-Metil-11C]2-(4'-metilaminofenil)-6-hidroxibenzotiazole, denominado
componente B de Pittsburg ou *C-PIB (do inglés, Pittsburg compound B) que
possui alta afinidade aos agregados de folha pregueada-beta do peptideo BA
(KLUNK et al., 2004). O estudo mostrou uma retengéo acentuadamente aumen-
tada em areas cerebrais conhecidas por conter altos niveis de placas BA, quando
comparadas com individuos controle. Em regiées cerebrais, como os lobos pari-
etal e frontal, cértices precuneus, cingulado posterior, o padréo de retencao de
1C-PIB foi significativamente diferente em individuos com DA em comparacao

com os individuos controle.

Nos ultimos anos, outra proteina foi vinculada para relacionar o declinio
cognitivo e mudancgas neuropatologicas, a proteina tau (BETTHAUSER et al.,
2020; MUELLER et al., 2020). Em condi¢cbes normais, a tau € uma proteina so-
lGvel que proporciona estabilidade microtubular e contribui para a regulacdo do
trafego intracelular (KAMETANI; HASEGAWA, 2018). Em uma patologia, o fun-

cionamento normal da tau é perturbado e ela se torna um polimero insolavel
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filamentoso, o que parece desregular a cascata citoplasmatica de fosforilacbes
e desfosforilagbes. Em ultima analise, ocorre o desenvolvimento de agregados
NFT. Os agregados de tau e a distor¢cédo de tau prejudicam o transporte axonal,
a funcdo mitocondrial, a dindmica do citoesqueleto e elevam o estresse oxidativo
na DA de uma maneira independente da A (CONGDON; SIGURDSSON, 2018;
NASERI et al., 2019).

Embora seja possivel que as placas BA e os depdsitos neurofibrilares de
tau ndo sejam causais na patogénese da DA, sdo esses depoésitos de proteinas
anormais que definem a DA como uma doenca neurodegenerativa Unica entre
os diferentes disturbios que podem levar a deméncia (SERRANO-POZO et al.,
2011). Em 2018, the National Institute on Aging and Alzheimer’s Association Re-
search Framework definiu os parametros bioldgicos para o diagndstico da DA, e
considerou biomarcadores B-amiloide (A), tau (T) e neurodegeneracédo (N), de-
senvolvendo o sistema [AT(N)](JACK et al., 2018).

Assim, uma delimitacdo precisa de aquisi¢cao e quantificagdo em imagens
de BA do cérebro € considerada crucial para a definicdo biologica da DA e na
definicdo de procedimentos clinicos posteriores (KLUNK et al.,, 2015; LAM-
MERTSMA, 2017). A quantificacdo da carga de BA cerebral € considerada uma
etapa essencial para o diagnostico precoce de alteracbes patoldgicas de DA e
futura terapia direcionada a BA (JACK et al., 2018; LAMMERTSMA, 2017).

2.3  Quantificagcdo em imagens PET

A PET é uma técnica da medicina nuclear que utiliza radiotracadores in
Vivo para aquisi¢ao das imagens, utilizada especialmente para diagnostico e pla-
nejamento de tratamentos de cancer, diagndsticos cardiacos e neuroldgicos
(CHERRY; DAHLBOM, 2006). A técnica avalia a distribuicdo espacial tridimen-
sional de tracadores ou farmacos que incorporam isétopos radioativos emissores
de pésitrons. Esses radiois6topos podem substituir os is6topos estaveis corres-
pondentes em biomoléculas relevantes, cujo comportamento in vivo € inalterado
em comparacao com a molécula natural (VAN DEN HOFF, 2005). Os principais
radioisétopos emissores de pésitrons utilizados séo fltor 18F, galio Ga, carbono

11C, e oxigénio 1°0, sendo que esses dois Ultimos sdo de elementos constituintes
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de organismos vivos, fato que os torna muito adequados para a marcacao de
biomoléculas (ROBILOTTA, 2006).

Os pasitrons provém de um nudcleo atémico instavel com excesso de pro-
tons, a partir de uma transformacéo de um préton para um néutron, emitindo um
neutrino e a energia excedente. O pdésitron perde sua energia cinética ao intera-
gir com o corpo, devido a colisdes nos atomos dos tecidos préximos, poucos
milimetros apds sua emissao, e ao interagir com um elétron do meio gera um
processo de aniquilacdo da massa do par elétron-pésitron (CHERRY;
DAHLBOM, 2006). O resultado da aniquilacéo € a emissao de dois fétons gama
colineares, com energia minima de 511 keV, em um angulo de 180° (Figura 1).

Figura 1: Representacdo esquematica dos anéis de deteccédo da PET e a
emissao de dois raios y de aniquilacdo apés a desintegracdo de um atomo ins-
tavel de 11C com emissédo de um pésitron, produzindo B (boro) estavel. A dis-
tancia entre o &tomo de *'C e a aniquilacdo do pdésitron com um elétron do meio
esta exagerado na representacéo. Fonte: O autor.

O sistema PET foi projetado para detectar os fétons colineares gerados
no evento de aniquilagdo. A PET compreende uma estrutura com detectores em
anel, compostos de cristais inorganicos cintiladores, que emitem fotons de luz
apos a absorcao dos fétons gama. Apds a conversao deste sinal em um pulso
elétrico, ha uma amplificagédo pelos tubos fotomultiplicadores, e o pulso é classi-
ficado de acordo com a energia de entrada e registrado como um Unico evento;
isto &, um par de fotons detectados simultaneamente, dentro de uma janela tem-

poral. Por meio de algoritmos matematicos, as contagens detectadas nas linhas
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de resposta podem ser reconstruidas em imagens que mostram a distribuicdo
espacial do radiotracador em unidades de concentracdo de radioatividade
(Bg/mL) (CHERRY; DAHLBOM, 2006).

Existem diversos tipos de radiotracadores especificos para medir parame-
tros fisiologicos de interesse, tais como o fluxo sanguineo, metabolismo, con-
sumo de glicose, sintese proteica, expressao génica, e presenca de proteinas
anormais, tais como placas BA e NFTs (SCHODER et al., 2003)

O método de quantificacdo das imagens PET se baseia na avaliacdo do
valor de captacdo normalizado ou SUV (do inglés, Standard Uptake Value), que
€ um valor semiquantitativo, afetado por diversos parametros, incluindo o tipo de
equipamento utilizado, método de reconstrucao e fatores bioldgicos relacionados
ao paciente (KWEE et al., 2013). O SUV é definido pela equacao (1):

Concentracao de atividade no tecido (Bq/mlL)

Atividade injetada (Bq) (1)
Peso (g9)

SUV =

Portanto, o SUV é um indice que normaliza a concentracdo da radioativi-
dade com a atividade injetada no paciente e o peso dele. Outra abordagem cor-
relaciona a concentracéo de radioatividade em uma regido alvo com a concen-
tracdo dentro de uma regido de referéncia, € o SUVR (do inglés, Standard Up-
take Value Ratio) (KWEE et al., 2013). O SUVR fornece uma estimativa do sinal
entre a regido de interesse e uma regido que néo seja afetada pela doenca e
possua uma ligacdo nao especifica ao radiotracador similar a das regides de
interesse. Além do calculo simplificado dos parametros, o SUVR nao € afetado
pela variabilidade ligada a administracédo da radioatividade e do tamanho do cor-

poral do individuo. A equacao 2 define o SUVR:

SUVR = Walvo @
SUVref

A regido de referéncia para o radiotracador 11C-PiB para a DA néo esta
inteiramente definida, e algumas regides sdo usadas, como a crosta cinzenta
cerebelar (JACK et al., 2017), ponte (OLIVEIRA et al., 2018), substancia cinzenta
cerebelar (HEEMAN et al., 2020) e o cerebelo inteiro (KLUNK et al., 2015). No
entanto, com a falta de padronizacdo das regifes utilizadas, ocorre uma impos-

sibilidade de comparar estudos e realizar metanalises. Uma padronizacdo e
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harmonizacédo de protocolos, métodos de processamento e analises sdo neces-

sarios.
2.4 Escala Centiloide

Como a crescente incorporacao dos biomarcadores em ensaios clinicos
e estudos multicéntricos, encontrou-se a necessidade de padronizacao de amos-
tra ou coleta de dados; andlise de dados e o relato dos resultados. A falta de
métodos compardveis entre 0s centros de pesquisa impede a combinacdo de
dados entre os locais em um Unico estudo e limita as metanalises entre estudos
(KLUNK et al., 2015). Também é dificil comparar mudancas longitudinais em ter-

mos quantitativos sem uma unidade padronizada.

Com o objetivo de padronizar a aquisicao e quantificacado de imagens PET
adquiridas com radiotracadores BA, o Working Group desenvolveu a Escala Cen-
tiloide. Esta abordagem apresenta a hipotese de que resultados comparaveis
podem ser alcancados através regressoes lineares entre os dados de resultado
da PET BA para um valor médio “zero” em individuos com BA negativo de "alta
certeza" e para um valor médio de 100 em pacientes “tipicos” diagnosticados
com DA. A unidade desta escala de 100 pontos foi denominada “Centiloide” (CL)
(KLUNK et al., 2015).

As regides cerebrais utilizadas na abordagem CL foram elaboradas para
produzir uma medida de deposicéo de BA cortical “global”’, usando dois volumes
de interesse (VOI): CTX (regido cortical global) e WC (cerebelo inteiro). O CTX
inclui as regides cerebrais tipicas com alta carga BA na DA como os lobos frontal,
temporal, parietal, pré-cuneiforme, estriado anterior e cortex insular. Nessa me-
todologia, Klunk et al (2015) utilizaram para regido de referéncia, a WC, por apre-

sentar menor variagdo no grupo de controles jovens.

