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RESUMO

Introducdo: A Esclerose Sistémica (ES) é uma doenca cronica, multisistémica,
caracterizada pelo espessamento e fibrose da pele e de 6rgaos internos, bem como
anormalidades funcionais e estruturais de pequenos vasos, ativacdo do sistema
imunoldgico e autoimunidade. O acometimento de sistema nervoso central (SNC)
em pacientes com ES permanece pouco estudado e técnicas avancadas de
ressonancia magnética podem contribuir para melhor entendimento das
manifestacbes de SNC na ES. A espectroscopia por ressonancia magnética (ERM) é
uma técnica nao-invasiva para quantificacdo de compostos quimicos (metabdlitos),
gue permite obter informacdes neuroquimicas dos tecidos cerebrais, que possibilita
analisar as alteracbes metabdlicas em doencas neuroldgicas, autoimunes e tumores
cerebrais.

Objetivos: Desenvolver novas técnicas para melhorar a analise, visualizacao,
selecdo de espectros de interesse e controle de qualidade dos dados adquiridos
pela técnica de espectroscopia multivoxel por ressonancia magnética.
Adicionalmente, investigar alteracbes metabodlicas na regido supraventricular
posterior e atrofia hipocampal em pacientes com esclerose sistémica e determinar se
existem associacfes com caracteristicas clinicas, laboratoriais e de tratamento.
Métodos: Desenvolvemos uma metodologia para analise, visualizacdo e controle de
qualidade de dados de espectroscopia multivoxel por ressonancia magnética em
diferentes regides do cérebro. A metodologia foi implementada em uma ferramenta
computacional utilizando a linguagem de programacé&o Python e com as principais
funcionalidades: co-registro entre imagem estrutural e grade de espectros; analise
baseada no conteddo da imagem estrutural; selecdo de espectros de interesse; e
quantificacdo e mapa metabalico.

Resultados: Atraves da ferramenta foi possivel identificar e selecionar
automaticamente espectros com baixa qualidade espectral. Nos estudos clinicos (37
pacientes e 37 controles), observamos reducdo de NAA/Cr na regiao
supraventricular posterior em pacientes quando comparados aos controles,
associada ao comprometimento cognitivo, presenca de enxaqueca, uso de
prednisona e metotrexato durante o tratamento. O estudo de acompanhamento

(follow-up) mostrou um aumento em Cho/Cr, associada a gravidade da doenga,



queixas de memoria, sintomas de ansiedade, uso de corrente de losartana e
bromoprida. Também observamos reducdo em NAA/Cr no hipocampo em pacientes
guando comparados aos controles, associados a comprometimento cognitivo, scores
de MoCA, sintomas de ansiedade, presenca de enxaqueca, queixas de memoria e
uso de imunossupressor durante o tratamento e correlacionado com a redugcéo do
hipocampo.

Conclusdes: O desenvolvimento da ferramenta computacional possibilitou eficiéncia
na analise dos dados e permitiu analisar alteracbes metabdlicas em diferentes

regides do cérebro em pacientes com esclerose sistémica.

Palavras-chave: Espectroscopia por ressonancia magnética, esclerose sistémica,

substéancia branca, hipocampo.



ABSTRACT

Introduction: Systemic Sclerosis (SSc) is a chronic, multisystem disease,
characterized by thickening and fibrosis of the skin and internal organs, as well as
produced abnormalities and occurrences of small vessels, activation of the immune
system and autoimmunity. Involvement of the central nervous system (CNS) in
patients with SSc and advanced magnetic resonance techniques may contribute to
better understanding of the CNS manifestations in SSc. Magnetic resonance
spectroscopy (MRS) is a non-invasive technique used for quantification of chemical
compounds (metabolites), which allows obtaining neurochemical information from
brain tissues, which makes it possible to analyze how metabolic changes in diseases
neurological, autoimmune and brain tumors.

Objectives: Develop new techniques to improve for analysis, visualization, selection
of spectra of interest and quality control of data acquired by the technique of
multivoxel magnetic resonance spectroscopy. Additionally, to investigate metabolic
changes in the posterior supraventricular region and hippocampal atrophy in patients
with systemic sclerosis and to determine if there are associations with clinical,
laboratory and treatment characteristics.

Methods: We developed a methodology for analysis, visualization and quality control
of MRSI data in different brain regions. The methodology was implemented in a
computational tool using the Python programming language and with the main
features: co-registration between anatomical image and grid of spectra; anatomical
imagem content analysis; selection of spectra of interest; and quantification and
metabolic map.

Results: Through the computational tool it was possible to automatically identify and
select spectra with low spectral quality. In clinical studies (37 patients and 37
controls), we observed a reduction in NAA/Cr in the posterior supraventricular region
in patients when compared to controls, associated with cognitive impairment,
presence of migraine, use of prednisone and methotrexate during treatment. The
follow-up study showed an increase in Cho/Cr, associated with disease severity,
memory complaints, anxiety symptoms, current use of losartan and bromopride. We
also observed a reduction in NAA/Cr in the hippocampus in patients compared to
healthy controls, associated with cognitive impairment, anxiety symptoms, presence

of migraine, memory complaints and use of immunosuppressants during treatment



and correlated with a reduction of the total hippocampus.
Conclusion: The development of the computational tool enabled efficient data
analysis and allowed the analysis of metabolic changes in different regions of the

brain in patients with systemic sclerosis.

Keywords: Magnetic resonance spectroscopy, systemic sclerosis, white matter,

hippocampus.
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1. INTRODUCAO

Com os avancos das tecnologias relacionadas a ressonancia magnética
(RM), novas técnicas avancadas de neuroimagem surgiram aos longos dos
altimos anos, nas quais podemos destacar: imagem por ressonancia
magnética, imagem de tensor de difusdo, perfusdo por ressonancia magnética
e espectroscopia por ressonancia magnética. *

Essas técnicas atualmente sdo utilizadas em pesquisas e também em
estudos clinicos em diversas &reas da neurociéncias: identificacdo e
classificacdo de tumores e lesGes cerebrais; anormalidades cerebrais;
aneurisma; acidente vascular encefalico (AVC); alteracdes estruturais,
funcionais e metabdlicas do cérebro; e também no diagndstico e melhor
compreensao dos mecanismos fisiopatolégicos em doencas

neurodegenerativas, neurolégicas, autoimunes e reumatélogicas.!

1.1 Esclerose Sistémica

A Esclerose Sistémica (ES) é uma doenca crdnica, multisistémica,
caracterizada pelo espessamento e fibrose da pele e de 6rgaos internos, bem
como anormalidades funcionais e estruturais de pequenos vasos, ativacao do
sistema imunolégico e autoimunidade.!? O grau de acometimento cutaneo
subdivide a esclerose sistémica em dois subtipos clinicos: limitado
(comprometimento cutadneo distal aos cotovelos e joelhos) e difuso
(acometimento proximal aos cotovelos e joelhos e comprometimento de
tronco).® O envolvimento multisisttmico da ES incluindo articulagées, rins,
pulmdes, coracdo, o trato gastrointestinal, extensdo do acometimento cutaneo
e o envolvimento visceral sdo responsaveis pela diminuicdo da expectativa 24°
e qualidade de vida %7 Considerando algumas complicacdes, como ulceracdes
digitais, contraturas articulares, artrite, refluxo gastresofagico e fenémeno de
Raynaud, a doenca é também associada a sintomas crénicos de dor.8-10
Aproximadamente 75% dos pacientes com ES referem sintomas crbnicos de
dor, em geral, refratarios ao tratamento. Niveis elevados de sintomas de
depressdo sdo encontrados em pacientes com doencas cronicas e sua

prevaléncia é maior que a encontrada na populacdo sadia.'’ Sofrimento



24

emocional, insatisfagdo com a vida, maior utilizacdo do sistema de saude e
aumento de morbidade e mortalidade, estdo associados a quadros depressivos
nesses pacientes. Um numero crescente de evidéncias sugere que O0S
distarbios de humor além de ser consequéncia da doenca crbnica, também
exerce influéncia na saude fisica, através de vias fisiologicas (disturbios
autonOmicos e alteracOes da resposta imune), comportamentais, cognitivas e
sociais.'* Devido a baixa aderéncia ao tratamento, juntamente com habitos
prejudiciais a saude e o maior isolamento social sdo prevalentes em pacientes
com distirbios de humor'?14 Sintomas psiquiatricos, incluindo ansiedade e
depressao, foram relatados como consequéncia do tempo de doenca em
pacientes com ES. Os pacientes com ES tém maior risco de depresséo devido
a dor crbnica, fadiga, insatisfacdo com a aparéncia, e incapacidade

funcional.®1®

1.1.1 Manifestacdes no Sistema Nervoso Central

O acometimento de sistema nervoso central (SNC) em pacientes com
ES era considerado infrequente e, muitas vezes, secundario a hipertensao
arterial, uremia, disfuncdo pulmonar e corticoterapia. Entretanto, acidentes
vasculares cerebrais transitérios, isquémicos e hemorragia cerebral foram
descritas como consequéncias primarias da ES.1620 Apesar de um aspecto
importante em doencas do colageno, o acometimento do SNC na ES
permanece pouco estudado, sendo sua prevaléncia e intensidade alvo de
discussobes. Evidéncias recentes suportam que o acometimento do SNC na ES
nao é incomum e pode ser assintomatico e independente do tempo de doenca.

Estudos com pacientes apresentando esclerodermia em “dente de
sabre” identificaram, em exames de imagem por ressonancia magnética,
acometimento de substancia branca.?*?2 Em estudo de Sardanelli et al. (2005),
foram avaliadas 14 mulheres com ES (24 a 74 anos e duracdo de doenca entre
1- 12 anos), evidenciou-se 170 lesdes (= a 2mm didametro) no grupo de
pacientes e 13 no grupo controle (p=0,011).® As lesdes descritas nos
pacientes com ES predominam em substancia branca, subcorticais ou em
regides profundas do ceérebro e sdo prioritariamente supratentoriais. Nos

estudos de Mohammed et al. (2010 e 2011) lesdes acima de 5 mm foram
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identificadas exclusivamente em pacientes com ES quanto comparados ao
grupo controle e estavam relacionadas a um acometimento vascular mais
intenso (pacientes com Raynaud ativo apesar de tratamento com bloqueadores
de canal de célcio e/ou sildenafil). O acometimento infratentorial, de maneira
similar, aconteceu somente no grupo de pacientes com ES e ndo no grupo
controle. Apenas as lesbes acima de 5 mm foram associadas a sintomas de
SNC, como cefaleia, desmaios, depressao e convulsées e ndao houve relacéo
entre a presenca de lesées com o tempo de doenca, idade, doenca vascular
pulmonar, doenga intersticial pulmonar, grau de acometimento da pele, ou
medicacédo.?®>?* O nimero, tamanho e distribuicdo das lesdes descritas na ES
sugerem anormalidades em territérios supridos por ramos vasculares menores
e perfurantes.?>?7

Evidéncias crescentes ratificam que o acometimento vascular do SNC
ndo € incomum e que ele pode ser assintomético e independe do tempo de
doenca?®?* A etiologia das lesdes é atribuida, pela maioria dos autores, a
deposicao de imunocomplexos afetando a vasculatura intracraniana, causando
doenca oclusiva. A patogénese dessas anormalidades cerebrais pode ser
explicada por diferentes mecanismos, que podem agir individualmente ou em
conjunto. O primeiro mecanismo envolve reacfes nao-imunoldgicas, com
atividade mediada celular, e producdo de autoanticorpos. O segundo
mecanismo € vascular, com alteracdes nas células endoteliais e na membrana
basal, causando uma microangiopatia nao inflamatéria da vasa vasorum, uma
tendéncia a agregacao plaquetaria, e lesdo isquémica do SNC consequente. O
terceiro mecanismo envolve alteracbes do metabolismo do colageno,
proliferacdo de populacBes especificas de fibroblastos e invasdo do tecido e
fibrose.?324

Ao contrario dos casos de Lupus Eritematoso Sistémico (LES) e de
vasculites, elevada incidéncia de acometimento clinico e subclinico do SNC foi
largamente documentada e nos quais este acometimento denota uma doenca
mais grave e uma linha de tratamento mais agressiva; nas lesbes da ES, a
implicagéo clinica e prognostico permanecem desconhecidos pela falta de
estudos de longo prazo. Por fim, complicagbes cardiovasculares decorrentes

de alteracdes prevalentes em nossa populagdo, como dislipidemia e sindrome
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metabdlica, podem contribuir para as alteracfes de SNC na ES e carecem de

estudos para sua comprovagao.*

1.2 Espectroscopia por Ressonancia Magnética

A ressonancia magnética (RM) foi descoberta em 1946 simultaneamente
pelos vencedores do Prémio Nobel de Fisica (1952) por Edward Mills Purcell,
da Harvard University, e Felix Bloch, da Universidade de Stanford. Em 1991,
Richard Robert Ernst recebeu o Nobel de Quimica, devido aos seus contributos
para a RM de alta resolucdo e essas contribuicdes permitiram avancos na area
da quimica através do desenvolvimento da espectroscopia ressonancia
magnética nuclear e na medicina com imagem por ressonancia magnética (do
inglés, Magnetic Resonance Imaging, MRI).28

Espectroscopia por ressonancia magnética (do inglés, Magnetic
Resonance Spectroscopy, MRS) é uma técnica ndo-invasiva, usada na
identificacdo e quantificacdo de compostos quimicos, geralmente aminoacidos
(metabdlitos) com concentra¢gdes de 1-13 milimolar (mM). Segundo a literatura,
0 primeiro experimento no cérebro humano usando MRS foi realizado entre
1987 e 1988.28:29

MRS utiliza as propriedades magnéticas de alguns nucleos atémicos:
13C, 3P e °F, entretanto o 'H é o mais utilizado devido a sua abundancia em
tecidos biol6gicos e maior sensibilidade de sinal.®°

Atraves da 'H-MRS é possivel obter informag6es neuroquimicas dos
tecidos cerebrais, que permite analisar as alteraces metabdlicas em uma
variedade de doencas neurolégicas®34, reumaéticas autoimunes®® e tumores
cerebrais®¢-38, Durante a andlise dos valores de concentracdes de metabdlitos
obtidas pela MRS, é fundamental que seja levado em consideracdes fatores
como: parametros de aquisi¢do, prontuario médico dos individuos e regido do
cérebro analisada.?®2°

Nos ultimos anos, muitos esforcos vém sendo aplicados e novas
ferramentas e metodologias estdo sendo desenvolvidas pela comunidade
cientifica, com o objetivo de melhor a andlise, visualizacdo, controle de
qualidade e melhor interpretacdo dos dados espectroscopicos, para que de

fato, a tH-MRS possa ser largamente utilizada em ambientes clinicos.2°
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1.2.1 Técnicas de aquisi¢cdo dos dados

A aquisicdo dos dados em H-MRS é considerada muitas vezes, uma
tarefa complexa e desafiadora, devido a problemas de sensibilidade a
movimento, inadequada supressdo de agua, contaminagdo por sinais
indesejados, baixa razdo sinal/ruido e outros artefatos comumente
encontrados.*°

Quase sempre a aquisicdo comeca apos a formacdo da imagem
estrutural (MRI), afim de usa-la como referéncia para o posicionamento do
volume de interesse (VOI) na regido do tecido ou estrutura cerebral onde serdo
adquiridos os espectros.