No estudo inicial, o radiotragador utilizado para o desenvolvido da CL foi
o '1C-PiB. No entanto, a CL cobre a calibracdo de outros radiotracadores BA,
como 8F-NAV4694 (ROWE et al., 2016), ‘8F-Florbetaben (ROWE et al., 2017),
BE-Flutemetamol (BATTLE et al., 2016) e '8F-Florbetapir (NAVITSKY et al.,
2016).
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Desde o seu inicio, a comunidade cientifica aplicou gradualmente o meé-
todo CL. Embora tenha sido inicialmente concebido para a padroniza¢do da ana-
lise dos tracadores BA e a definicdo da faixa de positividade BA caracteristica da
DA, outros estudos foram conduzidos para correlaciona-la com os resultados
neuropatolégicos e os niveis plasmaticos de BA (BURNHAM et al., 2020), avali-
acao cognitiva longitudinal (BURNHAM et al., 2020; SU et al., 2019), ou 0 uso
como um método quantitativo em estudos multicéntricos (CALLAHAN et al.,
2020; DORE et al., 2021; KLEIN et al., 2019; LOPES ALVES et al., 2020; PAP-
PAS et al., 2020; RISACHER et al., 2017, 2019; THIRUNAVU et al., 2019). Além
disso, a CL também tem sido aplicada para outras doencas, como doenca de
Parkinson (MELZER et al., 2019), deméncia vascular subcortical (YUN et al.,
2017), encefalopatia traumatica cronica (LESMAN-SEGEV et al., 2019) e sin-
drome de Down (ZAMMIT et al., 2020).

2.5 Estado da arte

As aplicacbes da CL vém sendo investigadas nos ultimos seis anos. Pro-
curando estabelecer o estado da arte foi realizada uma reviséo utilizando os ban-
cos de dados Pubmed e Science Direct. Os termos utilizados na pesquisa foi:

("centiloid scale”) com tempo indeterminado.

Foram encontradas ao total 66 publicacdes no Pubmed e no Science Di-
rect, sendo considerados estudos inclusos nos bancos de dados até o dia
20/05/2021. Foram considerados para o estado da arte apenas artigos originais
publicados em periddicos. ApGs desconsiderar 29 artigos que nao se encaixa-
vam com a tematica da quantificacéo de imagens BA com uso da CL (a partir da
leitura do titulo e resumo) e os 8 artigos duplicados, 37 estudos foram conside-

rados para esta revisao.

Os artigos encontrados foram divididos em dois segmentos: 0s que pos-
suem o objetivo do estudo a escala Centiloide, e os que utilizam a escala Centi-
loide como uma métrica para evidenciar o objeto do estudo. Na apresentacéo
dos resultados do estado da arte, serdo apresentados artigos que possuem
como objetivo o desenvolvimento e aplicagcdo do método CL em estudos PET
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com radiotragadores BA. A Tabela 1 apresenta os artigos analisados, em ordem

cronolégica.



Tabela 1 - Estudos encontrados na analise do estado da arte da aplicacao da escala CL.
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Estudo Populacéo Radiotracador Banco de dados Resultado principal com CL: Ponto de Corte
Jagust et al.|CN jovem; QSM; | 8F-florbetapir ADNI Escala CL com dados com -
(2015) MCI inicial; MCI tar- 8F-florbetapir.

dio; DA
Rowe et al.|CN jovem; CN |C-PiB e - Escala CL com dados com -
(2016) idoso; MCI; DA e | ®F-NAV4694 11C-PiB e'®F-NAV4694
DFT.
Leuzy et al. | CN; MCI; DA; DFT; | *C-PiB BIOMARKAPD Concordancia entre espectrome- -
(2016) DV. tria de massaeo !C-PiB.
Battle et al. | CN jovem e DA. BE-flutemetamol GAAIN Escala CL com dados com -
(2018) 18F-flutemetamol, validando a es-
cala com o software PMOD e
FSL.
Schwarz et al. | CN jovem e DA. 1C-PiB - A escala CL é independente do -
(2018) tipo de regresséo utilizada (Li-
near ou Deming).
Bourgeat et al. | CN jovem e DA. 1C-piB, GAAIN e AIBL Quantificacdo CL com CapAIBL -

(2018)

18F_NAV4694,
18F_Florbetaben,
BE-Flutemetamol
e 8F-Florbetapir

obteve 6timo resultado.

Navitsky et al.

(2018)

CN  jovem; CN

idoso; MCI e DA.

11C-PiB e
18F-florbetapir

Escala CL com dados com
18F-florbetapir.

<24,1 CL indica ne-
nhuma ou placas espar-
sas de BA
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Tudorascu et al. | SD 1C-PiB - A escala CL torna os métodos de -
(2018) delimitacéo das ROI comparaveis

com pouca ou nenhuma variabili-

dade.
Su et al. (2018) | CN jovem e DA. 1C-PiB Knight ADRC A CL ainda traz caracteristicas -

inerentes de diferentes aborda-
gens quantitativas, por exemplo,
a relacao sinal/ruido.

Doré et al
(2019)

CN jovem, DA e ou-
tras deméncias

18F_Florbetaben

Quantificacdo CL com CapAIBL
com e sem MR com alta concor-
dancia entre resultados.

>19 CL diferencia CN
dos DA.

Su et al. (2019)

CN jovem; CN idoso
e DA.

1C-piB e
18F-florbetapir

DIAN-TU, Knight
ADRC

Foi observada maior variabili-
dade quando o 18-
florbetapir foi usado como marca-
dor de imagem.

La Joie et al.
(2019)

CN jovem; MCI: DA,
outras deméncias;

1C-PiB

UCSF/UCD; UPitt;
Mayo; AIBL

Os valores de CL aumentaram
com cada incremento de pontua-
¢éo de placa neuritica e n&o line-
armente com os resultados.

>12,2 CL indica placas
neuriticas CERAD mo-
deradas a frequentes;
>24,4 CL indica altera-
¢Oes neuropatolégicas.

Salvadé et al.
(2019)

CN jovem; MCI; DA.

BE-flutemetamol
e 8F-florbetapir

ADNI

Foi maximizado valores de CL
com os biomarcadores da DA e
fluido cerebrospinal (CSF).

<12 CL indica a ausén-
cia de patologia;
>30 CL indica a pre-
senga de patologia esta-
belecida.
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Amadoru et al.
(2020)

CN jovem e DA.

11C-PiB e
18F_Florbetaben

Austin Health Mo-
lecular Imaging
Dementia Re-
search group

Foi determinado pontos de corte
com o indice Youden, a partir das
curvas de caracteristicas do ope-
rador receptor (ROC).

<10 CL indica auséncia
de qualquer placa neuri-
tica;

>20 CL indica a pre-
senca de densidade mo-
derada de placa BA;
>49 CL confirma o diag-
néstico neuropatolégico
da DA.

Matsuda et al.
(2020)

MCI e DA.

18F_Flutemetamol

Foi determinado ponto de corte a
partir das curvas de caracteristi-
cas do operador receptor (ROC)
para diferenciar pacientes com
MCI e DA.

16 CL: apresenta melhor
concordancia entre as
avaliagcbes quantitativas
e interpretacdo visual de
exames PET.

Bullich et al.
(2021)

CN jovem,
DCS; DA.

MCI,

18F_Florbetaben

Foi caracterizado a populagéo
com acumulo anormal mais pre-
coce BA usando 18F.
florbetaben PET.

13,5 CL e 35,7 CL indi-
cam patologia BA pre-
coce e DA estabelecida,
respectivamente.

Hanseeuw et al.
(2021)

CN idosos

18F_flutemetamol

Foi determinado valores prediti-
vos de avaliagGes visuais e CL
em pacientes CN, avaliando a
progressao longitudinal para a
DA.

26 CL fornece o maior
valor preditivo geral de
progressao para demén-
cia (87%).

van der Kall et
al. (2021)

CN idosos; MCI; DA.

1C-PiB

AIBL

Foi determinado o efeito do nivel
BA no risco de progressao para
MCI ou DA e mudanca cognitiva
longitudinal em CN idosos.

O risco de MCl ou DA em
CN idosos é de 12% se
26-50 CL, 28% se 51—
100 CL e 50% se > 100
CL.
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Doré et al. | CN jovem; MCI; DA.
(2021)

1BF-NAV4694
18F-MK6420

e

AIBL

Foi determinada a prevaléncia de
niveis anormais de tau (T+) ao
longo do continuum CL.

>40 CL indica a preva-
Iéncia de T+ em todas as
regides avaliadas.

Yamao et al | CNjovem;e DA..
(2021)

BF-THK5351,
1C-PiB PET

Os dados do PET ¥F-THK5351
podem ser expressos em CL.