As técnicas de aquisicdo dos dados séo classificadas em 2 grupos: voxel
anico (do inglés, SVS - Single Voxel Spectroscopy) e ou imagens
espectroscopicas (do inglés MRSI - Magnetic Resonance Spectroscopic
Imaging ou CSI - Chemical Shift Imaging).

Na técnica SVS, a aquisicdo resulta em um Unico espectro, de alta
qualidade e boa homogeneidade do campo magnético. Uma vantagem dessa
técnica esta relacionada ao curto tempo de aquisicdo, em torno de 2-5 minutos.
Por outro lado, na aquisicdo dos dados usando MRSI, o VOI é dividido em
varios voxels menores possibilitando a aquisicdo de um conjunto de espectros
simultaneamente. A vantagem da técnica MRSI € permitir analisar a
distribuicdo espacial dos metabdlitos (mapa metabdlico) na regido de interesse.
O tempo de aquisicdo dos dados em MRSI varia entre 10-15 minutos.

Os longos tempos de aquisicdo em MRSI, dificultam a aplicabilidade
clinica devido ao desconforto do paciente, aumento de custos e artefatos de
movimentos. Estratégias de aquisicdo mais rapidas podem resolver essas
limitacdes e poderia aumentar a ado¢do de MRSI, com alteracdes minimas aos
atuais protocolos de aquisicio de imagens anatdmicas (MRI).414?

Cada técnica tem suas vantagens e desvantagens, e a escolha da
técnica a ser utilizada, vai depender do propésito do estudo; tipo da doenca
e/ou tumores cerebrais; e também determinada regido do cérebro (tecido ou

estrutura) na qual se pretende analisar as alteragcfes bioquimicas.
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1.2.2 Espectro

Os principios fisicos da espectroscopia por ressonancia magnética
(MRS) sdo semelhantes aos da formacdo da imagem estrutural (MRI),
entretando, ao invés de imagem estrutural, o sinal adquirido pelo equipamento
(scanner) de ressonancia magnética € transformado em um sinal contendo
picos em diferentes frequéncias. O sinal adquirido € comumente representado
por um grafico, também chamado de espectro. Os metabdlitos sao
representados por picos, distribuidos em diferentes frequéncias. A area do
pico com base na altura e largura, € proporcional ao nimero relativo de
prétons. Esta area é diretamente proporcional a concentracdo do metabolito®?.
O eixo horizontal (x) do espectro representa o deslocamento quimico, ou seja,
a frequéncia de ressondncia de um nucleo em relacdo ao nudcleo de
referéncia. O eixo vertical (y) exibe a amplitude relativa do sinal, indicando a
concentracdo do metabolito, expressa em partes por milhdo (ppm). A escala
de ppm simplesmente reflete a magnitude das intensidades de campo
magnético tipicas usadas para MRS, que esta na ordem de 108 ou um milhdo
de Hertz (Hz). Esta propriedade permite uma padronizacdo da atribuicdo de
metabdlitos independentemente da intensidade do campo que o espectro foi
adquirido. O pico do metabdlito N-acetil-aspartato (NAA) sempre aparece ha
frequéncia 2.02 ppm, independente se o sinal foi medido em um equipamento
de ressonancia magnética de 1,5T, 3T, 7T ou superior. Para aplicacdes
clinicas, o metabdlito mio-inositol (ml) € o Unico metabdlito onde a atribuicdo e

aparéncia espectral podem mudar devido a forca do campo magnético.*?

a) Short x Long TE

1H-MRS pode ser obtida utilizando diferentes tempos de eco (curto ou
longo), que resulta em espectros distintos (Fig. 1).2%3244 Protocolos de
aguisicdo com longos tempos de eco (Long TE = 135-288 ms) detectam
apenas os principais neurometabdlitos: NAA, Cr e Cho. Usando tempo de eco
curto (Short TE = 20-35 ms), permite-se detectar linhas espectrais de um
namero maior de metabolitos (por exemplo, mio-inositol  (ml),

glutamina/glutamato, lactato, GABA).*® Portanto, a escolha do parametro por
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tempo de eco (TE) curto ou longo, vai depender dos metabdlitos de interesse

do estudo clinico ou experimento.
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Figura 1 - Espectros adquiridos do mesmo sujeito saudavel. O volume de interesse (VOI) foi
posicionado na regifo supraventricular posterior. A esquerda: Espectro adquirido com tempo de
eco curto contendo os picos dos principais metabdlitos. A direita: Espectro obtido com tempo
de eco longo (direita) e visualizagdo dos picos apenas dos metabdlitos: NAA, Cr e Cho. Figura
adaptada.s®

b) Influéncia de hardware e software entre os fabricantes de

eguipamentos de ressonancia magnética

Um estudo recente, analisou dados de espectroscopia (single-voxel) por
ressonancia magnética *H-MRS do cérebro de 296 participantes saudaveis
(homens e mulheres) de diferentes paises. Os voxels foram posicionados na
mesma regido e mesmo parametros de aquisicdo em todos os participantes
(lobo parietal medial; short TE = 35ms; e VOI = 30 x 30 x 30 mm?) utilizando 3
diferentes fabricantes de scanners de RM de 3T (GE, Philips e Siemens). O
estudo demonstrou que o0s niveis de concentracdo dos metabolitos
quantificados tiveram variancia total entre de 0 a 27%.4°

Portanto, é recomendavel que andlises comparativas de concentracées
de metabolitos sejam realizadas apenas através de dados de espectroscopia
por ressonancia magnetica, adquiridos pelo mesmo fabricante de scanner de
RM, pelo fator que podem existem variagoes dos valores de concentracdes dos
metabolitos, adquiridos em diferentes tipos de scanner, e essas variacdes

podem prejudicara a analise e interpretacéo dos resultados.
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c) Influéncia do campo magnético

Na ultima década, dados de *H-MRS utilizando scanner de RM de 1,5T e
3T comegou a ser usado rotineiramente para exames clinicos. Os espectros
adquiridos utilizando scanners de RM com 3T tem uma melhor qualidade
espectral (melhor relacdo-sinal-ruido) e curto tempo de aquisicdo, quando
comparado a espectros adquiridos usando scanners de RM de 1,5T.30.32.33

O crescente interesse na ressonancia magnética de alta resolucdo
(acima de 3T), esta relacionado a melhora nos resultados clinicos no que diz
respeito aos aspectos morfolégicos, bem como funcionais e metabdlicos.*¢4¢ O
aumento da relagéo sinal-ruido e maior resolugdo em comparacdo com scanners
de RM convencionais, permitem obter imagens com mais detalhes anatomicos e
também dados espectroscopicos com mais qualidade espectral. Uma melhor
resolucdo espacial aumenta a distancia entre os picos, tornando mais facil
distinguir entre eles®®. Este aspecto é importante, particularmente para
ressonancias de spins dos metabdlitos como glutamato, glutamina e mio-inositol.
No entanto, a largura da linha dos metabdlitos também aumenta no campo
magnético mais alto por causa de um tempo de relaxamento T2 acentuadamente
aumentado.30-32

Estudos recentes demonstraram que utilizando campo magnético de alta
resolucdo?®®4°, é possivel obter espectros com alta qualidade espectral e a
também obter valores de concentracfes dos metabolitos mais precisos, o que
permitira o estudo de alteracBes neuroquimicas no cérebro com mais detalhes

em diversos tipos de doencas neuroldgicas.

1.2.3 Ferramentas para analise e quantificacao

Inimeras ferramentas de pré-pos processamento, analise, visualizacéo,
controle de qualidade e quantificacdo de dados MRS/MRSI séo encontradas na
literatura.>%-8 No entanto, principalmente devido a sua indisponibilidade
(desenvolvidos localmente pelos grupos de pesquisas), dificuldade de
instalacéo, interface grafica ndo amigavel e falta de documentagéo detalhada,
essas ferramentas ainda nao estdo sendo amplamente utilizadas em rotinas
clinicas.

Entretanto, algumas dessas ferramentas se destacam, sendo
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consideradas padrédo ouro e sdao amplamente aceitas atualmente dentro da
comunidade cientifica de MRS: LCModel (Linear Combination of MODEL
spectra®), jMRUI (Java based Magnetic Resonance User Interface®’) e
TARQUIN (Totally Automatic Robust Quantitation in NMR)®8,

O LCModel é o software gratuito e mais utilizado na analise e
quantificacdo de dados MRS/MRSI in vivo ou in vitro. A ideia principal desta
ferramenta € que alguns metabdlitos ressonam em diferentes frequéncias do
espectro. Dessa forma, o método define funcbes especificas para cada
metabalito, as quais podem ser combinadas linearmente para ajustar os dados.

O software jMRUI é gratuito e permite o processamento de dados
MRS/MRSI usando véarios métodos (AMARES - Advanced Method for Accurate,
Robust, and Efficient Spectral Fitting, AQSES — Automated Quantitation of
Short Echotime MRS Spectra, and QUEST — quantitation based on QUantum
ESTimation).

TARQUIN é uma ferramenta de analise para determinar
automaticamente as quantidades de moléculas presentes nos dados de
MRS/MRSI e tem os seguintes recursos: Gratuito para usar e modificar sob a
licenga GPL; fornece quantificacdo rapida e de dados MRS/MRSI de diversos
fabricantes e formatos (DICOM, Siemens, Philips, GE, Varian, Bruker e ASCII
format); disponivel para os sistemas operacionais Windows, Linux e Mac OS; e
inclui uma interface grafica (GUI) e interface de linha de comando (prompt)

para analises individuais e em lote.

1.2.4 Principais neurometabdlitos

Diferentes metabdlitos podem ser detectados com espectroscopia de
ressonancia magneticia e seus papéis biolégicos podem ser usados para
fornecer uma visdo fisiopatolégica para diagndstico e monitoramento de
tratamento de diversos tipos de doencgas. O conhecimento sobre os niveis de
concentracbes dos neurometabolitos adquiridos nos tecidos durante o
envelhecimento normal®°31:34 é um pré-requisito para a identificacéo e analise
das alteragbes metabdlicas cerebrais causadas por processos
neurodegenerativos®2. Varios metabolitos podem ser identificados através da

técnica de MRS e alguns séo bastante usados em estudos clinicos: N-acetil-
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aspartato (NAA), colina (Cho), creatina e fosfocreatina (tCr), glutamato (Glu) e
glutamina (GIn), mio-inositol (ml)*2.

* N-acetil-aspartato (NAA): Considerado um biomarcador da
integridade das células neuronais,31326° 0 NAA é um aminoacido presente no
cérebro em altas concentragBes e € encontrado nos neurénios. Auséncia ou
diminuicdo da concentragdo de NAA €& um sinal de perda ou degradacédo
neuronal®. Destruicdo neuronal de neoplasias, tumores e lesdes na substancia
branca resultam em diminuicdo na concentracdo de NAA. O NAA produz o
maior pico no espectro (2.02 ppm) e sua concentra¢cdo diminui na maioria dos
distlrbios do sistema nervoso central (SNC) em adultos.3%6%70 As mudancas
na concentracdo do NAA com o envelhecimento normal ainda nédo sao
totalmente compreendidas.’*

* Creatina (Cr) € encontrada principalmente no cérebro, muasculos e
sangue e considerado biomarcador de sistemas energéticos e intracelulares.
O pico da Cr no espectro é atribuido em 3.02 ppm. Este pico representa uma
combinacdo de moléculas contendo creatina e fosfocreatina. Cr €
relativamente constante em todo o cérebro e sua concentracdo €
relativamente estavel e ndo apresenta mudancas com a idade e nem em uma
grande variedade de patologias. Cr é considerada uma referéncia interna e 0s
resultados sdo apresentados na proporcdo (metabolito / Cr).393233 Em
estudos clinicos, recomenda-se usar Cr para corrigir artefatos e variacbes de
intensidades de sinal durante devido a falta de homogeneidade do campo
magnético.

* Cholina (Cho): é um marcador de renovacdo da membrana celular
(sintese e degradacdo de fosfolipidios) refletindo a proliferacdo celular. O pico
da Cho é atribuido a 3.22 ppm e representa a soma de colina e compostos
contendo colina (por exemplo, fosfocolina). Em tumores cerebrais, 0s niveis
de Cho séao correlacionados com o grau de malignidade refletindo
celularidade. Aumento de Cho pode ser observado no infarto (de gliose ou
dano isquémico a mielina) ou inflamacao (proliferacdo glial). Por esta razéo,
Cho é considerado inespecifico.3?

e Glutamato-glutamina (GIx) é um importante neurotransmissor
excitatério e também desempenha um papel no ciclo redox. Glx tem picos

complexos de glutamato, glutamina e acido g-aminobutirico (GABA) atribuidos
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em 2.05 e 2.50ppm respectivamente. Elevada concentracdo de GIx é
encontrada em algumas doengas, como encefalopatia hepatica.30-32

* Mio-inositol (ml): é um acucar com pico na frequéncia 3.56 ppm e é
considerado um marcador glial porque € principalmente sintetizado em células
gliais, quase apenas em astrocitos. O metabolito ml pode representar um
produto de degradacéo da mielina. Altas concentracbes de ml ocorrem com
proliferacdo de células gliais ou com aumento do tamanho das células gliais,
como encontrado na inflamac&o. Os niveis de ml sdo elevados na gliose,

astrocitose e doenca de Alzheimer.3?

a) Mudancas nos niveis de concentracdes relacionadas a

idade

Existem diversos estudos clinicos demonstrando que 0s niveis de
concentracbes dos metabdlitos do cérebro se alteram ao longo dos anos em
sujeitos saudaveis.30:3271-81 Dyrante os 2-3 primeiros anos de desenvolvimento
do cérebro, os niveis dos metabdlitos variam principalmente devido ao
processo de mielinizagdo.’® Os niveis de metabdlito mio-inositol (ml) em recém-
nascidos sdo altos, mas normalmente se estabilizam entre 4 e 6 meses. Os
niveis de concentracao do NAA e Cho sdo baixos, mas aumenta nos primeiros
2 anos de vida (Fig. 2).