Legenda: CN — Individuo cognitivamente normal; QSM -Queixas da memodria subjetiva; MCI — comprometimento cognitivo leve; DA — doencga de Alzheimer;

DFT — Deméncia frontotemporal; DV — deméncia vascular; DCS — declinio cognitivo subjetivo; SD — sindrome de Down;

ADNI - Alzheimer's Disease Neuroimaging Initiative ou Iniciativa de Neuroimagem da Doenca de Alzheimer; BIOMARKAPD - Biomarkers for Alzheimer's and

Parkinson's disease (BIOMARKAPD) - Biomarcadores para a doenca de Alzheimer e Parkinson; GAAIN - The Global Alzheimer's Association Interactive

Network (GAAIN) ou A Rede Interativa da Associacdo Global Alzheimer; AIBL - Australian Imaging, Biomarker & Lifestyle Flagship Study of Ageing (AIBL) ou

Estudo australiano de imagem, biomarcador e bandeira de estilo de vida do envelhecimento; Knight ADRC - Knight Alzheimer's Disease Research Center -

Centro de Pesquisa da Doenca de Alzheimer Knight; DIAN-TU - Dominantly Inherited Alzheimer Network Trials Unit ou Unidade de exames da Rede de

Alzheimer Predominantemente Hereditario; UPitt - University of Pittsburg ou Universidade de Pittsburg; Mayo Clinic — Clinica Mayo; UCSF/UCD -University of

California, San Francisco e University of California Davis ou Universidade da Califérnia, Sdo Francisco e Universidade da Califérnia Davis.
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O estado da arte apresentou que ao longo dos anos pesquisadores aplicaram
a escala CL em diferentes radiotracadores BA (AMADORU et al., 2020; ASKEN et al.,
2020; BATTLE et al., 2018; BOURGEAT et al., 2018; DORE et al., 2019; JAGUST et
al., 2015; MATSUDA et al., 2020; NAVITSKY et al., 2018; ROWE et al., 2016; SAL-
VADO et al., 2019; SU et al., 2019). Em 2021, Doré et al. (2021) transformaram valores
de SUVR em CL para o radiotracador da proteina tau (DORE et al., 2021).

Com o avanco da aplicacdo da escala CL, estudos foram publicados para
encontrar o melhor ponto de corte que possibilite diferenciar os niveis de deposicao
BA e estimar a progressao de um individuo cognitivamente normal para a deméncia.
Jack et al. (2017) publicaram pontos de corte para SUVR utilizando imagens de PET
BA, e incluiram em sua andlise a escala CL, mas sem descrever o método ou a
principal proposta da CL, e por este motivo, ndo esta listado no estado da arte. Em
2018, Navitsky et al. (2018) publicaram o primeiro valor que discriminou neuropatolo-
gicamente nenhuma placa BA ou placas BA esparsas a moderadas em dados confir-
mados por autépsia. A partir disso, outros valores de ponto de corte em escala CL
foram publicados com esse objetivo (AMADORU et al., 2020; BULLICH et al., 2021;
DORE et al., 2019; HANSEEUW et al., 2021; LA JOIE et al., 2019; MATSUDA et al.,
2020; SALVADO et al., 2019). Entretanto, cada estudo definiu um valor de corte dife-
rente, o que dificulta a aplicacdo desse valor na prética clinica.

Nos estudos com individuos jovens (CN jovem) foi verificado que a escala CL
reduz a inter-variabilidade dos resultados entre os individuos (SU et al., 2018). Poucos
estudos abordam como populacédo os individuos idosos cognitivamente saudaveis, ou
discutem os valores CL deles (HANSEEUW et al., 2021; NAVITSKY et al., 2018;
ROWE et al., 2016; SU et al., 2019). Hanseeuw et al. (2021) € um dos Unicos estudos
gue avaliou longitudinalmente CN idosos utilizando a escala CL. Seu estudo teve
como objetivo determinar valores preditivos de avaliagbes visuais e CL, avaliando a
progresséo longitudinal para a DA. O valor de 26 CL forneceu o maior valor preditivo
geral de progressédo para deméncia (87%), apds 6 anos da imagem PET. Van der Kall
et al. (2021) determinou o efeito do nivel BA no risco de progressao para MCI ou DA
e mudanca cognitiva longitudinal em CN idosos, utilizando a escala CL (VAN DER
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KALL et al., 2021). O estudo encontrou que o risco de MCI ou DA em CN idosos é de
12% se 26-50 CL, 28% se 51-100 CL e 50% se > 100 CL.

Finalmente, ndo foi encontrado até o momento nenhuma publicacdo que avali-
asse a escala CL em superidosos como populacéo de estudo. Caracterizar 0s superi-
dosos na escala CL é de extrema importancia, pois permite entender o comporta-
mento dessa populacédo em frente a deposi¢éo BA e possivelmente relacionar os pro-
cessos BA, cognitivos e neurodegenerativos ao longo do continuum cognitivo no en-

velhecimento.
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3. OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo é investigar a quantificacdo BA em imagens PET em
distintas trajetorias cognitivas de envelhecimento, incluindo os superidosos, usando a

escala Centiloide.
3.2  Objetivos especificos

- Quantificar retrospectivamente as imagens de PET com *!C-PIB, de acordo

com a escala Centiloide descrito por Klunk et al. (2015).

- Determinar a equacao de ajuste da escala Centiloide para as imagens de PET
com C-PIB no Instituto do Cérebro do Rio Grande do Sul.

- Avaliar o comportamento dos valores da escala Centiloide em imagens de

individuos em diferentes estagios de envelhecimento.

- Avaliar a deposicéao BA e classificacdo de grupos de individuos utilizando trés
pontos de cortes distintos (AMADORU et al., 2020; JACK et al., 2017; SALVADO et
al., 2019).
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4. METODO
4.1 Delineamento do estudo

Foi realizado um estudo retrospectivo, transversal, junto ao Instituto do Cérebro
(InsCer) da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul, situado na cidade
de Porto Alegre. Esta proposta utilizou as imagens de PET e MR com *'C-PIB adqui-
ridas no projeto "Correlagéo entre neuroimagem molecular, estrutural e funcional em
Superidosos”, coordenado pelo Dr. Jaderson Costa da Costa (INSCER/PUCRS) e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da PUCRS e pelo Conselho Naci-
onal de Etica em Pesquisa (CONEPE), sob protocolo CAAE 51257615.6.0000.5336.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS,
sob protocolo CAAE 24995819.1.0000.5336. O parecer consubstanciado do CEP en-

contra-se no Anexo A.
4.2 Amostra do estudo

A amostra deste estudo retrospectivo € composta por individuos provenientes
da sociedade, selecionados a partir de consulta neurolégica, seguido por rastrea-
mento neuropsicoldgico e classificados como (1) Grupo Superidosos (SA), (II) Grupo
Controle Meia-ldade (MC), (lll) Grupo Controle Idosos (AC) e (IV) Grupo Doenca de
Alzheimer (DA). Os individuos que participaram do estudo assinaram o Termo de Con-

sentimento Livre e Esclarecido.

Todos os participantes foram testados sob um protocolo de avaliagdo cognitiva
gue incluiu 0 miniexame de estado mental ou MMSE (do inglés, Mini Mental State
Examination), e o teste de aprendizado verbal auditivo Rey ou RAVLT (do inglés, The
Rey Auditory Verbal Learning Test). Especificamente, a pontuacdo da memoria de
chamada tardia foi aplicada devido a sua alta preciséo preditiva para a deméncia am-
nésica progressiva (KNOPMAN; RYBERG, 1989).

A classificagédo dos sujeitos em cada grupo foi realizada com base em estudos

prévios sobre superidosos (HARRISON et al., 2012) e encontra-se descrita a seguir:

|. Grupo Superidosos (SA): o critério diagnostico para superidoso foi um escore

cognitivo igual ou maior a média Grupo Controles Meia-ldade, dentro de um
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desvio-padrao da média de idade e educacao para outros dominios que ndo
da memoria, de acordo com valores normativos baseados em idade, género

e raca/etnia.

Il. Grupo Controle Meia-ldade (MC): individuos controles de 50 a 60 anos cujo
escore neuropsicologico atingiu valores na média para sua idade dentro de

um desvio-padrao.

[ll. Grupo Controle lIdosos (AC): individuos idosos com 80 anos ou mais, cujo
escore neuropsicologico atingiu valores na média para sua idade dentro de

um desvio-padrao.

IV. Grupo Doenca de Alzheimer (DA): individuos idosos com 60 anos ou mais,
gue corresponderam aos critérios clinicos do Instituto Nacional sobre Enve-
Ihecimento e Associacdo de Alzheimer ou NIA-AA (do inglés, National
Institute on Aging and Alzheimer’s Association) para deméncia devido a do-

enca de Alzheimer.

Os critérios para exclusao foram: impossibilidade de obter acesso vascular para
injecdo percutanea; portadores de neoplasias malignas; portadores de doencas autoi-
munes; portadores de outras doencas neuroldgicas ou psiquiatricas; portadores de
insuficiéncia cardiaca aguda ou descompensada; portadores de doencas hematologi-
cas priméarias; insuficiéncia hepatica; insuficiéncia renal moderada; gestantes; partici-

pacao de outro ensaio clinico.

O calculo do tamanho amostral foi realizado com auxilio do programa G*Power
3.1R. Baseados no desenho experimental e em dados experimentais prévios (HAR-
RISON et al., 2012) calculamos um tamanho de efeito de F de 0.5647 (detalhes do
teste: significancia (a) = 0.05, poder (1-B error probability) = 0.80, parametro de nao-
centralidade & = 12.75; F critico = 2.8662; Df = 36; numero total da amostra = 40;
poder atual = 0.82). Com base nos dados acima expostos, o tamanho amostral foi de

10 individuos por grupo.

4.3 Imagens do estudo
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Foram analisados estudos cerebrais de imagens PET e MR ja realizados no
Instituto do Cérebro do Rio Grande do Sul na PUCRS, dentro do projeto "Correlacéo
entre neuroimagem molecular, estrutural e funcional em Superidosos" coordenado

pelo Dr. Jaderson Costa da Costa.