Concentracio do metabélitos (mM)

g§gm " v erecaanINRARARRANAAN

Idade (anos)

—NAA ese Cr =++=Cho == Myo

Figura 2 - llustragdo das mudancas nas concentragfes dos metabolitos NAA, Cr, Cho e Myo,
gue ocorrem em sujeitos saudaveis, entre os primeiros dias de vida até a fase adulta. Figura
adaptada.3?
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b) Niveis de concentra¢cdes na substancia branca e

substéncia cinzenta

Estudos clinicos em sujeitos pediatrico e adultos, observaram diferencas
na concentracdo de alguns metabdlitos adquiridos na substancia cinzenta e na
substancia branca.’#8%82-84 Os resultados obtidos pela maioria desses estudos,
encontraram maior concentragdo de NAA, Cr e ml na substancia cinzenta em
comparacao a substancia branca. A concentracdo média de colina total (tCho)
foi significativamente maior na substancia branca em comparagdo com a

substancia cinzenta.

c) Niveis de concentracdes no hipocampo

Mudancas nos niveis de concentracfes dos metabdlitos, relacionadas a
idade foram relatadas por varios estudos. No entanto, a maioria desses
estudos, foram realizados em regifes do cérebro que ndo sdo particularmente
conhecidas por um envolvimento no funcionamento da memaria declarativa,
como por exemplo o hipocampo. Alguns estudos encontrados ha
literatura,’>586 analisaram as alteracdes metabdlicas no hipocampo em
sujeitos saudaveis e demonstraram que a concentracao das razées NAA/Cr e
Cho/Cr diminuiram significativamente com o avancar da idade e sem efeito
significativo por sexo e género.

Até o momento, ndo existe estudo na literatura sobre alteracbes
metabdlicas no hipocampo em pacientes com Esclerose Sistémica utilizando a
técnica de espectroscopia por ressonancia magnética. Entretanto, podemos
encontrar os estudos que analisam as alteracdes dos neurometabdlitos em

algumas doencas como Alzheimer®” 88 e Epilepsia.8®:%0
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OBJETIVOS

2.1

2.2

Geral

Desenvolver novas técnicas para melhorar as estimativas das
concentracfes de metabdlitos, analise, visualizacdo, controle de
gualidade e selecdo de espectros de interesse adquiridos pela

técnica de espectroscopia multivoxel por ressonancia magnética.

Especificos

Desenvolver uma metodologia para analise e visualizacdo dos dados
de espectroscopia multivoxel adquiridas em diferentes regides do

cérebro.

Identificar e selecionar automaticamente espectros com baixa
qualidade espectral através de métricas de qualidade espectral e
similaridade usando Correlagéo de Pearson.

Implementar as técnicas de andlise e controle de qualidade de
espectros em uma ferramenta computacional de facil uso e codigo

aberto.

Investigar alteracdes metabdlicas na substancia branca em pacientes
com esclerose sistémica, utilizando *H-MRSI e determinar se existem
associacdes com caracteristicas clinicas, laboratoriais e de

tratamento.

Investigar alterac6es metabdlicas e volume hipocampal em pacientes
com esclerose sistémica utilizando MRI e *H-MRSI, e determinar se
existem associagbes com caracteristicas clinicas, laboratoriais e de

tratamento.
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3. METODOLOGIA

3.1 Tipo do estudo

Trata-se de um estudo longitudinal composto de grupo de pacientes e
controles (Anexo 1).

3.2 Termo de consentimento

Todos os pacientes e voluntarios foram previamente informados e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da FCM — UNICAMP (CAAE: 80872917.4.0000.5404 e
Parecer n® 2.514.166) (Anexo 2).

3.3 Selecao dos pacientes e controles da pesquisa

O presente trabalho, trata-se de um estudo longitudinal que inclui 37
pacientes consecutivos com esclerose sistémica (ES) e 37 controles saudaveis,
acompanhados no ambulatério de Reumatologia da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP.

Os pacientes com esclerose sistémica foram selecionados de acordo

com 0s seguintes critérios de inclusao e exclusao:
e Critério de inclusao:

1. Pacientes com diagndstico de ES segundo os critérios do ACR
e acompanhados rotineiramente no ambulatério de

Reumatologia do Hospital das Clinicas da UNICAMP;
2. Maiores de 18 anos;

3. Concordaram em participar do projeto e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido
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e Critério de exclusao:

1. Presenca de marca passo, clipes metalicos, implantes
ferromagnéticos, sindrome de sobreposi¢cdo, hipertensao
arterial sistémica, diabetes mellitus, acidente vascular cerebral
prévio;

2. Pacientes com claustrofobia ou que ndo conseguiram realizar

0 exame de ressonancia magnetica.
3. Impossibilidade de fornecer consentimento livre e esclarecido.

Foram selecionados controles saudaveis e maiores de 18 anos,
recrutados da comunidade local e conhecidos dos pacientes e os critérios de
exclusdo foram os mesmos utilizados nos pacientes.

Um total de 37 voluntérios foram incluidos no estudo, com idade e sexo
similar ao grupo de pacientes. Estes voluntarios realizaram todas as avaliacdes
clinicas, preencheram os questionarios, fizeram o exame de RM e assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da UNICAMP e foram acompanhados por pelo menos 1 ano.

3.4 Dados clinicos, laboratoriais e tratamentos

Os historicos médicos, caracteristicas clinicas e soroldgicas de cada
paciente foram revisados em prontuarios médicos. As variaveis incluidas foram
a idade de inicio da doenca (definida como a idade em que os primeiros
sintomas claramente atribuiveis a ES ocorreram), a idade no diagndstico
(definida como a idade em que os pacientes preencheram a classificacdo de
ES) e a duracdo da doenca (definida como a manifestacéo inicial claramente
atribuivel & ES até o dia das aquisicdes da imagem de ressonancia magnética
e 1H-MRSI).

Todas as manifestagbes clinicas cumulativas e caracteristicas
laboratoriais foram obtidas na consulta inicial por meio de revisédo cuidadosa do
prontuario. As seguintes manifestacdes clinicas foram analisadas: Gravidade
da doenca (geral, vascular, pele, trato gastrointestinal, pulmé&o, coracdo e
esbfago), fenbmeno de Raynaud, Ulceras digitais (UD), cicatrizes, dedos

inchados, acro-ostedlise, calcinose, telangiectasia, pericardio efusédo, miopatia,
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radiculopatia, dor de cabeca, enxaqueca, convulsdes, acidente vascular
cerebral, memdria e queixas de insbnia.
O uso e as doses atuais de corticosteroides e outros medicamentos
imunossupressores foram registrados e a presenca de autoanticorpos.
Os individuos com critérios preliminares foram avaliados por um
reumatologista (TNA, SA) que realizou um exame neurolégico e clinico. A
atividade da doenca foi avaliada pelo indice de atividade de Valentine® e a

gravidade da doenca foi avaliada pelo indice de gravidade de Medsger.®?

3.5 Dados demograficos e caracteristicas clinicas

A duracdo média da doenca no inicio do estudo foi de 13 anos (variacédo
de 3 a 22 anos, DP = 5,09) e 15 anos (variacdo de 3 a 22 anos, DP = 5,58) no
grupo (follow-up). No momento da entrada no estudo, 26 (70,27%) pacientes
com ES tinham sintomas de ansiedade [pontuacdo média do BAI = 14,22 (DP =
12,21)] e 21 (35,6%) com ES tinham sintomas depressivos [pontuacdo média
do BDI = 13,25 (DP = 8,99) ] A pontuagdo média de MoCA®3 no inicio do estudo
foi [pontuacéo = 20,24 (SD = 3,99)].

3.6 Avaliagéo cognitiva de Montreal (MoCA)

Os pacientes e grupo controle foram submetidos a avaliacdo cognitiva
Montreal — MoCA (Anexo 3), no mesmo dia que foram realizados os exames de
MRI e MRSI. O teste de MoCA é um instrumento de breve de rastreio para
deficiéncia cognitiva que acessa diferentes dominios cognitivos e que possui 48
metodologias de aplicacdo bem determinada e rigida. O teste MoCA é
subdivido em: Atencao/concentracédo, funcdes executivas, memoria, linguagem,
habilidades viso-construtivas, conceituacao, calculo e orientacdo temporal e
espacial sdo avaliadas. O tempo total de aplicacdo do teste MoCA é de
aproximadamente de 10 minutos. O score total € de 30 pontos; sendo que

scores maiores ou iguais a 26 foram considerados normais.% %
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3.7 Avaliacdo de sintomas de depressao (Inventario de
Beck — BDI)

Os pacientes e controles responderam ao inventario de depresséo de Beck-
BDI (Anexo 4) que foi aplicado no mesmo dia do exame de MRI. O BAI contém
21 itens (grupos de afirmacdes). Cada grupo avalia aspectos relacionados a
atitudes e sintomas encontrados em quadros depressivos (tristeza,
pessimismo, sensacdo de fracasso e culpa, falta de satisfacdo, indeciséo,
sensacao de punicdo, autodepreciagdo, autoacusacOes, crises de choro,
irritabilidade, retracdo social, distorcdo da imagem corporal, inibicdo para o
trabalho, distirbio de sono, fadiga, perda de apetite e peso, preocupacao
somatica, diminuicdo de libido e ideias suicidas). Os valores somados resultam
em score total que pode variar entre 0 a 63 pontos, classificando os sintomas
depressivos em: ausentes (0-13 pontos), leves (14 -19 pontos), moderados (20

a 28 pontos) e graves (29 a 63 pontos).%6:%7

3.8 Avaliagdo de sintomas de ansiedade (Inventario de
Beck — BAI)

Os pacientes e grupo controle responderam ao inventario de ansiedade de
Beck — BAI (Anexo 5) que foi aplicado no mesmo dia do exame de MRI. O BAI
é bastante utilizado em estudos clinicos e também em pesquisas para medir os
sintomas de ansiedade em individuos. A escala BAI foi criada para analisar a
gravidade dos sintomas de ansiedade. O BAI é composto por 21 itens
(questdes afirmativas) que descrevem o0s sintomas mais frequentes e comuns
em quadros de ansiedade. As questdes sao referentes a semana anterior a
data do teste e para cada sintoma. O valor de escala varia entre 0 (auséncia do
sintoma de ansiedade) a 3 (desconforto intenso). Os valores obtidos somados
resultam em um score total (entre 0 a 63 pontos), classificando os sintomas:

ausentes (0-7 pontos), leves (8 -15), moderados (16-25) e graves (26-63).%8

3.9 Protocolo de aquisi¢cdo (MRI e *H-MRSI)

Para a aquisicdo das imagens estruturais (MRI) e espectroscopia

multivoxel por ressonancia magnética (*H-MRSI) foi utilizado equipamento de
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RM (3T Philips Achieva), instalado na Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM)
da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP.

a) Imagem estrutural: Ponderada em T1 (aquisicbes tridimensionais
obtidas no plano sagital), puvoxel isotropico de 1mm3, angulo de excitacdo de
90°, tempo de repeticdo: 22 mseg, tempo de eco 9 mseg, 180 fatias sagitais,
matriz 256 x 220 pixels e FOV = 240 x 240mm.

b) Espectroscopia: Espectros adquiridos na regido supraventricular
superior: volume de interesse (VOI) = 100,52 x 84,74 x 16mm; grade de 16 x
13: totalizando 208 espectros) e Hipocampo (bilateral): VOI = 116,65 x 79,60 x
16mm; grade de 16 x 13: 208 espectros, e hipocampo (esquerdo e direito): VOI
=~ 60,00 x 40,00 x 10mm; grade de 7 x 9: totalizando 63 espectros), Long TE:
144ms e TR: 2000ms e sequéncia PRESS (Point RESolved Spectroscopy)
Essa area foi previamente analisada por meio de imagens ponderadas em T1.
Antes da aquisicdo, um shimming localizado no VOI, foi realizado para garantir
a homogeneidade de campo adequada seguido pelo ajuste de supresséo de
agua. Buscou-se posicionar o VOI sempre em sentido antero-medial, evitando
adjacéncias 6sseas e liquor.

Apos 48 meses 0s exames de imagem e espectroscopia por ressonancia

magnética e espectroscopia foram repetidos nos pacientes e controles.

3.10 Segmentacao dos tecidos cerebrais

Imagens ponderadas em T1 foram pré-processadas usando o método
disponivel no software chamado volBrain®®. O volBrain contém pipelines
avancados para fornecer automaticamente informacdes volumétricas das
imagens de RM do cérebro em diferentes escalas. O pipeline chamado volBrain
€ responsavel por fornecer os valores dos volumes dos principais tecidos da
cavidade intracraniana. Ele também fornece informagBes de volume de
algumas areas macroscopicas, como hemisférios cerebrais, cerebelo e tronco
cerebral. Adicionalemnte, a segmentacdo automatica da estrutura subcortical é

realizada e os volumes relacionados e mapas de rétulos sdo fornecidos.
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3.11 Segmentacao do hipocampo

O HIPS é um pipeline de volBrain para segmentacdo do hipocampo e
seus subcampos, que, de acordo com a literatura, é superior as aplicacdes
Freesurfer'®, SPM e FSL para segmentacdo do hipocampo e talamo.1%! Esse
método é baseado no protocolo proposto por Winterburn'®? e o protocolo
sugerido por Yushkevich.1%3 O resultado final do pipeline HIPS é uma mascara
binaria do hipocampo segmentado em cinco subcampos: CA1, CA2/3, CA4/DG,
SR-SL-SM e Subiculum.

3.12 Desenvolvimento de software

Nesse trabalho de doutorado, desenvolvemos uma ferramenta
computacional (toolbox), chamada de Python-based toolbox for analysis,
visualization and selection of spectra of magnetic resonance spectroscopic
imaging — que foi utilizada nos experimentos e estudos clinicos, para analisar
dados de espectroscopia multivoxel por ressonancia magnética em diferentes
regides do cérebro.

A toolbox foi desenvolvida em parceria com o Laboratério de
Computacdo em Imagens Médicas (Medical Image Computing Lab / MICLab)
da Faculdade de Engenharia Elétrica e de Computacdo (FEEC) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

A ferramenta computacional €é codigo aberto (open-source)
implementada usando a linguagem de programacdo Python/Numpy!®* e
biblioteca Tkinter, e que permitira executa-la em diferentes tipos de sistemas
operacionais como Windows, Linux e Mac OS. Todo o cddigo-fonte e
documentacéo ficara disponivel para download em um repositério no GitHub do
MICLab.

A versao atual, os seguintes tipos de arquivos suportados sao:
¢ Imagem estrutural (formato DICOM)
e Espectroscopia (Philips SDAT / SPAR)

e Mascaras binarias de segmentacéo, no formato NIFTI (volBrain ou

Freesurfer).
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A ferramenta computacional desenvolvida possui processamentos e
calculos complexos, que incluem desse o co-registro entre a imagem estrutural
(MRI) e a grade de espectros (MRSI) até métodos avancados, que foram
desenvolvidos durante o doutorado e apresentados e publicados em
congressos.1051% Diante disso, decidimos desenvolver a ferramenta de forma
modular (Fig. 3), visando maior flexibilidade, facilidade para manutencdo e

também permitir a inclusdo novos médulos de maneira simples.

3.12.1 Moddulos

Os principais modulos na versao atual sédo: (a) User Interface; (b)

Processing Pipeline; e (c) Results Dashboard.

User @} Processing Q Results
CQD Interface Pipeline Dashboard

£ MRS Data Analysis - x
File Option Abcut
Input Analysis:
DICOM file s-mll Click to generate files for ansiysis
SPAR file: Browse |

SDAT il srowse |

Output
Selact directory to save genersted fies

TARQUIN Software: 1 \
Select TARGUIN, where it = mstallec: Analysis of MRI content
Browse | | A
I PO TRER VY Wit
;“ e s A A
| e ke b WL A WA e

al we W W wh any
Quantification and

metabolic map awealalal w

Selection of spectra
of interest

Input files

MRI MRSI

Figura 3 — Visado geral da ferramenta computacional e os principais moédulos.19

a) User Interface

O mdédulo de interface do usuério (user interface) é a tela inicial da
toolbox (Fig. 4), que permite ao usuario selecionar todos os arquivos de
entrada a serem analisados (imagem estrutural e espectroscopia). O usuario
também deve informar: diretério de saida (onde todos os dados gerados serao
salvos) e também caminho completo do software TARQUIN, responsavel pela

quantificacdo do metabdlito.



43

# MRS| Data Analysis - X
File Opticn  About
Input: Analysis:
DICOM file: Browse Click to generate files for analysis
G t
SPAR file: Browse e

HH

SDAT files Browse

Cutput:
Select directory to save generated files:

Browse

i

TARQUIM Software:
Select TARQUIN, where it is installed:

Browse

i

Figura 4 — Mobdulo de interface do usuério (user interface): tela inicial da ferramenta
computacional 103

b) Processing Pipeline
E o médulo principal do ferramamenta computacional e contém 4 partes:
() Co-registration MRI / MRSI, (ll) Analyses MRI content, (lll) Selection of

spectra e (IV) Quantification and metabolic map (Fig. 6)

Co-registration MRI / MRSI Analyses MRI content Selection of spectra Quantification and metabolic map
r-r————~F~F"~>F~~—"~""~">YH -~~~ ~—————// % /77— Ll 1
| SPAR : | | ‘SD:',,,,,’ = |
| . 3 T ew . I
L & R LB T YO8 |

st

| P ‘ X B | L |
| Scanner space \ : il | | |
| ) |1 o | )| I

* | | Spectra selection by l
| | TISSUE || || |
| Grid of spectra | . | | I

l L Afine || ey ) | 1 |
I Patient space ) "'""“""'”“"” X || b et || | 0N U I| |
' F T r e = || |
B0Of B e - |
| \ || Subset of spectra of interest | emenn | |
(Hippocampus) | == I |

| T—— | Spectra selection by | |
STRUCTURE | | |
i S P ] P SR e — = - _

Figura 5 — Visao geral do modulo Processing Pipeline.

[) Co-registration MRI / MRSI

Normalmente, uma aquisicdo de MRS do cérebro inicia-se logo apos a

formacdo da imagem estrutural (MRI). A MRI € usada como referéncia para o
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posicionamento da grade de espectros (VOI) na regido de interesse. Apls a
aquisicdo, os dados contendo as informacOes sobre o0s espectros, séo
armazenados em diferentes formatos de arquivos, dependendo do fabricante
do equipamento de ressonancia magnética, os formatos mais comuns Sao:
DICOM MRS, Siemens IMA, Siemens RDA, Siemens TWIX, Philips
SDAT/SPAR, GE P-files, Varian, Bruker e ASCII file. Extraindo as informacgdes
armazenadas no cabecalho desses arquivos, foi possivel posicionar
corretamente o VOI no espaco de coordenadas da MRI. Normalmente o VOI
tem o formato de um paralelepipedo e as suas coordenadas sdo armazenadas
no arquivo no espaco de coordenadas do scanner. Através de transformacdes
afins (affine transformation), foi possivel converter as coordenadas que estédo
no espaco do scanner para o espaco de coordenadas do paciente (Fig. 5).
Essa etapa tem como objetivo delimitar na imagem estrutural, a regiao
de onde serdo extraidas as informacdes sobre o0s tecidos ou estruturas
cerebrais e, adicionalmente, podemos validar se a grade dos espectros foi
posicionada corretamente na regido de interesse, pois quase sempre o
posicionamento do VOI na imagem é feito de forma manual pelo operador do

scanner de MR.

MRI MRSI

Affine

Coordenadas do VOI - Espago Scanner Transformation

=i

Affine
Transformation

Coordenadas do VOI - Espacgo Paciente

Figura 6 - Visdo geral do modulo Co-registration MRI / MRSI.
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II) Analyses MRI content

Esse modulo tem como objetivo obter informacdes sobre os tecidos
cerebrais contidos na regido de onde os espectros foram adquiridos. Na MRSI,
quase sempre, a regido selecionada contém diferentes tipos de tecidos (volume
parcial) e outros compostos quimicos, que podera prejudicar na analise e
interpretacdo dos resultados da quantificacdo dos metabalitos.

Usando a imagem estrutural (MRI), as mascaras binarias de
segmentacao de tecidos (Fig. 6) e estruturas cerebrais formam geradas. Nesse
trabalho, usamos o software gratuito volBrain, porém as mascaras podem ser
geradas por outras ferramentas, como por exemplo o Freesurfer. No final dessa
etapa, sera calculado as porcentagens relativas de tecidos cerebrais (GM, WM
e CSF) contida em cada voxel e também a porcentagem de estruturas

cerebrais.

~— segmentacio

‘ automatica

Mascara binaria de tecidos cerebrais

Figura 7 - Mascaras binarias de segmentacéo de tecidos cerebrais geradas através do

software volBrain.

Em seguida, é feito o registro entre a imagem estrutural, VOI dos
espetros e a mascara binéria de segmentacdo de cada tipo de tecido cerebral.
As porcentagens relativas de tecidos presentes na regido de onde sao
adquiridos os espectros foram calculadas dividindo o niumero de voxels do VOI

dos espectros atribuidos a uma determinada classe de tecidos (Nem, Nwm €
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Ncsr) pelo nimero total de voxels da imagem estrutural na regido que foram

adquiridos os espectros. (Equacgao. 3.1).

PR Neu
GM = N
GM+ NWM+ NCSF
PRWM - Ny
CM+ NwM+ NcskE
PRC(.F — NCSF

N
GM+ NWM"'NCSF' (31)

onde, Nem, Nwm € Ncsr s@o 0 numero de voxels da grade de espectros
pertencentes a GW, WM e CSF respectivamente e PRem, PRwm € PRcsk séo as
porcentagens relativas de tecidos presentes na grade de espectros.

Assim como nha analise baseada em porcentagem de tecidos cerebrais
(GM, WM e CSF), para calcular a porcentagens relativas de estrutura cerebral
em cada voxel do VOI, é necessario obter a mascara binaria de segmentacéo
da estrutura cerebral de interesse.

lIl) Selection of spectra of interest

Através da técnica de aquisicdo MRSI, podemos adquirir um conjunto de
espectros em uma mesma aquisicdo. Entretanto, alguns desses espectros
podem ser removidos da analise, por exemplo: Espectros adquiridos fora do
tecido ou da estrutura cerebral de interesse; voxel adquiridos em regides com
altas concentracdes de CSF (contaminacdo por CSF), espectros com baixa
qualidade espectral (ruidosos) gerados por artefatos durante a aquisi¢ao.

O objetivo dessa etapa é fazer a selecdo de um subconjunto de
espectros de interesse atraves de 2 diferentes abordagens: métricas de
qualidade espectral (SNR, FWHM e CRLB) e; agrupamento de espectros
semelhantes usando Correlacdo de Pearson (Fig. 7).

Apbs a quantificacdo dos metabdlitos, o software fornece os valores das
meétricas de qualidade espectral (SNR, FWHM e CRLB) em para cada espectro
do VOI. Diante desses valores, é possivel identificar os espectros com baixa
qualidade espectral e elimina-los da analise.

Quanto maior o SNR, melhor a qualidade da aquisicdo. Ja um menor
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valor de FWHM indica picos mais estreitos, portanto, melhor definicdo e
separacdo entre os metabolitos compostos de forma mais precisa. Ja& um valor
baixo de CRLB indica que a visibilidade dos picos do metabdlito no espectro €
boa.107.198 Ainda ndo ha consenso na literatura sobre valores de referéncia para
esses parametros de qualidade espectral (SNR, FWHM e CRLB). Em geral,
alguns estudos clinicos apenas descrevem os valores minimos e maximo. Em
NOSS0s experimentos, 0s espectros com os valores: SNR > 10; FWHM < 10,
CRLB < 50 foram considerados com alta qualidade espectral.107.108

Para selecionar um subconjunto de espectros similares ao espectro
central, usamos o coeficiente de correlacdo de Pearson.0%!0 A principal
vantagem dessa abordagem, é que ndo é necessario quantificar os espectros
para fazer a identificacdo dos espectros com baixa qualidade espectral. Todos
0s espectros sao processados usando Transformada Discreta de Fourier (do
inglés, Discrete Fourier Transform - DFT) e em seguida, 0 espectro central é
usado como referéncia e o coeficiente de correlacdo de Person (r) entre cada
espectro e o espectro de referéncia é calculado. Todos os espectros com um
coeficiente (r) acima de um determinado valor séo selecionados. Em nossos
experimentos, os thresholds utilizados foram: regido supraventricular superior (r

> 0,7) e hipocampo (r > 0,5).

GRADE DE
ESPECTROS
(MRs1)

METRICAS DE QUALIDADE: CORRELAGAQ
SNR, FWHM e CRLE DE PEARSON
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Figura 8 - Selecao de espectros de interesse baseados em 2 diferentes técnicas: (a) Métricas
de qualidade espectral (SNR, FWHM e CRLB). Em azul, espectros selecionados utilizando os
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valores SNR > 10; FWHM < 10, CRLB < 50; e (b) Similaridade usando correlacdo de
Pearson.Em azul, espectros selecionados utilizando o valor de coeficiente (r > 0,7).

e Mean spectrum

Apbs a selecdo do subconjunto de espectros de interesse usando uma
das duas abordagens (métricas de qualidade espectral ou correlacdo de
Pearson), serd possivel quantificar cada espectro separadamente ou pela
meédia dos espectros (0 espectro médio). Os valores do espectro médio séo
armazenados num arquivo no formato .RAW. O formato RAW € suportado por
diversos tipos de software de quantificacdo como por exemplo, o LCModel e o
TARQUIN e o jMRUIL.

IV) Quantification and metabolic map

A quantificacdo dos metabdlitos € obtida com integracdo com o software
TARQUIN, inicializado automaticamente pela ferramenta, recebendo os dados
espectrais e 0os parametros de aquisicdo necessario para quantificacdo. Como
resultado, é gerado um arquivo CSV contendo a quantificagdo dos principais
metabdlitos. Usando as informac¢des contida no CVS, é gerada a visualizacao
do mapa metabdlico registrado a imagem anatdmica, proporcionando uma
andlise qualitativa e permitindo a observacdo da distribuicdo espacial de
concentracdes ou propor¢des de metabdlitos individuais.

c) Results Dashboard

Apos a execucdo dos modulos User Interface e Processing Pipeline (Fig.
3), alguns resultados sédo exibidos na tela Results Dashbord (Fig. 9). Para

facilitar a interpretacéo dos resulatos, a tela foi dividida nas seguintes secées:

e Co-registration MRI/MRSI: Visualizacdo do registro entre a
imagem estrutural (MRI) e a grade de espectros (MRSI) em todas
as fatias da imagem e também pelas vistas (axil, coronal e

sagital).

e Metabolic map: Distribuicdo espacial (mapa metabdlito) de um
determinado metabdlito, sobreposto em uma determinada fatia da

imagem estrutural, selecionada previamente pelo usuario.
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e Spectra: Visualizacdo de todos os espectros individualmente, ou

todos os espectros do VOI (botdo ‘Overview’).

e Mask selection e mask: Visualizacdo do registro entre a imagem
estrutural, grade de espectros e mascara de segmentacéo (tecido
ou estrutura cerebral). O usuéario podera navegar facilmente por
todas as fatias da imagem e também pelas vistas (axil, coronal e

sagital).

e Export dashbord: Salvar em formato PDF todas as informacdes
exibidas no dashboard. Como a ferramenta ainda n&o tem
integracdo com nenhum banco de dados, essa funcionalidade

sera (til para salvar as informacdes para analise futuras.

¢ Visualizer — X
G istration MRI/MRSI Co-registration MRI/MRSI Metabolic Map
@ Axial € Sagital ¢ Coronal 75

lic map

Opacity: 5% —
Slice: 75—
Metabolite: ~ GABA —i|  Update

~Mask selection

native_crisp_mmni_fjob219993.nii Tissue
native_lab_n_mmni_fjob219993.nii | | Structure 00
Brain tissue percentage:
GM: 0.47 | WM:036 | CSF:017  Update i bk
Column 2 264
- Export b
1 3 @ (@
Export the current dashboard data to a PDF Row Mask: Tissue Structure
Gavedindlie sslected output falder Direction: " Axial @ Sagital ¢ Coronal
Export data l

\ 1| [
Mg UL AV |
Y. Mf W “.“ m’\n.‘,\.‘.“w\,ﬂ-,m‘y'\‘».

|

Overview

Figura 9 — Tela principal da ferramenta computacional contendo as seguintes sec¢es: a) Co-
registration MRI/MRSI: Registro entre a imagem estrutural (MRI) e a grade de espectros (MRSI)
adquirida no hipocampo esquerdo; b) Metabolic map: Distribuicdo espacial do metabdlito
TNAA, configurado com 75% de opacidade; c) Spectra: Visualizacdo de um espectro da grade;
e d) Mask: registro entre imagem estrutural, grade de espectros e mascara de segmentacao do

hipocampo.