As imagens PET foram obtidas com 'C-PIB, no sistema PET/CT Discovery
D600 (GE Healthcare, USA), que conta com cristais detectores tipo BGO e resolugéo
intrinseca axial de 5,6 mm e transaxial de 5,1 mm. Essas imagens foram adquiridas
em modo lista, possibilitando a reformatacdo em estudos estaticos e dinamicos, e fo-
ram corrigidas para atenuacédo, espalhamento e eventos aleatdrios. As imagens MR
foram adquiridas em um equipamento Signa HDXT (GE Healthcare, USA) de 3 Tesla
utilizando bobina de oito canais. Para este projeto foram utilizadas imagens estruturais
ponderadas em T1, utilizando a sequéncia 3DBRAVO®. As imagens de MR foram
utilizadas para fins de corregistro com as imagens PET e normalizacdo com atlas MNI

(do inglés, Montreal Neurological Institute).
4.4  Processamento das imagens

Klunk et al. (2015) fornecem os detalhes para a padronizacédo da quantificacao
da carga de BA baseada em imagens PET com 11C-PIB e MR pelo método da escala
Centiloide (CL). O pipeline publicado no conjunto de dados da Rede Interativa da As-
sociacao Global de Alzheimer ou GAAIN (do inglés, The Global Alzheimer's Associa-
tion Interactive Network) recomenda a utilizacdo do sistema de processamento SPM8
(Statistical Parametric Mapping, versao 8, Welcome Trust Center for Neuroimaging),

como uma prética padrao.

Nesse estudo, o processamento das imagens foi realizado utilizando o software
PMOD verséo 4.0 (PMOD LLC Technologies, Suica) com a ferramenta PNEURO. O
PMOD como software para processamento para a escala CL foi validado em estudo
anterior (BATTLE et al., 2018) e apresentou valores 11C-PIB PET dentro da faixa re-
comendada (KLUNK et al., 2015). No processamento, o atlas Centiloide, contendo as
regioes cortical global (CTX) e o cerebelo inteiro (WC) é selecionado, e as imagens

PET e MR T1 sao carregadas, revisadas e reorientadas. As imagens PET e MR séo
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corregistadas e processadas utilizando o atlas de maxima probabilidade. O atlas Cen-

tiloide € aplicado, e o resultado € o SUV para cada uma das regides CTX e WC.

Na implementacdo da escala CL, utilizaram-se os valores da razao entre SUV
da CTX e WC das imagens 11C-PIB PET, doravante denominado SUVR, para trans-

formar para valores de 0 a 100.
4.5 Aplicagdo da escala Centiloide

A fim de garantir que o processamento das imagens realizado na instituicao
nao introduza erros na técnica de processamento e na implementacao da escala CL,
€ recomendado repetir o pipeline do processamento de dados utilizando as imagens
do GAAIN. Assim, foi realizada o processamento da escala CL para o0 conjunto de
dados disponibilizados no GAAIN - imagens de 11C-PiB com intervalo de tempo de 50-
70 min para 34 controles jovens cognitivamente normais (CN) e 45 DA. Seguindo o
procedimento de nivel 2 descrito em Klunk et al. (2015), a equacao para a conversao

da medida SUVR para a escala Centiloide é definida pela equacao 3:

CL = 100(SUV Rinaividuo — SUVR ) (SUVRp4 — SUVRcy), 3)

onde 0 SUVRIindividuo representa o valor SUVR individual de cada sujeito, e 0 SUVRcn

e SUVRDa representam os valores médios dos grupos CN e DA, respectivamente.

Um gréfico de disperséo é tracado para calcular uma regressao linear e a cor-
relacdo de Pearson a fim de comparar os resultados da escala CL do GAAIN e os
resultados da escala CL processados em nossa instituicdo. S&o esperados uma incli-
nacéo (coeficiente angular) entre 0,98 e 1,02, uma intercepgéo (coeficiente linear) en-
tre-2e 2 CL, e R2>0,98. Se os resultados estiverem de acordo com o que foi definido
por Klunk et al. (2015), a equacao seré aplicada nos grupos de individuos MC, AC,
DA, e SA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Implementagao da Escala Centiloide

Para implementar a escala Centiloide em nossa instituicdo, foi necessario re-
produzir as etapas de processamento da imagem com o conjunto de dados do GAAIN.
Para validar este processo, foi realizado um gréafico de dispersdo para calcular uma
regressao linear e a correlacéo de Pearson a fim de comparar os resultados da escala

CL do GAAIN e os resultados da escala CL processados.

A Figura 2 mostra os valores da escala CL com os dados do GAAIN processa-
mento no pipeline em nossa instituicdo, utilizando o software PMOD verséo 4.0
(PMOD LLC Technologies, Suica) com a ferramenta PNEURO.

R2 =0.999
y = 0.9921x
-0.119

1209

307

60

307

Valores CL disponibilizados pelo GAAIN

I T T | !
0 30 B0 30 120

Valores CL encontrados pela autora

Figura 2: Distribuicdo de valores CL disponibilizados pelo conjunto de dados do
GAAIN e os valores calculados na nossa instituicdo. Fonte: O autor.

A andlise da implementacdo da escala CL gerou resultados em forte concor-
dancia com as medidas publicadas (R2=0,988) (KLUNK et al., 2015). O ajuste excedeu
os critérios minimos de aceitacao especificados (ou seja, R2=0,98; inclinacdo= 0,98-
1,02; intercepcéo, entre 22 e 12).
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A partir da garantia da qualidade e reprodutibilidade do pipeline de processa-
mento, foram calculados os valores de SUVR médio para os grupos CN e DA com o
conjunto de dados do GAAIN. Substituindo na equacao (3), obtivemos que a equacéo
gue converte os valores de SUVR para a escala CL (equacao (4)) para nossa institui-

cao:
CL= 100(SUVRLndLv1du0 —1008) /1.059 (4)

A equacéo (4) da escala CL foi aplicada em nossa populacao de estudo para
as imagens de 11C-PiB dos grupos de individuos dos grupos MC, AC, DA, e SA. Os

resultados séo apresentados na secao 5.3.

5.2 Demografia

A amostra do estudo contou com 40 individuos analisados para os grupos MC,
AC, DA e SA. A Tabela 2 resume a informacdo demogréfica e clinica, em termos de

média e desvio padréo dos participantes no presente estudo.

Tabela 2: Demografia dos participantes deste presente estudo.

MC AC DA SA valueh
(n = 10) (n = 10) (n=10) | (n=10) |P

58.70 82.3
Idade Gz | 835(422) | 782(614) | g3 | <0001
Sexo (F/IM) 9/1 713 5/5 713 0.302
Educagéio 14.6 (4.79) | 12.9 (4.98) | 14.5 (5.40) (41127'5) 0.745

28.6

MMSE 206 (0.70) | 27.9(1.20) | 220(558) | 370 | <0.001
Pontuacao da
memodria de cha- 0.38 114
mada tardia (lista | 10> (321) | 6.9(1.60) | 4 5o 201) | <000
RAVLT-A7)

a Calculado apenas para oito participantes.

b Calculado com o teste ANOVA .
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Verificou-se que a educagéo e o sexo sao semelhantes entre todos os grupos.
As pontuacdes de memoria de chamada tardia sao significativamente diferentes entre
grupos. Como esperado pelos critérios de inclusdo, os participantes MC e SA apre-
sentaram altas pontuacdes de memoéria de chamada tardia (lista RAVLT-A7) quando
comparados com os participantes DA (p < 0,001).

5.3 Andlise da trajetéria cognitiva e classificagdo BA

A analise da trajetdria cognitiva sera apresentada na forma de artigo cientifico.
Este manuscrito foi submetido para publicacdo no periédico Molecular imaging and
Biology. O periédico possui fator de impacto JCR = 2.925 (2019) e qualificacdo A2 na
classificacdo de periodicos quadriénio 2013-2016 da CAPES na area interdisciplinar.

A submissao possui numero comprovante: MIBI-D-21-00100.
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Abstract

Propose: This study aims to explore the use of the Centiloid (CL) method in amyloid-
B PET quantification to evaluate distinct cognitive aging stages, investigating subjects’

mismatch classification using different cut-points for amyloid- positivity.

Procedures: The CL equation was applied in four groups of individuals: SuperAgers
(SA), healthy age-matched controls (AC), healthy middle-aged controls (MC), and Alz-
heimer's disease (AD). The amyloid- burden was calculated and compared between
groups and quantitative variables. Three different cut-points (Jack et al. 2017, Salvado6

et al. 2019, and Amadoru et al. 2020) were applied in CL values to differentiate the
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earliest abnormal pathophysiological accumulation of AR and the established AB pa-

thology.

Results: The AD group exhibited a significantly increased AB burden compared to the
MC, but not AC groups. Both healthy controls (MC and AC) groups were not signifi-
cantly different. Visually, the SA group showed a diverse distribution of CL values com-
pared with MC, however, the difference was not significant. The CL values have a
moderate and significant relationship between AR visual read, RAVLT DR and MMSE.
Depending on the cut-point used, 10 CL, 19 CL, or 30 CL, 7.5% of our individuals had
a different classification in the AB positivity. For the AC group, we obtained about 40

to 60% of the individuals classified as positive.

Conclusion: SuperAgers exhibited a similar Ap load to AC and MC, differing in cogni-
tive performance. Independently of cut-point used (10 CL, 19 CL, or 30 CL), three SA
individuals were classified as AB positive, showing the duality between the individual's
clinics and the biological definition of Alzheimer's. Different cut-points lead to Ap posi-
tivity classification mismatch in individuals, and an extra-care is needed for individuals

who have a CL value between 10 CL and 30 CL.

Keywords: Positron emission tomography; *'C-PiB; diagnostic imaging; healthy ag-

ing; SuperAgers.
INTRODUCTION

Human cognitive capacity reaches its peak in middle age, progressively decreas-
ing after 50-60 years when a cognitive decline considered characteristically physiolog-
ical occurs [1, 2]. In contrast to normal aging with a cognitive decline expected for age

and education, brain aging could follow two other paths, successful or pathological
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aging. Successful aging is denominated by individuals 80 years or older who maintain
memory ability similar to or superior to middle-aged subjects, named SuperAgers [3—
7]. Pathological aging is mainly characterized by Alzheimer’s disease (AD), with the

presence of amyloid- (AB), tau neurofibrillary tangles, and neurodegeneration.