50

3.13 Analise estatisticas

As caracteristicas demograficas e clinicas foram apresentadas em
média, mediana e desvio-padrdo (DP) para as varidveis continuas; por
frequéncias e percentuais para variaveis categoricas, utilizando o teste de
normalidade Shapiro-Wilk. As comparagdes entre as variaveis foram realizadas
com o teste t de Student para dados paramétricos ou o teste de Mann-Whitney
para variaveis continuas ndo-paramétricas. O Teste t para amostras pareadas
foi utilizado para determinar diferencas das concentracdes de metabdlitos entre
0s pacientes e controles no tempo 1 e 2 (follow-up). O intervalo médio entre as
aguisicdes imagens de ressonancia magnética (MRI) e a espectroscépica por
ressonancia magnética (MRSI) entre o tempo 1 e 2 foi de 48 meses. Os valores
de p < 0,05 foram considerados significativos. Todas as analises foram

realizadas com software estatistico SPSS, versao 25.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Experimentos utilizando a ferramenta computacional

Todos o0s resultados gerados em cada moédulo da ferramenta
computacional sdo armazenados em um diretério previamente selecionado
pelo usuério e alguns desses resultados sdo mostrados nas sec¢des a seguir
(Fig. 10 — 35).

a) Co-registration (MRI/MRSI)

Figura 10 - Registro entre imagem estrutural e a grade de espectros (63 espectros)
posicionada no hipocampo direito.

Figura 11 - Registro entre imagem estrutural e a grade de espectros (63 espectros)
posicionada no hipocampo esquerdo.
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Figura 12 - Registro entre imagem estrutural e a grade de espectros (208 espectros)
posicionada no hipocampo (bilateral).

Figura 13 - Registro entre imagem estrutural e grade de espectros (208 espectros) posicionada
na regido supraventricular posterior.

Figura 14 - Registro entre imagem estrutural e grade do espectro (single-voxel) posicionado na
regido supraventricular posterior.
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b) Analysis of MRI content

e Tecidos Cerebrais (WM, GM e CSF)

Figura 15 — Registro entre a imagem estrutural, mascara binaria de segmentagdo de
substancia branca gerada pelo software volBrain e grade dos espectros (208 espectros),
posicionada na regido supraventricular posterior.

Figura 16 - Registro entre a imagem estrutural, mascara binaria de segmentacéo de substancia
cinzenta gerada pelo software volBrain e grade dos espectros (208 espectros), posicionada na
regido supraventricular posterior.
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Figura 17 - Registro entre a imagem estrutural, mascara binaria de segmentacao de liquido
cefalorraquidiano gerada pelo software volBrain e grade dos espectros (208 espectros),

posicionada na regido supraventricular posterior.

Espectro
1

2
3
4
5
6
7

208

WM (%)

11,84
1,56
0,21
0,69
3,51
5,10
9,94

9,58

GM (%)

87,29
96,70
99,79
98,96
81,58
90,44
89,01

78,39

CSF (%)

0,88
1,74
0,00
0,35
14,92
4,46
1,05

12,03

Figura 18 - Exemplo de uma das possiveis andlises de contelido da imagem de ressonancia
magnética. A grade de espectros (208 espectros) foi adquirida da regido supraventricular
posterior. Esquerda: méscaras de tecido cerebral (GM, WM e CSF) gerada pelo software
volBrain e utilizadas para a anélise do conteldo do VOI delimitado pela grade de espectros
(retangulo preto). Direita: lista de alguns espectros do VOI e a respectiva porcentagem de

tecidos cerebrais contidos em cada espectro.
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e Estruturas Cerebrais (Hipocampo)

Figura 19 — Registro entre a imagem estrutural, mascara binaria de segmentagdo do
hipocampo gerada pelo software volBrain e grade dos espectros, posicionada na regido do
hipocampo (bilateral).

Espectro Mascara Hipocampo (%)

1 0,00
2 0,00
3 0,00

35 12,18
36 5,06

37 36,86

208 0,00

Figura 20 - Exemplo de uma das possiveis andlises de contelido da imagem de ressonancia
magnética. A grade de espectros (208 espectros) foi adquirida na regido do hipocampo
(bilateral). Esquerda: mascaras do hipocampo direito e esquerdo (amarelo), gerada pelo
software volBrain e utilizadas para a analise do contetdo do VOI (retangulo branco); A direita:
lista de espectros e a porcentagem de sobreposicdo com o hipocampo.
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Figura 21 - Registro entre a imagem estrutural, mascara binaria de segmentagdo do
hipocampo gerada pelo software volBrain e grade dos espectros, posicionada na regido do
hipocampo esquerdo.

Espectro Mascara Hipocampo (%)
1 0,00
2 0,00
3 0,00
29 45,45
30 97,41
31 100,0
63 0,00

Figura 22 - Exemplo de uma das possiveis andlises de conteldo da imagem de ressonancia
magnética. A grade de espectros (208 espectros) foi adquirida na regido do hipocampo
esquerdo. Esquerda: méascaras do hipocampo direito e esquerdo (amarelo) gerada pelo
software volBrain e utilizadas para a analise do contetido do VOI (retangulo branco); A direita:
lista de espectros e a porcentagem de sobreposicdo com o hipocampo.

c) Selection of spectra of interest

Para a selecdo de um conjunto de espectros de interesse (boa qualidade
espectral), adotamos como base as métricas de qualidade espectral, usamos
0s seguintes valores: SNR > 10; FWHM < 10, CRLB < 50. Para o coeficiente de

correlacdo de Pearson (r), adotamos r = 0,7 para regiées homogéneas e r = 0,5



para regides ndo-homogéneas do cérebro.
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As figuras 22 e 23 mostram um exemplo de uma selecdo de espectros

de interesse, usando as abordagens de métrica de qualidade espectral (SNR,

FWHM e CRLB) e similiridade de espectros (Correlacdo de Pearson). A grade

de espectros (208 espectros), foi adquirido de um mesmo sujeito.
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Figura 23 — Espectros adquiridos na regido supraventricular superior. Em azul, sdo os
espectros considerados com boa qualidade espectral, selecionados usando métricas de
qualidade espectral (SNR > 10, CRLB < 50 e FWHM < 10).
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Figura 24 — Espectros adquiridos na regido supraventricular superior. Em azul, os espectros
considerados boa qualidade espectral, selecionados através da técnica de similaridades de
espectros usando Correlacéo de Pearson (r > 0,7).

d) Mean spectrum

. Concentracdes médias obtidas através da quantificacdo do
espectro médio

Concentracoes dos metabolitos - HIPOCAMPO ESQUERDO

(a) All spectra

(b) Without noisy spectra

(c) Similar spectra

(d) Spectra inside hippocampus

1.0

0.8

065

0.6

Concentration (mM)

0.4

0.2 1

0.0 u
NAA Cr Cho

Figura 25 - Comparagfes dos valores das concentragfes médias dos metabdlitos NAA, Cr e
Cho obtidos pela quantificagdo do espectro médio adquirido no hipocampo esquerdo, utilizando
0s seguintes critérios de selecdo de espectros de interesse: Em laranja (a): todos os espectros;
em rosa (b): apenas espectros com boa qualidade espectral usando SNR > 10, CRLB < 50 e
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FWHM < 10 ; em azul (c): espectros similares ao espectro central (Correlagdo de Pearson (r >
0,5); e em verde (d): apenas espectros pertencente a regido do hipocampo esquerdo
(parcialmente ou totalmente).

Concentragdes dos metébolitos - HIPOCAMPO DIREITO

{a) All spectra

{b) without noisy spectra

(c) Similar spectra

(d) Spectra inside hippocampus

1.0 4

0.8 1

085

0.6 1

0.4

Concentration {mM)

02{ —
a1s

0.0 T
MAA Cr Cho

Figura 26 - Compara¢Bes dos valores das concentracbes dos metabdlitos NAA, Cr e Cho,
obtidos pela quantificagdo do espectro médio adquirido no hipocampo direito. Em laranja (a):
todos os espectros; em rosa (b): apenas espectros com boa qualidade espectral (SNR > 10,
CRLB < 50 e FWHM < 10); em azul (c): espectros similares ao espectro central (Correlagédo de
Pearson (r > 0,5); e em verde (d): apenas espectros pertencentes a regido do hipocampo
direito (parcialmente ou totalmente).

Concentracoes dos metabolitos - HIPOCAMPO BILATERAL

(a) All spectra
0.8 1 (b) Without noisy spectra
(c) Similar spectra
(d) Spectra inside hippocampus
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Figura 27 - Comparacgbes dos valores das concentracdes dos metabolitos NAA, Cr e Cho,
obtidos pela quantificagdo do espectro médio adquirido no hipocampo bilateral. Em laranja (a):
todos os espectros; em rosa (b): apenas espectros com boa qualidade espectral (SNR > 10,
CRLB < 50 e FWHM < 10); em azul (c): espectros similares ao espectro central (Correlagédo de
Pearson (r > 0,7); e em verde (d): apenas espectros pertencentes a regido do hipocampo
direito (parcialmente ou totalmente).
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Concentragdes dos metdbolitos - REGIAO SUPRAVENTRICULAR SUPERIOR

(a) All spectra
(b) without noisy spectra
0.6 7 (c) Similar spectra
0352
0.5 048
=
E 044 0%
c
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007 o
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Figura 28 - Comparagdes dos valores das concentracdes dos metabodlitos NAA, Cr e Cho,
obtidas pela quantificacdo do espectro médio adquirido na regido supraventricular posterior. Em
laranja (a): todos os espectros; em rosa (b): apenas espectros com boa qualidade espectral
(SNR > 10, CRLB < 50 e FWHM < 10); e em azul (c): espectros similares ao espectro central
(Correlagéo de Pearson (r > 0,7).

. Comparacdo entre as concentracfes obtidas através da
média das quantificacdes e o espectro médio

Concentracoes dos metéabolitos - HIPOCAMPO DIREITO
0.6

SPAR/.SDAT
.RAW

0.5 4

0.4

03
0.3

025

Concentragao (mM)

0.2 62

015

0.1+

0.0

NAA Cr Cho

Figura 29 — Comparacgdes entre os valores das concentra¢des dos metabdlitos NAA, Cr e Cho,
obtidas pela quantificagcao: .SPAR/SDAT (todos os espectros) e .RAW (espectro médio —
espectros selecionados usando Correlacdo de Pearson —r > 0,5).
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i Concentracoes dos metabolitos - HIPOCAMPO ESQUERDO

SPAR/.SDAT
RAW

0.6 1

0.5 |

0.4 1

034 0®

Concentration (mM)

0.2 019

0.1 A

007 006

0.0 T T
NAA Cr Cho

Figura 30 - Comparag®8es entre os valores das concentragdes dos metabdlitos NAA, Cr e Cho,
obtidas pela quantificacdo: .SPAR/SDAT (todos os espectros) e .RAW (espectro médio —
espectros selecionados usando Correlacdo de Pearson —r > 0,5).

Concentracoes dos metabolitos - SUPRAVENTRICULAR POSTERIOR
0.6

SPAR/.SDAT
.RAW

0.5 4

0.4

034 »

Concentration (mM)

0.2 1

016

0.1 -

0.0

NAA Cr Cho

Figura 31 - Comparag®es entre os valores das concentracdes dos metabdlitos NAA, Cr e Cho,
obtidas pela quantificagcao: .SPAR/SDAT (todos os espectros) e .RAW (espectro médio —
espectros selecionados usando Correlacdo de Pearson —r > 0,7).
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Figura 32 — Resultado da quantificagdo do espectro médio (.RAW) atraves do software
TARQUIN. Espectros adquiridos no hipocampo (bilateral) e selecionados usando a técnica de
similaridade (Correlagéo de Pearson - r > 0,5).
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Figura 33 - Resultado da quantificacdo do espectro médio (.RAW) através do software
TARQUIN. Espectros adquiridos no hipocampo (esquerdo) e selecionados usando a técnica de
similaridade (Correlagédo de Pearson —r > 0,5).
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e) Metabdlic map

Figura 34 - Distribuicdo espacial do metabolito NAA na regido supraventricular posterior.

0.5

0.4

-0.3

-0.2

0.1

0.0

Figura 35 - Distribuicdo espacial do metabolito Colina (Cho) na regido do hipocampo (bilateral).
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4.2 Estudos Clinicos

4.2.1 - Disfuncao axonal na substancia branca em pacientes com

esclerose sistémica

Introducao

A esclerose sistémica (ES) é uma doenca reumatica multissistémica
imunomediada, caracterizada por fibrose da pele e de oOrgaos internos e
vasculopatia.*'* Além disso, caracteristicas de disfuncdo microvascular e
fendbmenos autoimunes podem ser observadas.''>'13 Embora o envolvimento
da pele e de 6rgaos internos, como o pulmdo e o coracdo, sejam a marca
registrada da doenca, o envolvimento do sistema nervoso central (SNC) tem
sido cada vez mais observado.''* Além de manifestacdes psiquiatricas, como
depressao e ansiedade, cefaleia, convulsées e comprometimento cognitivo leve
tém sido observados na ES.!'* Além disso, a aterosclerose e o envolvimento

macrovascular foram relatados em alguns estudos.15117

Objetivo

Investigar a presenca de disfuncdo axonal na regido da substancia
branca em pacientes com ES usando exame de imagem por ressonancia
magnética (MRI) e espectroscopia por ressonancia magnética (*H-MRSI) e
determinar se as caracteristicas clinicas, laboratoriais e de tratamentos, estdo

associadas as suas ocorréncias.
Resultados
a) Dados demograficos e caracteristicas clinicas

Foram selecionados 37 pacientes (32 mulheres, média de idade de
50,86, DP + 11,66 anos; variacdo de 31-74 anos) com ES atendidos
regularmente no Ambulatério de Reumatologia da Universidade Estadual de
Campinas, Hospital Universitario e 37 voluntarios saudaveis (32 mulheres;
média de idade de 49,23; DP + 12,03 anos; variagcdo de 26-77 anos), incluidos
como grupo de controle. Os controles saudaveis foram pareados por sexo e
histérico demogréafico e ndo tinham histérico de qualquer doenca crbnica

(incluindo historico pessoal de doencas autoimunes).
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A duracdo média da doenca no inicio do estudo foi de 13 anos (variacédo
de 3 a 22 anos, DP = 5,09) e 15 anos (variagao de 3 a 22 anos, DP = 5,58) no
grupo (follow-up). No momento da entrada no estudo, 26 (70,27%) pacientes
com ES tinham sintomas de ansiedade [pontuacdo média do BAI = 14,22 (DP =
12,21)] e 21 (35,6%) com ES tinham sintomas depressivos [pontuacdo média
do BDI = 13,25 (DP = 8,99) ] A pontua¢gdo média de MoCA no inicio do estudo
foi [pontuacéo = 20,24 (SD = 3,99)].

a) Aquisicdo das imagens estruturais e espectroscopia por RM

As aquisicdes das imagens (MRI) e espectroscopia (*H-MRSI) foram
repetidas em 26 pacientes com esclerose e 26 voluntarios saudaveis. O
intervalo médio entre cada exame de MRI e 'H-MRSI foi de + 48 meses

(variacdo de 12 a 48 meses; DP = 1,3).
b) Alteracbes metabdlicas

Observamos uma reducéo significativa na razdo NAA/Cr (valor médio =
1,805; DP = 0,24) em pacientes quando comparados aos controles (valor
médio NAA/Cr = 1,904; DP = 0,27; p = 0,002) (Tabela 1). A reducéo da razdo
NAA/Cr foi associada a presenca de comprometimento cognitivo leve (p =
0,017), presenca de enxaqueca (p = 0,001), presenca de cefaleia (p = 0,011),
uso atual de prednisona (p = 0,011) e corrente uso de metotrexato (p <0,001) e
correlacionada com os scores MOCA (r=0,4; p = 0,017).

O estudo de acompanhamento (follow-up) mostrou um aumento na
razdo Cho/Cr (Cho/Cr inicio: valor médio = 0,344; DP = 0,08 e Cho/Cr follow-
up: valor médio = 0,362; DP = 0,32, p = 0,033) quando comparado com valores
basais do paciente. O aumento da razdo Cho/Cr foi associado a gravidade da
doenca: pulméao (p = 0,037) e coracdo (p = 0,037); queixas de memoria (p =
0,040), sintomas de ansiedade (p = 0,044), uso de corrente de losartana (p =
0,033) e bromoprida (p = 0,033).



66

Tabela 1 - Comparacdo dos niveis de concentracdes de metabdlitos adquiridos na
regido supraventricular posterior entre pacientes com ES e controles

Valor Médio (DP) Kruskal Wallis
Metabolito (mmol/L) 37 pacientes 37 controles Valor p
NAA/Cr 1,805 (0,24) 1,907 0,034*
Cho/Cr 0,324 (0,08) 0,355 0,417
37 pacientes 26 pacientes Valor p
(inicial) (follow-up)
NAA/Cr 1,805 (0,24) 1,755 (0,33) 0,127
Cho/Cr 0,344 (0,08) 0,363 (0,09) 0,033*
37 controles 26 controles Valor p
(inicial) (follow-up)
NAA/Cr 1,904 (0,27) 1,907 (0,22) 0,813
Cho/Cr 0,358 (0,14) 0,349 (0,03) 0,588

DP: desvio padrdo; NAA: N-Acetylaspartate; Cr: Creatina; Cho: Colina.

4.2.2 — Alteracdes metabdlicas e volume hipocampal em pacientes

com esclerose sistémica

Introducao

z

O exame de imagem por ressonancia magnética € atualmente
considerada a técnica padrdo para a determinacdo de anormalidades
morfolégicas do cérebro e permite métricas quantitativas para avaliar a
progressdo ao longo do tempo.''? Além disso, para sequéncias estruturais
comumente usadas, a espectroscopica por ressonancia magnética pode
oferecer informagdes complementares sobre a composi¢do quimica do tecido
cerebral subjacente, que pode ocorrer antes de anormalidades estruturais.30-3%
Além disso, a atrofia do hipocampo foi relacionada ao comprometimento
cognitivo leve em doencas reumaticas e neurodegenerativas.123-12%

Diversas estruturas cerebrais sdo afetadas em pacientes com ES, 118
entretanto, nenhum estudo foi encontrado na literatura que mostre alteracbes
no hipocampo em pacientes com ES. A neuroanatomia do hipocampo é
complexa e ndo é uma estrutura uniforme. E uma estrutura de multiplas
camadas com uma organizacdo segmentar distinta e uma série de subcampos

denominados: CAl, CA2/3, CAd4/dentate gyrus (DG), strata radiatum-
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lacunosum-moleculare (SR-SL-SM) e subiculum. Esses subcampos tém
funcBes diferentes na memoria. CAL e CA3 estdo envolvidos na memdria
episodica e as lesbes no DG levam ao prejuizo na distincdo de diferentes
ambientes.11%120 Além disso, os subcampos compdem o circuito interno e
coordenam a funcdo do hipocampo.'?* Por exemplo, a sub-regido CA2 esta
relacionada a memoria social e emocional, a sub-regido CALl é critica para a
memoria autobiografica e a cauda do hipocampo prediz o estado de

depresséo.1??

Objetivo
Investigar alteracdes metabdlicas e volume hipocampal em pacientes
com esclerose sistémica para determinar caracteristicas clinicas, laboratoriais e

de tratamento associadas as suas ocorréncias.
Resultados
a) Dados demogréficos e caracteristicas clinicas

Foram selecionados 37 pacientes (33 mulheres, média de idade de
53.46, DP + 12.29 anos; variacdo de 30-78 anos) com ES atendidos
regularmente no Ambulatério de Reumatologia da Universidade Estadual de
Campinas, Hospital Universitario e 37 voluntarios saudaveis (31 mulheres,
média de idade de 49,41, DP + 12,20 anos; variacdo de 29-80 anos), incluidos
como grupo de controle. Os controles saudaveis foram pareados por sexo e
histérico demogréafico e ndo tinham histérico de qualquer doenca crdnica ou
autoimunes.

A duracdo média da doenca no inicio do estudo foi de 13 anos (variacéo
de 3 a 22 anos, DP = 5,09) e 15 anos (variagao de 3 a 22 anos, DP = 5,58) no
acompanhamento (follow-up) *H-MRSI. No momento da entrada no estudo, 26
(70,27%) pacientes com ES tinham sintomas de ansiedade [pontuacdo média
do BAI = 14,22 (DP = 12,21)] e 21 (35,6%) com ES tinham sintomas
depressivos [pontuacdo meédia do BDI = 13,25 (DP = 8,99) ].

b) Aquisicao das imagens estruturais e espectroscopia

As aquisicoes das imagens de ressonancia magnética e *H-MRSI foram

repetidas em 26 pacientes e 26 voluntarios saudaveis. O intervalo medio entre
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0s exames de imagem por ressonancia magnética e o *H-MRSI (Tempo 1 e
tempo 2) foi de = 48 meses (variacéo de 12 a 48 meses; DP = 1,3).

c) Avaliacao neuropsiquiatrica

O teste de MoCA foi aplicado em 37 pacientes com ES no inicio do
estudo [(pontuacdes médias de MoCA = 21,76 e DP = 3,72)] e 28 (75,67%)
pacientes com ES tinham um MoCA prejudicado (pontuacédo < 26). O MoCA foi
reaplicado em 26 pacientes com ES (estudo de acompanhamento)
[(pontuacdes médias de MoCA = 21,42 e DP = 3,90)] e 21 (80,76%) pacientes
com ES tinham um MoCA prejudicado (pontuacgéao < 26).

No inicio do estudo, 89 episddios de manifestacdes do SNC ocorreram
em 37 pacientes: Cefaléia: 11 (29,72%); enxaqueca: 06 (16,21%);
comprometimento cognitivo (MoCA): 16 (43,24%); sintomas de ansiedade
(BAI): 26 (70,27%); sintomas de depressao (BDI): 14 (37,83%); queixas de
memoria: 05 (13,51%); insbnia: 04 (10,81%); dismetria: 05 (13,51%) e
convulsdes: 02 (5,40%).

d) Alteracdes metabdlicas

Observamos uma reducdo significativa em NAA/Cr (valor médio = 1,006;
DP = 0,35) em pacientes com ES quando comparados aos controles (valor
médio NAA/Cr = 1,429; DP = 0,29; p = 0,035). A reducdo em NAA/Cr foi
associada ao comprometimento cognitivo (p = 0,0170), scores de MoCA (p =
0,049), sintomas de ansiedade (p = 0,011), presenca de enxaqueca (p <0,001),
gueixas de memoria (p = 0,012) e uso atual de metotrexato (p = 0,028),
nifedipina (p = 0,035), anticoagulantes (p = 0,045) e diltiazem (p = 0,025). O
estudo de acompanhamento (follow-up) mostrou um aumento nos valores de
Cho/Cr (Cho / Cr inicial: valor = 0,242, Cho/Cr acompanhamento: valor = 0,329,

p = 0,011) quando comparado aos valores basais do paciente (Tabela 2).
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Tabela 2 - Comparacdo dos niveis de concentracdes de metabdlitos adquiridos no
hipocampo (bilateral) entre pacientes com ES e controles

Valor Médio (DP) Teste de Kruskal Wallis
Metabolito (mmol/L) 37 pacientes 37 controles Valor p
NAA/Cr 1,006 (0,35) 1,429 (0,29) 0,035’
Cho/Cr 0,242 (0,08) 0,382 (0,24) 0,129
37 pacientes 26 pacientes Valor p
(inicial) (follow-up)
NAA/Cr 1,006 (0,35) 1,295 (0,53) 0,104
Cho/Cr 0,242 (0,08) 0,329 (0,10) 0,011*
37 controles 26 controles Valor p
(inicial) (follow-up)
NAA/Cr 1,429 (0,29) 1,421 (0,34) 0,865
Cho/Cr 0,382 (0,24) 0,350 (0,10) 0,789

DP: desvio padrdo; NAA: N-Acetylaspartate; Cr: Creatina; Cho: Colina.

O aumento da razdo Cho/Cr em pacientes foi associado a presenca de

miopatia (p = 0,045).
e) Volume hipocampal

Observamos reducéo significativa do hipocampo nos pacientes quando
comparados aos controles saudaveis (Tabela 3): Hipocampo total (volume
meédio = 4,78 cm3; DP = 0,38; p = 0,033); Hipocampo esquerdo (volume médio
= 2,40 cm3; DP = 0,18; p = 0,002); Hipocampo direito (volume médio = 2,33
cm3; DP = 0,19; p = 0,033). A reducédo do volume do hipocampo total foi
associada ao fenbmeno de Raynaud (p = 0,006) e ao uso atual de losartana (p
= 0,016). A reducdo do volume do hipocampo esquerdo foi associada ao
fenbmeno de Raynaud (p = 0,042), uso atual de losartana (p = 0,016) e
correlacionada com os escores do BAI (r = 0,356; p = 0,031). A reducéo do
volume do hipocampo direito foi associada ao fendmeno de Raynaud (p =
0,032).

Também observamos reducdo do CA1 esquerdo (volume médio = 0,81
cms3; DP = 0,06; p = 0,014); CA4-DG total (volume médio = 1,23 cms3; DP =
0,10; p = 0,001); CA4-GD direito (volume meédio = 0,63 cm3; DP = 0,05; p =
0,033); SR-SL-SM esquerdo (volume médio = 0,44 cms3; DP =0,03; p = 0,014) e
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subiculum direito (volume médio = 0,26 cm3; DP = 0,02; p = 0,033). A reducéo
do CAl esquerdo foi associada ao uso atual de azatioprina (p = 0,011). A
reducdo do volume do CA4-DG total foi associada a presenca de dismetria (p =
0,030), uso atual de losartana (p = 0,011), diltiazem (p = 0,005) e bromoprida (p
= 0,032). A reducdo do CA4-DG direito foi associada a presenca de dismetria
(p = 0,008), uso atual de nifedipina (p = 0,027) e diltiazem (p = 0,003). A
reducdo do SR-SL-SM esquerdo foi associada ao envolvimento pulmonar (p =
0,048) e correlacionada com os escores do BAI (r = 0,379; p = 0,021). Além
disso, a reducdo do subiculum direito foi associada ao envolvimento do trato
gastrointestinal (p = 0,023) e queixas de insdnia (p = 0,042).

Tabela 3 - Comparagdo dos medidas volumétricas dos subcampos do hipocampo
entre 37 pacientes com ES e 37 controles

Valor médio (DP) Teste de Friedman

Volume (cm?) 37 pacientes 37 controles Valor p
Hipocampo total 4,78 (0,38) 5,01 (0,38) 0,033"
Hipocampo direito 2,40 (0,18) 2,56 (0,19) 0,002"
Hipocampo esquerdo 2,33 (0,19) 2,48 (0,19) 0,033"
CAL1 total 1,59 (0,14) 1,78 (0,13) 0,139
CAL1 direito 0,87 (0,07) 0,88 (0,07) 0,622
CA1 esquerdo 0,81 (0,06) 0,87 (0,06) 0,014"
CA2/3 total 0,30 (0,02) 0,33 (0,02) 0,139
CA2/3 direito 0,17 (0,01) 0,18 (0,01) 0,869
CA2/3 esquerdo 0,13 (0,01) 0,15 (0,01) 0,071
CA4-DG total 1,23 (0,10) 1,30 (0,10) 0,001"
CA4-DG direito 0,63 (0,05) 0,66 (0,05) 0,033
CA4-DG esquerdo 0,62 (0,05) 0,64 (0,05) 0,622
SR-SL-SM total 0,94 (0,06) 1,01 (0,07) 0,071
SR-SL-SM direito 0,48 (0,03) 0,50 (0,03) 0,139
SR-SL-SM esquerdo 0,44 (0,03) 0,50 (0,03) 0,014
Subiculum total 0,53 (0,04) 0,59 (0,04) 0,071
Subiculum direito 0,26 (0,02) 0,29 (0,02) 0,033"
Subiculum esquerdo 0,27 (0,02) 0,30 (0,02) 0,071

DP: desvio padrdo CA: Cornu Ammonis; DG: Dentate Gyrus; SR-SL-SM: Strata radiatum-lacunosum-
moleculare.
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Estudo de acompanhamento (follow-up) mostrou reducéo do volume do
hipocampo quando comparado aos valores iniciais dos pacientes (Tabela 4):
Hipocampo total (volume inicial médio = 4,78 cm3; volume médio (follow-up) =
4,50 cm3, p = 0,027); hipocampo direito (volume inicial médio = 2,40 cm3;
volume médio de (follow-up) = 2,26 cm3, p = 0,045); hipocampo esquerdo
(volume inicial médio = 2,33 cm3; volume médio (follow-up) = 2,21 cms3, p =
0,046). A reducéao do volume do hipocampo total foi associada a presenca de
miopatia (p = 0,002), queixas de memoaria (p = 0,034), uso atual de prednisona
(p = 0,008) e bromoprida (p = 0,021). A reducdo do volume do hipocampo
direito foi associada a presenca de miopatia (p = 0,044), uso atual de
prednisona (p = 0,036) e bromoprida (p = 0,030). A reducdo do volume do
hipocampo esquerdo foi associada a presenca de miopatia (p = 0,002), queixas
de memoria (p = 0,047), uso atual de prednisona (p = 0,014) e bromoprida (p =
0,025).