The National Institute on Aging and Alzheimer’s Association (NIA-AA), conceptu-
alized as the [AT(N)] system, presents a new biomarker definition of AD, considering
AB, pathologic tau, and neurodegeneration [8]. Various studies indicate that older
adults with significant Ap deposition are considered in a presymptomatic stage of Alz-
heimer's disease AD [9, 10]. In contrast, the International Working Group (IWG) (2021)
argued that only the presence of AB and tau biomarkers are not sufficient to predict
progression to prodromal AD or AD dementia confidently or to define a person’s posi-

tion on the AD continuum without clinical input [11].

Biomarkers have the potential to enhance diagnostic accuracy and facilitate the
development of disease-modifying therapy [12]. In vivo fibrillar brain AR quantification
is possible by using positron emission tomography (PET) imaging tracers as the 'C-
Pittsburgh Compound B (PIB) [13], 8F-NAV4694[14], '8F-Florbetaben [15], ¥F-Flute-
metamol [16], and ®F-Florbetapir [17]. Thus, a precise assessment of AR biomarkers
in the brain might be considered essential for improving the management of AB depo-
sition and the effectiveness of treatment[18]. Still, a small number of treatment strate-

gies targeting AR accumulation are available [19-23]

Different methods were proposed to process and analyze AR PET data, poten-
tially reducing reproducibility and preventing comparison between studies [24]. The

Centiloid scale (CL) was developed by the Centiloid Working Group to harmonize the
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acquisition protocol and quantification variability in AR PET. The CL approach stand-
ardizes the quantification of AR deposition by using PET data on a scale ranging from
0 to 100. The zero CL value represents the average uptake of the radiotracer in young
individuals (<34 years old), and the value of 100 represents the average uptake of

individuals with AD.

Since its inception, the research community has gradually applied the CL method.
Although it was initially conceived for the standardization of AB tracers analysis and
the definition of the range of AR positivity characteristic of AD, other studies were con-
ducted to correlate CL values with neuropathological results and AB plasma levels [25],
in longitudinal cognitive evaluation [25, 26], or as a quantitative method in multicenter
studies [27—-34]. Moreover, the CL scale has also been applied for other diseases, such
as Parkinson's disease[35], subcortical vascular dementia [36], chronic traumatic en-

cephalopathy [37], and Down syndrome [38].

For diagnosis purposes, the development of approaches for the AB cut-point has
received significant attention. In the last years, the studies published by Jack et al.
(2017) [39], Salvado et al. (2019) [40], and Amadoru et al. (2020) [41] provided different
cut-points to differentiate the earliest abnormal pathophysiological accumulation of A
and the established AB pathology. Even knowing that the AB burden exists on a con-
tinuum, increasing the baseline may predict a corresponding increase in future cogni-
tive decline rate [42]. Although the definition of a cut-point to establish the stage of Ap
accumulation is challenging due to the variability between different individuals, the lack
of standardization and harmonization in cut-point values can cause a misclassification

in the individuals.
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The present work aims to investigate A PET quantification on distinct cognitive
aging stages, including the SuperAgers. We further explored the subject's classifica-

tion using different cut-points for A positivity, including the Centiloid method.

MATERIALS AND METHODS

Participants

In this study, community-dwelling adults and elderly were invited to participate
from January 2016 to March 2019 at the Brain Institute of Rio Grande do Sul. The
Brazilian SuperAgers Cohort was designed to comprehend individuals from the ex-
tremes of the cognitive stages. Forty participants were included in this study, divided
into four groups: SuperAgers (SA), age-matched controls (AC), middle-aged controls
(MC), and Alzheimer's disease (AD). The SA group was defined based on previously
described criteria[3, 4]: older adults at or above 80 years old with exceptional memory
scores (delayed-recall scores above 1.5SD for age and education) and standard
scores for non-memory domains. The control groups were cognitively normal for age
and education based on their age range, above 80 years old for the AC and between
55 and 65 years old for the MC. The older group was thought to have the same char-
acteristics as the SuperAgers group - age and education to mitigate confounding fac-
tors. The AD group included individuals who matched the NIA-AA clinical criteria for

dementia due to Alzheimer's disease [43].

All participants presented preserved activities of daily living, excluding the indi-
viduals with AD. The healthy cognitive individuals denied any family history of dementia
or cognitive impairment. All individuals displayed negative scores for depression and

anxiety when evaluated using the reduced Geriatric Depression Scale and the Beck
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Anxiety Inventory, respectively [44, 45]. The four groups were tested under a cognitive
evaluation protocol that included the mini-mental state examination (MMSE), and the
Rey auditory verbal learning test (RAVLT). Specifically, the delayed-recall memory
score (RAVLT DR) was applied because of its high predictive accuracy for progressive
amnestic dementia [46]. Subsequently, they were examined under a neuroimaging
protocol that included magnetic resonance (MR) imaging and ''C-PiB PET. The uni-
versity’s ethical committee previously approved the study, and informed consent was

obtained from all individual participants included in the study.
Sample size

The sample size was calculated using the G * Power 3.1R program [47]. Based
on the experimental design and previous experimental data [3] we calculated an effect
size of F of 0.5647 (test details: significance (a) = 0.05, power (1-B error probability) =
0.80, non-centrality parameter & = 12.75; Critical = 2.8662; Df = 36; total sample num-
ber = 40; current power = 0.82). Based on the data presented above, the sample size

was 10 individuals per group.
Imaging acquisition

PET images were obtained using the 11C-PiB tracer in a PET/CT Discovery D600
system (GE Healthcare, USA) in the three-dimensional scanning mode. The 'C-PiB
was injected into an antecubital vein as a bolus with a mean dose of 505 MBq (within
a range of 307-762 MBq). PET scans were acquired in list mode, and static PET data
were generated at 50-70 min after injection. CT scan was obtained for attenuation and

scatter correction. Images were reconstructed by using the VUE Point HD (2 iterations,
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32 subsets, a filter cutoff of 4.8 mm, a matrix size of 192 x 192 x 47, and a voxel size

of 1.56 x 1.56 x 3.27 mm).

MR structural images were obtained by using 3T Signa HDXT equipment (GE
Healthcare, USA) with an eight-channel head coil. Volumetric T1-weighted images
were obtained by using the 3DBRAVO® sequence with a sagittal slice thickness of 1.0
mm (no gap), a repetition time (TR) of 6.272 ms, an echo time (TE) of 2.256 ms, a flip

angle of 11°, a matrix size of 512 x 512 x 196, and a voxel size of 0.5 x 0.5 x 1.0 mm.
Image Processing

Klunk et al. (2015) provided the details of standardizing the PET-based AR bur-
den quantification. The standard processing method is described by using the 'C-PiB

and MR images to implement the Centiloid scale.

The CL method is designed for measuring the "global" cortical AB deposition by
using two volumes of interest (VOI): CTX (also called global cortical target region) and
WC (whole cerebellum). The CTX VOI includes the typical brain regions with high Ap
load in AD, such as the frontal, temporal, parietal cortices, precuneus, anterior stria-
tum, and insular cortex. The WC VOI represents a reference region because of its

minimal AB deposition [24].

On our site, the image processing was performed by using the PMOD software
package version 4.0 (PMOD LLC Technologies, Switzerland) with the PNEURO tool.
The processing methodology was validated previously [48]. The Centiloid atlas (CTX
and WC regions) is selected in the processing software, and then the PET and MR T1-
weighted images are uploaded, reviewed, and re-orientated. The PET and MR images

are co-registered and processed by using the maximum probability atlas analysis. The
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Centiloid atlas is applied, and the output is used to derive the standardized uptake

value ratio (SUVR) for CTX and WC.

In addition, T1-weighted images of all participants were processed with the Com-
putational Anatomy Toolbox (CAT) 12 (http://www.neuro.uni-jena.de/cat/, version
r1109) within Statistical Parametric Mapping (SPM) 12 using MATLAB (12a). The es-
timation of cortical thickness in CAT is based on the PBT method and is fully automated
and we used the default settings that are described in detail in the manual of the CAT

12 toolbox.
Image analysis

The level-1 Centiloid replication analysis was first performed as prescribed by
Klunk et al.[24]. The Centiloid analysis implementation with GAAIN data presented a
strong agreement with the previously published measurements (R? = 0.999). The fit
exceeded the minimum specified acceptance criteria (slope = 0.9907; intercept =

0.0249).

Reproducing the image processing pipeline in our site with the GAAIN dataset,

the CL equation is defined as follows:

CL= 100(SUV Ryyp jece —1.008)/1.059.

This CL equation was applied in our study population for MC, AC, AD, and SA.

A scatter graph was plotted to calculate a linear regression and Pearson's corre-
lation [24] to compare the CL results of the Centiloid study and the CL results pro-
cessed in our institution. The data are presented in the Electronic Supplementary Ma-

terial.
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One AB PET expert reader (author CM), blinded to CL values and neuropatho-
logical data, visually interpreted all scans using the GE healthcare workstation (AW

4.6), as used in the clinical practice.

Amyloid-B cut-point

To evaluate how the AB cut-point classifies our individuals, we used the cut-points
proposed by Jack et al. (2017)[39], Salvadé et al. (2019) [40], and Amadoru et al.
(2020)[41]. Several studies have reported optimal CL cutoff values for AR positivity.
Figure 1 presents published cut-point values and shows their variability to define early
and established AB accumulation [33, 39-41, 49-54]. Jack et al. (2017) defined a cut-
point of 19 CL based on the reliable worsening cut-point. Salvadoé et al. (2019) reported
the optimal cut-point value of 12 CL, which agrees with the values found for cerebro-
spinal fluid (CSF) AB42 and 30 CL indicating the presence of established pathology by
comparison with the phosphorylated tau/AB42 ratio or total tau/AB42 ratio of the CSF.
Amadoru et al. (2020) defined an optimal cut-point of 10 CL, accurately reflecting the
absence of any neuritic plague, 20 CL indicates the presence of moderate plaque den-
sity, and approximately 50 CL or more is confirmed by both neuropathological and

clinicopathological diagnosis of AD.
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Figure 1:lllustration of the published cut-points values for CL to divide the AB
uptake as early accumulation (>10 CL to <24 CL) and established AD pathology (>24
CL).

Statistical analysis
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The statistical analysis was performed in the IBM SPSS software, version 24.0
(Armonk, NY). Pearson's correlation coefficients and linear regressions were calcu-
lated for the SUVR and the CL scale using the GAAIN dataset and to compare the CL
scale with other quantitative variables. The normality of the distributions was tested
using the Shapiro-Wilk test. Demographic and quantitative variables were compared
between groups with ANOVA, followed by Tukey’s post-hoc test. It was considered an
a=0.05. The multiple comparisons were corrected by Bonferroni method. The effect
size was calculated using Cohen’s d. Data are presented as means * standard devia-
tion unless otherwise stated. As the CL is a linear transformation of SUVR, the discus-

sion will be presented in terms of CL.

RESULTS

Demographics

A total of 40 participants were included in our study (Table 1). There were no
significant differences in age or gender between the groups. As expected by the inclu-
sion criteria for age, the MC group was significantly different between AC, SA and AD
groups (p<0.001, corrected). Significantly lower MMSE scores were observed in the
AD group compared with other groups (p<0.001, corrected). The MC, AC and SA par-
ticipants showed high RAVLT DR scores when compared with AD (p < 0.001, cor-
rected), and the AC group differed significantly from the MC and SA groups (p=0.003

and p<0.001 corrected, respectively).
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Table 1: Demographic and clinical information in terms of the mean and SD of
participants in our study.

MC AC SA AD X
(n = 10) (n=10) | (n=10) (n=10) | Pvalue
Age 58.70 (5.52) | 83.5(4.22) | 82.3(2.63) | 78.2(6.14) | <0.001
Gender (F/M) 9/1 713 713 5/5 0.302
Education 14.6 (4.79) | 12.9(4.98) | 12.7 (4.79) | 14.5(5.40) | 0.745
MMSE 29.6 (0.70) | 27.9(1.20) | 28.6 (1.26) | 22.0(5.58) | <0.001
RAVLT DR- 10.5 (3.21) | 6.9(1.60) | 11.4(2.01) | 0.38(0.52)* | <0.001

a Calculated only for eight participants.
bGroup differences evaluated with ANOVA test.

Abbreviations: MC = middle-aged controls AC = age-matched controls, SA =
SuperAgers; AD =Alzheimer's disease; MMSE = Mini Mental State Examina-
tion; RAVLT DR = Rey auditory verbal learning test - Delayed-recall memory
scores.

Amyloid-B quantification and visual read

The summary of the CL results for all groups is shown in Table 2. The effect sizes
were large enough (Cohen’s d >0.8) to show consistent group differences, excluding
the comparison between SA and MC groups. The SA group showed the highest range
for the CL analyses, followed by the AC group. As expected, the AD group showed a
significantly high AB burden for the CL method when compared with the MC (d=4.84,
p<0.001, corrected), the SA group (d=1.77, p<0.001, corrected), and the AC group (d=
1.61, p=0.005, corrected). The AB load of the SA group did not differ significantly from
the two control groups (MC and AC groups) (d=0.74, p=0.665; d=1.25, p=1.00, cor-
rected, respectively) and the MC and the AC groups did not differ significantly from
each other (d=1.61, p=0.05, corrected). All statistical pairwise comparisons are pre-

sented in the Electronic Supplementary Material, table 4.
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Table 2: Summary of the SUVR and CL results of our sample participants.

MC (n = 10) AC (n =10) SA (n =10) AD (n =10) p-value?
Mean Cl Rande Mean Cl Range Mean Cl Range Mean Cl Range
+SD | (95%) 9¢ | +sSD | (95%) 9 | 15D | (95%) 9 | +3D | (95%) 9
1.01 | 0,96 1,35 | 1.07 124 1 g9 1.86 | 1.69
: : 0.95 - : : 093- | = : 091- | — : 1.49 -
SUVR | - | 116 | % ~ | 203 | 044 | T | 228 | 2 - 233 | <0001
0,60 | 1,05 : 0,38 | 1,62 ' i 1.55 : 024 | 2,03 :
-0.18 | -4,26 31,96 | 6,20 21,59 | -7.85 | -9.11 | 80,43 | 64.02 | 45.27
-5.63 - 7.11—
CL + - 14.71 + - 96.84 + - - + - - <0.001
5,70 | 3,89 : 25,14 | 57,72 : 41,15 | 51,02 | 119.87 | 22,94 | 96,83 | 124.83
Abbreviations: MC = middle-aged controls AC = age-matched controls, SA =

SuperAgers; AD =Alzheimer's disease; Cl = confidence interval.

aGroup differences evaluated with ANOVA test.

Correlation of CL values with AR PET expert visual read (negative or positive)

obtained a significant moderate relationship with a value of r=0.639 and p<0.001. Five

participants had a positive global uptake, but a negative quantification (<10 CL), and

one participant had CL above 30 with visual assessment negative.

Cortical thickness and CL values

The summary of the cortical thickness results for all groups is shown in Table 3.

The cortical thickness values are significantly different among the groups (p<0.001).

The MC group has a significantly high cortical thickness compared with the AC

(d=3.34, p=0.001, corrected), the SA group (d=2.57, p<0.001, corrected), and the AD

group (d= 2.36, p<0.001, corrected). The AC, SA, and AD groups are not significantly

different in cortical thickness. All pairwise statistical comparisons are presented in the

Electronic Supplementary Material, Table 4.




Table 3: Summary of the Cortical Thickness our sample participants.

54

MC (n = 10)

AC (n = 10)

SA (n = 10)

AD (n = 10)

p-value®

Cortical
Thickness

2.59 +0.06

2.4 +0.05

235+0.1

2.32+0.15

<0.001

Abbreviations: MC = middle-aged controls AC = age-matched controls, SA =

SuperAgers; AD =Alzheimer's disease; Cl = confidence interval.

aGroup differences evaluated with ANOVA test.

There is a moderate negative linear correlation between CL values and cortical

thickness with r=-0.322 and p<0.001. Figure 2 shows how the distribution of cortical

thickness values among the groups. The MC group has the highest range between the

minimum and maximum cortical thickness values (2.51 mm and 2.72 mm). The AC

group presents a very similar cortical thickness among the participants even though

they vary on the CL scale. The SA group has a higher variation and lower cortical

thickness values than the same age group (AC). Still, the SA individuals with higher

CL values have higher cortical thickness values. Finally, the AD group has the smallest

range between the minimum and maximum values, with a wide distribution of cortical

thickness values
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Figure 2: Distribution of CL values and cortical thickness, in mm, for each group.
The symbols represent the groups: MC = blue square; AC = green circle; SA = red
diamond; AD = orange triangle.

Centiloid scale and neuropathological variables

Both cognitive variables (RAVLT DR and MMSE) showed a strong negative rela-
tionship with CL values (r=-0.561, p<0.001; r=-0.457, p=0.003, respectively), pre-
sented in figure 3A, 3B. For comparison between CL vs age (figure 3C), a moderate
and significative correlation (r= 0.32, p=0.043) was obtained. However, for the CL vs
education it was obtained a negligible relationship and no significant (r=-0.100,

p=0.541) as shown in figure 3D.
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Figure 3: Scatter graph with correlation of CL values and clinical variables. A.
Comparison between CL values and RAVLT DR. B. Comparison between CL values
and MMSE. C. Comparison between CL values and education. D. Comparison be-
tween CL values and Age.

As shown in figure 4, the individuals were divided into three groups: low A up-
take (<10CL); low-intermediate AR uptake (>10 CL and <30 CL); and intermediate-high
AB uptake (>30 CL). It was observed that younger individuals (between 50 and 60
years old) who have low AR uptake perform optimally on the RAVLT DR test, and with
advancing age, this performance regresses. Most individuals with >30 CL perform
worse on the test, regardless of age. Few individuals showed a low-intermediate Ap
uptake. Interestingly, there are two individuals with similar age and identical RAVLT
DR scores in opposite group, one from the <10 CL group and the other from the >30

CL group. Surprisingly, both individuals are classified as SuperAgers.
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Figure 4: Scatter graph of comparison between RAVLT DR and age, separated
by the groups of CL values below 10 CL, values between 10 — 30 CL, and above 30
CL. The symbols represent the groups: green pentagon: <10 CL; blue inverted triangle:
>10 and < 30 CL; purple.

Amyloid-g classification in the clinical setting

Figure 5 presents our sample participants' CL values distribution, which shows
their positioning for different cut-point values. Regardless of the cut-point chosen, the
AD individuals were above the three cut-point used (the minimum CL value of AD pa-
tients was 45.3). AB positivity differed from each cut-point used in MC, AC, and SA.
Using 10 CL as cut-point (Amadoru et al. 2020), one MC, six AC, and three SA were
classified as AP -positive. Using the low-intermediate value of 19 CL presented by Jack
et al. (2017), there were six AC, and three SA classified as AB positive. Considering
an intermediate value of 30 CL (Salvado et al. 2019), four AC and three SA were clas-

sified as AB positive.