Observamos reducdo no CALl total (volume inicial médio = 1,59 cms;
volume médio (follow-up) = 1,58 cm3, p <0,0001); CA1 direito (volume inicial
meédio = 0,87 cm3; volume médio (follow-up) = 0,81 cm3, p <0,0001); CA4-DG
direito (volume inicial médio = 0,63 cm3; volume médio (follow-up) = 0,59 cms3, p
= 0,005); CA4-DG esquerdo (volume inicial médio = 0,62 cm3; volume médio
(follow-up) = 0,55 cm3, p = 0,018) e subiculum total (volume inicial médio = 0,53
cms3; volume médio (follow-up) = 0,51 cm3, p = 0,014). A reducéo do volume do
subcampo CALl total foi associada ao uso atual de bromoprida (p = 0,025).
Além disso, a reducédo do volume do subcampo CALl esquerdo foi associada a
presenca de miopatia (p = 0,031), uso atual de prednisona (p = 0,014) e
bromoprida (p = 0,009). Além disso, a reducéo do volume do subcampo CA4-
DG esquerdo foi associada a presenca de miopatia (p = 0,002). Além disso, a

reducdo do subiculum total foi associada a presenca de calcinose (p = 0,023).
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Tabela 4 - Comparacao das medidas volumétricas do hipocampo dos pacientes com

ES e controles

Valor médio (DP)

Teste t pareado

Volumes (cm3) 37 pacientes 26 pacientes Valor p
(inicial) (follow-up)
Hipocampo total 4,78 (0,38) 4,50 (0,37) 0,027
Hipocampo direito 2,40 (0,18) 2,28 (0,19) 0,045
Hipocampo esquerdo 2,33 (0,19) 2,21 (0,18) 0,046
CAL total 1,59 (0,14) 1,58 (0,13) <0,0001"
CAL1 direito 0,87 (0,07) 0,81 (0,06) <0,0001"
CA1 esquerdo 0,81 (0,06) 0,79 (0,06) 0,776
CAZ2/3 total 0,31 (0,02) 0,30 (0,02) 0,256
CA2/3 direito 0,17 (0,01) 0,16 (0,01) 0,169
CA2/3 esquerdo 0,14 (0,01) 0,13 (0,01) 0,875
CA4-DG total 1,23 (0,10) 1,22 (0,10) 0,806
CA4-DG direito 0,63 (0,05) 0,59 (0,05) 0,005
CA4-DG esquerdo 0,62 (0,05) 0,58 (0,04) 0,018"
SR-SL-SM total 0,94 (0,06) 0,89 (0,07) 0,131
SR-SL-SM direito 0,48 (0,03) 0,45 (0,03) 0,120
SR-SL-SM esquerdo 0,44 (0,03) 0,43 (0,03) 0,212
Subiculum total 0,53 (0,04) 0,51 (0,04) 0,014
Subiculum direito 0,26 (0,02) 0,24 (0,02) 0,125
Subiculum esquerdo 0,27 (0,02) 0,26 (0,02) 0,144
37 controles 26 controles Valor p
(inicial) (follow-up)
Hipocampo total 5,01 (0,38) 4,88 (0,38) 0,070
Hipocampo direito 2,56 (0,19) 2,49 (0,19) 0,129
Hipocampo esquerdo 2,48 (0,19) 2,39 (0,19) 0,097
CALl total 1,78 (0,13) 1,79 (0,14) 0,209
CA1 direito 0,88 (0,07) 0,87 (0,07) 0,425
CA1l esquerdo 0,87 (0,06) 0,88 (0,06) 0,754
CA2/3 total 0,33 (0,02) 0,31 (0,02) 0,056
CAZ2/3 direito 0,18 (0,01) 0,17 (0,01) 0,157
CA2/3 esquerdo 0,15 (0,01) 0,14 (0,01) 0,024
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CA4-DG total 1,30 (0,10) 1,28 (0,10) 0,909
CA4-DG direito 0,66 (0,05) 0,65 (0,05) 0,945
CA4-DG esquerdo 0,64 (0,05) 0,63 (0,49) 0,519
SR-SL-SM total 1,01 (0,07) 1,00 (0,07) 0,994
SR-SL-SM direito 0,50 (0,03) 0,49 (0,03) 0,207
SR-SL-SM esquerdo 0,50 (0,03) 0,49 (0,03) 0,769
Subiculum total 0,59 (0,04) 0,59 (0,04) 0,466
Subiculum direito 0,29 (0,02) 0,28 (0,02) 0,237
Subiculum esquerdo 0,30 (0,02) 0,31 (0,02) 0,896

DP: desvio padrdo CA: Cornu Ammonis; DG: Dentate Gyrus; SR-SL-SM: Strata radiatum-lacunosum-
moleculare.
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5. DISCUSSAO GERAL

Espectroscépica multivoxel por ressonancia magnética frequentemente
séo encontrados espectros de baixa qualidade espectral, principalmente pela
alta sensibilidade da técnica as inomogeneidades de campo magnetico. Os
espectros de baixa qualidade sdo propensos a quantificacdo e erros de
interpretacdo que podem impactar significativamente o uso clinico dos dados
espectroscopicos. Portanto, controle de qualidade dos espectros deve sempre
preceder seu uso clinico. Quando realizada manualmente, a avaliacdo da
qualidade dos espectros € uma tarefa demorada e também pode ser afetada

pela subjetividade humana.
Ferramenta computacional proposta

Os dados de espectroscépica multivoxel por ressonancia magnética
(MRSI) adquiridos em regi6es nao-homogénea do cérebro, quase sempre, sdo
encontrados espectros de baixa qualidade espectral (ruidosos), causados pelo
efeito do volume parcial,'?® inomogeneidade do campo magnético,
contaminacédo por CSF e uma galeria de artefatos.3%4° Espectros com baixa
qualidade causam erros de estimativas das concentracdes dos metabdlitos ou
erros de interpretacdo que podem impactar significativamente o uso clinico dos
dados espectroscopicos.*® Quando realizada manualmente e/ou visualmente, a
avaliacdo da qualidade dos espectros é uma tarefa demorada e também é
afetada pela subjetividade humana. Portanto, a selecdo automética de
espectros de interesse (boa qualidade espectral), se torna uma etapa
importante e extremamente necessaria na analise de dados de espectroscopia
multivoxel por ressonancia magnética.

E possivel encontrar na literatura, muitos estudos que demonstram a
importancia da técnica de MRSI em pesquisas e estudos clinicos, e que
também apoia a necessidade de desenvolvimento de software de codigo-
aberto (open-source), com uma interface grafica amigavel e que possar ser
disponibilizada para uso na comunidade de pesquisa e também em ambientes
clinicos.3®

Diversas ferramentas computacionais para analise e controle de

qualidade de dados de MRSI foram desenvolvidas nos ultimos 10 anos, porém
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algumas delas sdo usados em uma rotina de trabalho clinico. Algumas
funcionalidades para reconstrucdo, pré e pos-processamento e analise
quantitativa de MRSI ainda precisam ser totalmente automatizados e
integrados ao fluxo de trabalho clinico por meio de um software com uma
interface grafica de facil utilizacdo pelos pesquisadores e profissionais da
saude.

Nesse projeto de pesquisa, propomos uma metodologia para andlise,
visualizacdo e controle de qualidade de dados de MRSI. A metodologia
(pipeline) foi desenvolvida em uma ferramenta computacional, usando uma
linguagem de programacdo cientifica e gratuita chamada Python/Numpy, onde
cada etapa do pipeline estd separada em moddulos (funcionalidades). O
desenvolvimento de software em maddulos, facilita na manutencéo, correcdo de
bugs e incluséo de novas funcionalidades.

A etapa co-registration MRI/MRSI é uma etapa importante da
ferramenta, pois através dessa etapa, podemos visualizar nas fatias da imagem
anatbmica (MRI), e nas trés vistas (sagital, coronal e axial), o VOI dos
espectros, ou seja, a regido de onde os espectros foram adquiridos.
Adicionamente, essa etapa permitiu a limitar a regido de interesse na imagem
estrutural, na qual forma extraidas as informacdes sobre os tecidos e estrutura
cerebral, que pode ser informacfes complementares para a analise. Por fim,
essa etapa podera ser usada também para validar o correto posicionamento da
grade de espectros na imagem estrutural, que quase sempre é feito de forma
manual pelo operador do MR scanner.

A ferramenta computacional desenvolvida nesse trabalho de doutorado,
permitiu a selecdo automatica de um subconjunto de espectros com base em
diferentes critérios (espectros contidos totalmente e parcialmente em um
determinado tecido ou estrutura cerebral; espectros com baixa concentracdo de
CSF e espectros similares) que permitira a comunidade cientifica validar cada
critério proposto ou propor novos. Além disso, a ideia de quantificar um
subconjunto de espectros separadamente ou utilizando um espectro meédio,
deste subconjunto, como uma solucdo para reduzir o ruido, ainda precisam
serem testados e validados utilizados dados de MRSI de diferentes regides do
cerebro, diferentes tipos de doencgas e diferentes protocolos de aquisi¢cdo (Long
e Short TE).
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A versao atual da ferramenta permitira que 0s pesquisadores e
profissionais de saude testem e validem os critérios das métricas de qualidade
espectral (SNR, FWHM e CRLB), média de espectro e outros valores de
threshold ainda ndo estabelecidos e padronizados pela comunidade cientifica.

Apesar de ser uma versdo beta, acreditamos que ferramenta
computacional proposta ter potencial a ser usada e modificada por

pesquisadores da area de espectroscopia por ressonancia magnetica.

Selecdo de espectros baseado no conteddo da imagem de ressonéancia

magnética

A selecdo de espectros de interesse, baseado no conteudo de
ressonancia magnética, mostrou que € possivel identificar um subconjunto de
espectros que possuem intersecdo (totalmente ou parcialmente) com a
estrutura ou tecido cerebral segmentado. No entanto, os valores dos critérios
de selecdo vdo depender da area de interesse e caracteristicas do estudo
clinico. Se configurarmos uma alta porcentagem (acima de 70%) de intersecao
entre o voxel e a estrutura cerebral, hipocampo, por exemplo, podemos acabar
sem espectros ou apenas alguns, uma vez que a estrutura é pequena, em

comparacao com o tamanho do voxel (= 7,73 x 6,52 x 16mm).

Para selecionarmos um conjunto de espectros que possuem intersecao
com um tecido cerebral, WM, por exemplo, podemos estabelecer um critério de
selecd@o e considerar que o minimo a porcentagem de conteddo da substancia
branca, deve ser, por exemplo, 90 ou 95%. Entretando, esse valor (limite) pode
mudar, dependendo do tipo de estudo que esta sendo realizado. O mesmo €
verdade em estabelecer um critério para eliminar espectros com contamina¢ao
do CSF a partir da quantificacdo final: devemos estabelecer a porcentagem
maxima permitida de CSF presente na regido, acima do qual o espectro &
descartado.

Selecdo de espectros baseado em meétricas de qualidade espectral e

similaridade

Para a selecdo de espectros de interesse (espectral com qualidade
espectral), utilizamos 2 diferentes abordagens: métricas de qualidade espectral
(SNR > 10, FWHM < 10 e CRLB > 50) e por similaridade usando Correlacao de



77

Pearson (r > 0,7 para regido homegénea do cérebro e r > 0,5 para regiao
contendo diferentes tipos de tecidos - volume parcial).

A selecdo de espectros de interesse usando métricas de qualidade
espectral e similaridade, foi melhor quando aplicada em VOIs adquiridas no
hipocampo esquerdo ou direito (grade com 63 espectros). A grade de
espectros adquirido na regido do hipocampo (bilateral — grade com 208
espectros) € maior do que a grade de espectros adquirida no hipocampo
esquerdo ou direito, e por isso, muitos espectros estdo localizados em regides
com altas concentracdes de CSF.

Para o VOI adquirido na regidao supraventricular superior (substancia
branca), a selecdo de espectros com alta qualidade espectral, os resultados
foram semelhantes quando utilizados os valores: (SNR > 10, FWHM < 10 e
CRLB > 50) e Correlacao de Pearson (r > 0,7), indicando que as 2 abordagens
podem ser utilizadas em VOIs adquiridas em regides homegénea do cérebro,
onde existem pouco volume parcial.

Embora em nossos experimentos tenhamos usado valores de threshold
tipicos para as métricas de qualidade espectral (SNR, FWHM e CRLB)
encontrados na literatura, mas até o presente momento, ainda ndo ha
consenso sobre os valores ideais e esses valores séo diferentes para cada tipo
de estudo. Portanto a escolha dos valores de threshold para SNR, FWHM,
CRLB, coeficiente de correlacdo de Person, devem ser cuidadosamente
definidos de acordo com a regido do cérebro estudado e / ou estudo clinico.

Estudos clinicos

Os estudos clinicos foram realizados com o objetivo de analisar os
resultados gerados pela ferramenta computacional desenvolvida nesse
trabalho de doutorado e também fazer os ajustes/correcfes para que possa ser
instalada e usada em ambientes clinicos e de pesquisas. Nos estudos de
casos, utilizamos dados de espectroscopia multivoxel por ressonancia
magnética (MRSI), adquiridos na regido supraventricular posterior (acima do
corpo caloso) e hipocampo (bilateral, direito e esquerdo) de controles
saudaveis e pacientes de esclerose sistémica.

Atraves da ferramenta computacional, foi possivel identificar e remover

de forma automatica, os espectros com baixa qualidade espectral, que permitiu
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realizar analise das alteragbes metabdlicas no hipocampo em controles e
pacientes com esclerose sistémica. A qualidade espectral quase sempre é
prejudicada quando os espectros sao adquiridos em regides ndo- homegéneas
e alta concentracdes de CSF (por exemplo, no hipocampo).