58

MC AC SA AD
1204 <
100 o
a0 o
e
G0
—
o 8
40 o
e 300/ [—g---300[ | 300 f=r—- 300
20 =5 ==18.0 - RTY [ S— 190| F-=-=- 190
--------- 100| pe====-==100 ---é----fmn e nmnene= 0.0
04 8
8 - S
=207

LU LU T T T 1 1T 1T 1
£ 121824 6121824 6121824 6 121824
SUVR

Figure 5: Scatter graph of CL distributions, separated by the cut-point
values of 10 CL, 19 CL, and 30 CL. The symbols represent the groups: blue square:
MC group; green circle: AC group; red diamond: SA group; orange triangle: AD group.

DISCUSSION

To our knowledge, this study represents the first report that sought to evaluate
different degrees of successful cognitive stages using the Centiloid scale, from normal
aging to SuperAgers. Analyzing the distribution of individuals with different aging
stages on the CL allowed the investigation of how the use of different cut-points for the

AB classification might impact the diagnosis of AD pathology.

It is expected that 30% of clinically normal elderly individuals have AD at autopsy
or a high AB burden [55-57]. In our sample, 60% of the AC group showed a CL value

above 10 CL and 40% of the AC group showed a CL value above 30 CL. The AC group
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presented variable values of CL, from -7.11 to 96.84 (mean: 31.96 + 25.14 CL). The
other healthy group, the MC group, showed a low AB uptake, with a mean value of -
0.18 £ 5.70 CL, which was expected for their age. In addition, the MC group differed
significantly from the AD group and not significantly different from the AC group. The
CL values and AB visual read obtained a significant moderate relationship with value
of r=0.639 and p<0.001. When considering visual reading, there are rare cases of clear
focal AB uptake that can lead to a positive visual read, and perhaps this is what hap-
pened to the five individuals with low AB uptake who were classified as positive. Also,
the CL scale obtained moderate to strong correlations with analyzed variables such as
education, MMSE, RAVLT DR, cortical thickness, all proportionally inverse, as showed

in a similar study [58-60].

As expected, the CL values of SuperAgers were significantly different compared
with the AD group. Previous studies have shown that SuperAgers can exhibit positivity
in AB, comparable to age peers [3, 61, 62], which aligns with our results. Visually, the
SA group showed a different distribution of CL values compared with the MC group,
however, the difference was not statistically, although there is a statistical difference
between the cortical thickness. The SA and AC groups visually presented a similar
distribution, with some individuals showing high values of CL and others low CL values.
Independently of cut-point, three SA individuals were classified as AB positive (Figure
5)[39-41], showing values above 30 CL (34.2 CL, 64.83 CL, and 119.87 CL). Accord-
ing to Salvado et al. (2019), a value above 30 CL indicates the presence of established
AD pathology. Figure 4 shows the duality between the individual's clinics and the bio-
logical definition of Alzheimer's, and that the presence of AB plagues does not interfere

with an individual's cognitive performance. Nevertheless, using only the cut-point for
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the AP classification of the individual, some SA would be classified as a prodromal AD
[8]. However, when their age and the high capacity in the cognitive tests and routine
performances are considered, they are not. One hypothesis about SuperAgers perfor-

mance is that they are resilient to cognitive decline despite increasing age [4, 62, 63].

A single cut-point for AR positivity is highly desired for interpreting AR PET imag-
ing studies and classifying the patient at a specific time[8]. However, figure 5 shows
that a single cut-point might fail to classify some individuals. In our sample, we ob-
served a classification mismatch in 7.5% of individuals evaluated (one MC and two AC
subjects). Therefore, our suggestion for improving the clinical classification of the AR
burden is using the cut-points as a reference for continuum classification. The lowest
value classifies any neuritic plaque (<10 — 12 CL), a middle-range value classifies early
AB deposition (12 — 24 CL), and the highest confirms the presence of AD pathology
(>24 CL). Also, reporting the individual's Centiloid value is reliable manner to monitor
the AB accumulation in the brain longitudinally. Moreover, although pre-clinical evalu-
ation of AB positivity is not recommended by the IWG [11], we believe that individuals
who have an early AB deposition without a clinical diagnosis might benefit from early

therapy and prevention strategies.

Despite our efforts, this study has some limitations. The small sample size cannot
represent the general population, and its generalization must be interpreted cautiously.
Additionally, it was not possible to evaluate the tau deposition in our sample. The use
of tau information as a biomarker has been increasing in practice because it reflects
the intensity of neuronal damage and tracking disease progression and is endorsed by

NIA-AA in the AT[N] system [8] and by IWG recommendation [11]. Further analysis
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should consider tau biomarkers’ use in investigating cognitive decline and harmonizing

the cut-point values to classify individuals according to the CL values.

CONCLUSION

SuperAgers exhibited a similar A load to that of age-matched healthy controls
and middle-aged controls. Independently of cut-point used (10 CL, 19 CL or 30 CL),
three SA individuals were classified as AB positive. Also, different cut-points proposed
for the CL determined a classification mismatch in 7.5% of individuals evaluated in this
study. As the CL has been increasingly used in randomized clinical trials, more studies

need to be developed to harmonize the value of cut-point.

For clinical diagnosis, special attention is required for individuals who have a CL
value between 10 CL and 30 CL because the A burden is undeniably a decisive risk
factor for adverse cognitive outcomes. As recommended by IWG (2021), the AD diag-
nosis must consider the biological patterns and clinical symptoms. Also, AR imaging
techniques should be carefully addressed, standardized, and interpreted in clinical set-

tings.
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Centiloid Analysis by Using the GAAIN Dataset

The Centiloid (CL) values derived from our local processing pipeline implemen-
tation of the standard analysis procedure [1] strongly agree with the published values
of the GAAIN dataset by using the 1*C-PiB PET images obtained from the 50-70 min

pos-injection.

Figure 6 shows the distribution of the CL values published by Klunk et al. (2015)
and the CL values calculated in our institution with our PET image processing pipeline
by using the PMOD software, both with the GAAIN dataset. The acceptance criteria
should have the slope between 0.98 and 1.02, the intercept between -2 and 2, and R?
> 0.98.
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Figure 6: Distribution of values based on the GAAIN data, processed by using
PMOD in our pipeline and the standard analysis procedure described by Klunk et al.
(2015).

The linear regression equation calculated with the data can be expressed as
follows: y = 0.9907x + 0.0249. Our fitted CL values exceeded the minimum acceptance

criteria, producing a slope equal to 0.9907 and intercept equal to 0.0249.
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The following equation provides the conversion equation from the SUVR to the

Centiloid scale:

SUVRgypject — 1.008

CL = 100 1059

Figure 7 shows the distribution of the CL values and SUVR values for our indi-

viduals.
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Figure 7: Scatterplot of SUVR and CL values in our sample. MC = blue square;
AC = green circle; SA = red diamond; AD = orange triangle.

Multiple pair-wise results and effect size
The table 4 shows the multiple comparisons between groups for the SUVR, CL and

Cortical Thickness and the effect size of each comparison. Significative values were

presented in non-corrected and the correct values in parentheses.
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Table 4: Multiple pair-wise comparisons and effect size between age, MMSE, RAVLT
DR, SUVR, CL and cortical thickness variables.

MCvs AC | MCvsSA | MCvsAD | ACvsSA | ACvsAD | SAvsAD

Age <0.001* <0.001* <0.001* 0.944 0.084 0.252
(<0.001) (<0.001) (<0.001) (1.000) (0.113) (0.391)
MMSE 0.576 0.903 <0.001* 0.929 <0.001* <0.001*
(1.000) (1.000) (<0.001) (1.000) (<0.001) (<0.001)
RAVLT DR 0.002* 0.891 <0.001* <0.001* <0.001* <0.001*
(0.003) (1.000) (<0.001) (<0.001) (<0.001) (<0.001)
SUVR 0.094 0.373 <0.001 0.865 0.004* <0.001
(0.128) (0.667) (<0.001)* (1.000) (0.005)* (0.001)*
CL 0.093 0.373 <0.001 0.864 0.005* <0.001
(0.126) (0.665) (<0.001)* (1.000) (0.005)* (0.001)*
Cortical 0.001* <0.001* <0.001* 0.693 0.300 0.904
Thickness | (0.001) (<0.001) (<0.001) (1.000) (0.502) (1.000)
Effect size
Age -5.05 -5.46 -3.34 0.34 1.01 -0.87
MMSE 1.73 0.84 191 -0.63 1.40 -1.65
RAVLT DR 1.44 -0.25 4.05 -2.35 5.24 -7.13
SUVR 1.24 0.74 484 0.27 1.61 1.77
CL 1.25 0.74 4.82 0.27 1.61 1.77
Cortical 3.335 2.570 2.361 0.565 -0.733 -0.234
Thickness

Abbreviations: MC = middle-aged controls AC = age-matched controls, SA =
SuperAgers; AD =Alzheimer's disease.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A escala CL foi desenvolvida para reduzir a variabilidade dos diferentes proto-
colos de processamento de imagens PET BA e harmonizar a quantificagdo das ima-
gens usando diferentes radiotracadores. A escala CL foi implementada e testada com
sucesso em nossa instituicdo para varias trajetorias de envelhecimento cognitivo, ou
seja, do envelhecimento de sucesso ao envelhecimento patologico. Além disso, 0 uso
da CL permite a realizacdo de estudos multicéntricos e a troca de uso do radiotraca-

dores BA pela instituicdo, sem perder o acompanhamento clinico dos pacientes.

Adicionalmente, a escala CL tem o potencial de ser usada na prética clinica
para quantificar a carga de BA nos individuos e para realizar uma avaliacdo longitudi-
nal, principalmente porque observa uma variacdo mais consideravel em comparacao
com o SUVR. Como a conversdo do SUVR para a CL é descrita através de uma equa-
cdo linear, amplificando a faixa de dados, facilita a anélise e o0 acompanhamento dos
resultados. A deteccéo de alteracdes na escala CL € mais intuitiva em compara¢ao

com a utilizacado de uma faixa de valores de SUVR.

Na avaliacdo das trajetérias cognitivas, o grupo controle meia-idade foi o de
acordo com a literatura para grupos cognitivamente saudaveis, com baixa deposicéo
BA (KLUNK et al., 2015). Para os individuos do grupo controle idoso, era esperado
que 30% dos individuos avaliados tivessem alta deposicéo de BA (CHETELAT et al.,
2013; JANSEN et al., 2015; OKAMURA et al., 2014). No entanto, em nossa amostra,
60% do grupo controle idoso mostrou um valor CL acima de 10 CL (AMADORU et al.,
2020), e 40% mostraram um valor CL acima de 30 CL (SALVADO et al., 2019)). O
grupo controle idoso apresentou valores variaveis de CL, de -7,11 a 96,84 (mediana:
24,14 CL). Os superidosos, em comparagao com o grupo controle idoso e grupo con-
trole meia-idade, exibiram uma carga semelhante de depdsito BA (p>0,05). Indepen-
dentemente do ponto de corte, trés individuos superidosos foram classificados como
BA positivo, apresentando valores acima de 30 CL (34,2 CL, 64,83 CL, e 119,87 CL).
Estes resultados mostram a dualidade entre a clinica do individuo e a defini¢cdo biolo-
gica da doenca de Alzheimer. De acordo com Salvado et al. (2019), um valor acima
de 30 CL indica a presenca de patologia da Doenca de Alzheimer estabelecida. No

entanto, o International Working Group (2021) argumentou que apenas a presenca de
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BA e de biomarcadores tau ndo sao suficientes para prever com confianga a progres-
sao para a deméncia prédroma de DA ou para definir a posicdo no continuum da DA
sem os critérios clinicos, como perda de memoaria, dificuldades em encontrar palavras,

e problemas visuais e espaciais.

Os pontos de corte publicados indicam uma faixa de deposi¢cao precoce da BA
entre 10 e 19 CL, e um ponto de corte que indica um acumulo estabelecido de placas
BA esta entre 21 e 49 CL. E necessaria uma atencéo extra para individuos que tém
um valor entre 10 e 30 CL, pois sao individuos que ainda ndo tém um diagndstico

clinico preciso, e que estdo em uma deposicao BA.
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7. CONCLUSAO

A escala Centiloide (CL) foi implementada usando a técnica de imagem PET
com 1C-PiB e aplicada com sucesso em varias trajetérias de envelhecimento cogni-
tivo, especialmente em individuos superidosos. Adicionalmente, foi avaliado como os
diferentes tipos de envelhecimento se comportam na escala CL. Observou-se que
tanto individuos idosos cognitivamente saudaveis quanto superidosos, possuem de-
posicdo BA, embora ndo apresentem sintomas de declinio cognitivo. Cerca de 40 a
60% dos individuos idosos cognitivamente saudaveis foram classificados como BA

positivos, indicando a presenca da patologia da Doenca de Alzheimer.

A escala CL possui o potencial de ser utilizada na pratica clinica para quantificar
a carga de BA nos individuos e para realizar uma avaliagao longitudinal, principal-
mente porque observa-se uma variagcdo mais consideravel em comparacdo com o
método de quantificacdo SUVR. Embora a escala CL tenha sido desenvolvida para
padronizar o método de aquisi¢cdo e processamento de imagens, ainda € necessario
um estudo que padronize os pontos de corte para diferenciacdo dos individuos ao
longo dos valores CL. A classificacdo da carga BA de forma dicotdmica pode ocasionar

em uma avaliacdo erronea do paciente.

Adicionalmente, pode ser interessante utilizar a escala CL para avaliar o risco
de um individuo desenvolver algum tipo deméncia, de acordo com seu valor CL, como
apresentado em estudos anteriores, ainda em desenvolvimento para aplicacao clinica.
Este estudo estd de acordo com o que foi publicado pelo IWG (2021) que apenas a
presenca de BA e de biomarcadores tau nao é suficiente para classificar um individuo

no continuum da doenca de Alzheimer, sem o uso dos critérios clinicos.
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ANEXO A — PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE QWW
DO SUL - PUC/RS e

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IMPLEMENTAGCAO DA ESCALA CENTILOIDE EM IMAGENS DE
PET/CT COM[11C]PIB

Pesquisador: Ana Maria Marques da Silva
Area Tematica:
Verséo: 1
CAAE: 24995819.1.0000.5336
Instituicdo Proponente: UNIAO BRASILEIRA DE EDUCACAO E ASSISTENCIA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio
DADOS DO PARECER
NUmero do Parecer: 3.748.803
Apresentacédo do Projeto:

A pesquisadora principal Ana Maria Marques da Silva, apresentou ao CEP-PUCRS o
projeto intitulado "IMPLEMENTACAO DA ESCALA CENTILOIDE EM IMAGENS DE
PET/CT COM [11C]PIB".

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Implementar a escala centiléide nas imagens adquiridas de PET com [11C]PIB nos
individuos controle,individuos com DA e individuos idosos com capacidade cognitiva
acima da média
Objetivo Secundério:

- Quantificar restrospectivamente as imagens de PET com [11C]PIB realizadas no Ins-
cer, de acordo com ométodo descrito por Klunk (2015).

- Determinar a equacao de ajuste da escala centildide para as imagens de PET com
[11C]PIB no Inscer.
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-Avaliar o comportamento dos valores da escala centiléide em imagens de individuos em
diferentes estagiosde envelhecimento.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos:

Os riscos deste estudo sdo minimos, pois se trata de um estudo com imagens retrospectivas,
ja adquiridas no InsCer. Os pesquisadores assinaram Termo de Compromisso de Utilizacéo
de Dados (TCUD). Sera mantida a confidencialidade dos dados coletados nos arquivos, bem
como a privacidade de seus contetddos, como preconizam os Documentos Internacionais e
a Resolucdo. 466/12 do Conselho Nacional de Saude.

Beneficios:

Ser& possivel comparar diretamente os resultados obtidos de imagens amildide com dife-
rentes métodos deandlise e tragadores e também comparar os resultados com outras insti-
tuicOes e estudos.

As unidades padronizadas também permitirdo uma melhor interpretacdo das mudancas lon-
gitudinais, monitorando a progressdo da doenca e quaisquer possiveis efeitos terapéuti-
COoS.
Comentérios e Considerac¢fes sobre a Pesquisa:
Pesquisa importante para a area, bem estruturada. Serao utilizados dados retrospectivos
de exames de PET/CT cerebral com [11C]PIB e MRI do banco de dados do InsCer/PU-
CRS.
Consideracfes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Todos os termos foram apresentados.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Sem pendéncias.
Consideracfes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, 0 CEP-PUCRS, de acordo com suas atribui¢cdes definidas na Reso-
lugdo CNS n° 466 de 2012 e da Norma Operacional n° 001 de 2013 do CNS, manifesta-
se pela aprovacdo do projeto de pesquisa IMPLEMENTACAO DA ESCALA CENTI-
LOIDE EM IMAGENS DE PET/CT COM [11C]PIB proposto por Ana Maria Marques da
Silva com numero de CAAE 24995819.1.0000.5336.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

| Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
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Informacdes Ba- PB_INFORMA- 31/10/2019 Aceito

sicas do Projeto COES_BASI- 10:40:23
CAS_DO_PRO-
JETO 1426979.pdf

Outros LattesParticipantes.docx 31/10/2019 Ana Maria Mar- Aceito

10:39:41 gues da Silva

Orcamento OrcamentoAssinadoDire- 31/10/2019 Ana Maria Mar- Aceito
cao.pdf 10:35:42 gues da Silva

Outros CartaApresentacao.pdf 28/10/2019 Ana Maria Mar- Aceito

qgues

Outros CartaApresentacao.pdf 18:00:52 da Silva Aceito

Projeto Detalhado | ProjetoCentiloideGior- 28/10/2019 Ana Maria Mar- Aceito

/Brochura Investi- | dana.docx 17:57:20 guesda Silva

gador

Outros CartaApresentacao.pdf 18:00:52 da Silva Aceito

Projeto Detalhado | ProjetoCentiloideGior- 28/10/2019 Ana Maria Mar- Aceito

/ Brochura Investi- | dana.docx 17:57:20 guesda Silva

gador

Outros CArtaChefeServicoAssi- 28/10/2019 Ana Maria Mar- Aceito
nada.pdf 17:43:22 gues da Silva

Declaracao de | CartaAnuencialnscerAs- 28/10/2019 Ana Maria Mar- Aceito

Instituicéo e Infra- | sinada.pdf 17:42:28 guesda Silva

estrutura

Declaracao de | CartaAutorizacaoDrJa- 28/10/2019 Ana Maria Mar- Aceito

Instituicéo e Infra- | derson.pdf 17:42:09 ques

estrutura da Silva

Projeto Detalhado | ProjetoCentiloideGior- 28/10/2019 Ana Maria Mar- Aceito

/ Brochura Investi- | dana.pdf 17:41:34 gues da Silva

gador

Brochura Pes- DocumentoUnificadodo- 28/10/2019 Ana Maria Mar- Aceito

quisa ProjetodePes- 17:41:15 ques da Silva
quisal572093189216.pdf

Declaracéo de | TCUD.pdf 02/09/2019 GIORDANA Aceito

Pesquisadores 16:06:00 SALVI DE SOUZA

Folha de Rosto FolhaDeRostoAssi- 02/09/2019 GIORDANA Aceito
nada.pdf 15:31:47 SALVI DE SOUZA

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

PORTO ALEGRE, 06 de
dezembro de 2019

Assinado por:

Paulo Vinicius Sporleder de
Souza(Coordenador(a))
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