Os resultados obtidos através dos estudos clinicos, demonstraram que a
ferramenta poderd ser utilizada e facilmente ajustada de acordo com as
necessidades particular de cada estudo, fornecendo informacdes para melhor
entendimento das alteragcbes metabdlicas e inflamatérias, em diferentes tipos

de doencas neuroldgicas e tumores cerebrais.
Alteracf6es metabdlicas no hipocampo em estudos clinicos

Atraves de revisdo na literatura, pesquisamos o0s artigos no periodo de
1998 a 2020, que analisaram alteragbes metabodlicas no hipocampo em
estudos clinicos,'?”173 utilizando espectroscopia de prétons (*H-MRS e 1H-
MRSI) e encontramos 47 artigos sendo que:
a) Espectros rejeitados utilizando métricas de qualidade espectral - 32
artigos (68.08%):
e Cramer-Rao lower bound (CRLB) > 20% - 26 artigos (81,25%)
e Full Width Half Maximum (FWHM) > 8 Hz - 11 artigos (34,37%);
e Signal-to-noise ratios (SNR) < 8 - 5 artigos (15,62%)
b) Nado foi realizada nenhuma analise de qualidade espectral ou nao

mencionada — 11 artigos (23,4%)

c) Qualidade espectral realizada utilizando inspecdo manual e visual por

especialistas - 6 artigos (12,76%);
d) Voxels com = 30% de CSF foram rejeitados - 1 artigo (2,12%);

e) Segmentacao do hipocampo e rejeitados voxels com < 25% de tecido
hipocampal - 1 artigo (2,12%)

f) Posicionamento do volume de interesse (VOI) no hipocampo:

e Bilateral - 23 artigos (48,93%)
e Esquerdo - 10 artigos (21,27%)

¢ Direito - 2 artigos (4,25%)
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e Esquerdo e Direito simultaneamente — 12 artigos (25,53%)
g) Espectroscopia multi-voxel (MRSI) - 10 artigos (21,27%)

h) Em relacdo ao campo magnético (MR scanner):

e 1.5T — 10 artigos (21,27%)
e 3.0T — 35 artigos (74,48%)
e 7.0T — 2 artigos (4,25%)
i) Software de quantificacao:
e LCModel — 30 artigos (63,82%)
e MRI scanner software - 11 artigos (23,4%)
¢ jMRUI - 4 artigos (8,5%)
e N/A — 2 artigos (4,25%)

Analisando os resultados da revisao da literatura, podemos observar que
ainda ndo existe um consenso ou padronizacdo sobre a melhor maneira de
fazer a aquisicao (posicionamento do VOI), andlise e controle de qualidade dos
dados adquiridos no hipocampo. Portanto, as escolhas sobre o posicionamento
do VOI (hipocampo direito, esquerdo ou bilateral), tempo de eco (longo ou
curto), controle de qualidade espectral, selecdo de espectros de interesse,
devem levar em considera¢des as peculiaridades e objetivos de cada estudo
clinico ou de pesquisa.

Nessa pesquisa, foram analisadas as concentracdes dos metabolitos da
regido do hipocampo, utilizando espectros obtidos através de diferentes VOIs:
bilateral (grade de 208 espectros) e esquerdo e direito (grade de 63 espectros).
ApOs a quantificacdo dos metabdlitos, obtivemos valores de niveis de
concentracdo de metabdlitos mais baixos, quando comparados com os valores

obtidos ao quantificar VOIs menores (hipocampo direito e esquerdo).
Limitacdes e perpectivas

H& uma vasta literatura que demonstra a utilidade clinica do MRSI, que
também mostra a necessidade do desenvolvimento de software de codigo
aberto pela comunidade de pesquisa e rotinas clinicas. Mesmo que alguns

softwares para analise e visualizacdo de dados MRSI foram desenvolvidos,
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apenas alguns deles séo integrados no fluxo de trabalho clinico. Reconstrucao,
pré, pos-processamento e analise quantitativa de MRSI ainda precisam ser
totalmente automatizados e integrados ao fluxo de trabalho clinico por meio de
um software grafico de facil utilizacao.

Nesse presente estudo, utilizamos espectros adquiridos de apenas duas
regibes do cérebro: supraventricular superior (substancia branca) e hipocampo
(bilateral, direito e esquerdo). Portanto, a ferramenta computacional precisa ser
testada e validada com espectros adquiridos em outras regides do cérebro e
com um numero maior de participantes.

Na etapa de selecdo de espectros de interesse, propusemos a selecao
de espectros usando similaridade de espectros, através do coeficiente de
correlacdo de Pearson, e os resultados foram satisfatérios quando utilizados
espectros livre de artefatos. Portanto, uma nova etapa (funcionalidade) de pré-
processamento para identificacdo e corre¢cdo de artefatos usando machine
learning ou outra técnica de processamento de sinais, dever4 ser
implementada.

Como continuidade deste projeto, identificamos a necessidade de fazer
uma andlise comparativa mais detalhada sobre as diferengas obtidas na
quantificacdo utilizando todos os espectros adquiridos e na quantificacdo
apenas usando o subconjunto de espectros de interesse (espectro médio), para
de fato, validar se a abordagem esta correta e os valores de concentracdes
encontrados tem relevancia clinica e poderédo ser usados como referéncia em

futuros estudos.
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CONCLUSAO

O desenvolvimento da ferramenta computacional possibilitou na
analise dos dados de espectroscopia multivoxel por ressonancia

magnética, adquiridas em diferentes regides do cérebro.

Através da ferramenta foi possivel identificar e selecionar
automaticamente espectros com baixa qualidade espectral através
de métricas de qualidade espectral e similaridade usando Correlacao
de Pearson.

Espectros adquiridos em regides ndo-homogéneas (volume parcial) e
com alta concentracdo de CSF (contaminagao por CSF) precisam ser
identificados e removidos de forma automatica da analise dos

metabdlitos.

Observamos reducdo de NAA/Cr na regido supraventricular posterior
em pacientes com ES, quando comparados aos controles, associada
ao comprometimento cognitivo, presenca de enxaqueca, uso de
prednisona e metotrexato durante o tratamento. O estudo de
acompanhamento (follow-up) mostrou um aumento em Cho/Cr,
associada a gravidade da doenca (pulmédo e coracédo), queixas de
memoria, sintomas de ansiedade, uso de corrente de losartana e

bromoprida.

Observamos reducdo em NAA/Cr no hipocampo em pacientes com
ES quando comparados a controles saudaveis, associados a
comprometimento cognitivo, scores de MoCA, sintomas de
ansiedade, presenca de enxaqueca, queixas de memdria e uso de
imunossupressor  durante o tratamento. O estudo de
acompanhamento (follow-up) mostrou um aumento em Cho/Cr,

correlacionado com a reducéo do hipocampo total.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: TECNICAS PARA ANALISE DE ESPECTROSCOPIA MULTI-VOXEL POR
RESSONANCIA MAGNETICA (1H-MRS): ESTUDO APLICADO EM ESPECTROS
ADQUIRIDOS NO HIPOCAMPO E SUBSTANCIA BRANCA NORMAL DE PACIENTES
COM ESCLEROSE SISTEMICA

Pesquisador: Simone Appenzeller

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 80872917.4.0000.5404

Instituicao Proponente: Hospital de Clinicas - UNICAMP

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.514.166

Apresentagao do Projeto:

A esclerose sistémica (ES) € uma doencga autoimune, caracterizada por inflamagéao cronica, fibrose de pele
e comprometimento vascular. A ES apresenta periodos de atividade e remissdo. Em sua evolugéo, a fase
inicial inflamatoria é seguida de fibrose e esclerose da derme, bem como envolvimento de diversos 6rgéos.
Alteragdes endoteliais, da microcirculagdo, do sistema imunolégico e da matriz celular compdem os
mecanismos patolégicos da doenga. Os pacientes podem manifestar sintomas variados, tanto objetivos
quanto subjetivos, decorrentes do acometimento da pele, coracgéo, articulagdes, rins, pulmdes, trato
gastrointestinal, vasos sanguineos e recentemente foi descrita alteragéo olfatéria. A doenca € complexa, o
que torna necessario, critérios classificatorios pormenorizados. As manifestagdes clinicas da ES sao
heterogéneas e podem comprometer a execugéo de inUmeras tarefas. Por isso, depressao e ansiedade séo
comuns, porém pouco estudadas. Desta forma, estratégias complementares alternativas que vislumbrem a
melhora da qualidade de vida do paciente, ampliam as possibilidades de tratamento néo invasivo. Nos
exames de ressonancia magnética (RM) o principal achado é o acometimento da substancia branca,
sugestivo de vasculopatia. Manifestagdes clinicas correspondente a essas lesées podem ocorrer, mas
muitos pacientes sdo assintomaticos e testes neuro-psicolégicos podem ser eficientes como exames
complementares ao diagnéstico. O
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presente estudo tem como objetivo determinar os achados de espectroscopia na ressonancia magnética
cerebral de pacientes com ES e correlaciona-las com achados neuro-psiquiatricos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Analisar a concentracao dos metabdlitos cerebrais (NAA, Cho, Cr, Lac e mIno) adquiridos no hipocampo e
na substancia branca normal em pacientes com ES e de controles, através da espectroscopia de multi-voxel
por ressondancia magnética.

Objetivo Secundario:

« Desenvolver métodos e ferramentas computacionais para selecionar um subconjunto de espectros (voxels)
que foram adquiridos (totalmente ou parcialmente) no hipocampo;

« Identificar espectros ruidosos e elimina-los automaticamente da analise;

* Propor formas de analisar os espectros selecionados: média, média ponderada e espectros centrais e,
posteriormente, comparar os resultados obtidos em cada uma delas.

Avaliagédo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O possivel desconforto relacionado ao exame de ressonancia é o ruido intermitente durante os primeiros 15
minutos. Depois disso o ruido sera muito menor. O pessoal técnico providenciara tapas-ouvido para me
deixar mais confortavel. Ndo existem efeitos nocivos associados com a ressonancia magnética dentro das
condigdes utilizadas atualmente.

Beneficios:

N&o sera obtida nenhuma vantagem direta com sua participag@o nesse estudo. Contudo, os resultados
desse estudo podem, em longo prazo, oferecer vantagens para os individuos com Esclerose Sistémica,
possibilitando melhor diagnéstico e tratamento mais adequado. Os resultados do exame de ressonancia
magnética, ficardo a disposi¢cao dos médicos responsaveis pelo seu tratamento, e poderdo ser Uteis no
futuro. Este estudo ira auxiliar na ampliagdo do entendimento sobre a esclerose sistémica.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um projeto de pesquisa, intitulado "Avaliagdo do acometimento neuro-psiquiatrico na esclerose
sistémica", aprovado pelo CEP em 27Setembro2011 (Parecer 975/2011), ja em andamento, em que a
proponente original solicita inclusdo de outro pesquisador na equipe, o qual participara de processo seletivo
do programa de Pés-Graduacgao em Fisiopatologia Médica, Area de concentracdo: Neurociéncias (AB),

Linha de pesquisa: Analise Morfofuncional e Molecular em
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Doencas Neurologicas-Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM)-Unicamp, no inicio de 2018. Caso seja
aprovado nesse processo seletivo, o aluno, graduado em Medicina, sera orientado pela proponente, docente
desse Programa. O titulo da Tese é "TECNICAS PARA ANALISE DE ESPECTROSCOPIA MULTI-VOXEL
POR RESSONANCIA MAGNETICA ("H-MRS): ESTUDO APLICADO EM ESPECTROS ADQUIRIDOS NO
HIPOCAMPO E SUBSTANCIA BRANCA NORMAL DE PACIENTES COM ESCLEROSE SISTEMICA" e o
trabalho sera feito ao longo de 4 anos. Nesta Tese o aluno ira analisar imagens, ndo analisadas
anteriormente, conforme citado abaixo.

Metodologia Proposta:

Seréo incluidos neste estudo de pesquisa, pacientes com ES e controles que adquiriram imagens de RM e
MRSI em um estudo prévio, aprovado pelo CEP da UNICAMP (CAAE: 82014800011). Todos os pacientes e
controles assinaram o TCLE aprovado. O pesquisador, durante seu doutorado ira analisar as imagens que
nao foram avaliadas anteriormente.

Investigacdo com Ressonéancia Magnética:

Todos os pacientes e controles foram submetidos ao exame de RM. As imagens de RM foram obtidas
utilizando um aparelho de 3 Tesla, com aquisigdes em plano coronal, sagital e axial, além de aquisicdes em
3D (volumétricas), que permitiu a reconstrucdo das imagens em qualquer plano ou inclinagédo. Os
parametros de imagens para as diferentes aquisigdes foram: 1) Imagens sagitais T1 ponderadas “spin echo”
(espessura de 6 mm, angulo de excitagado — “tipangle” — de 180° ; TR=430, TE=12, matriz de 200x350,
FOV=25x25cm). Estas imagens foram utilizadas para orientar o plano de aquisicdo das demais imagens; 2)
Imagens no plano coronal (T2 ponderadas, FLAIR, duplo echo); T2 ponderadas (espessura de 6 mm, angulo
de excitacdo de 180° , TR=1800, TE=90, matriz de 165x256, FOV=20x24cm) ou “fast spin echo” T2
ponderadas (espessura de 4mm, angulo de excitagdo de 120° , TR=6800, TE=129, matriz de 252x328,
FOV=21x23cm); FLAIR (TR= 8500 e 2000 ou 100 e 2200, TE=72 ou 90, matrix= 256 X 296 ou 250 X 256,
FOV= 200 X 220 ou 220 x 220 mm); 3) Imagens no plano axial FLAIR (TR= 8500 e 2000 ou 100 e 2200,
TE=72 ou 90, matrix= 256 X 296 ou 250 X 256, FOV= 200 X 220 ou 220 x 220 mm); 4.) Aquisicdes em 3D
obtidas no plano sagital “gradiente echo” T1 ponderadas com espessura de 1mm, angulo de excitagédo de
35° TR=22, TE=9, matriz de 256x220, FOV=230x250 cm, pixel 1x1; 5) Espectroscopia obtida no plano
sagital, em regido supraventricular posterior, na regiao frontal e nos hipocampos (“Shriming-press”, TE=135,
TR=1500, angulo de excitagdo 900 , nex=1, matriz de 20x1024, FOV=5x2cm; “Water supression calibration”:
TE=135, TR=1500, angulo de excitagdo 900 , nex=1, matriz de 20x1024, FOV=5x2cm; “Aquisition Press”:
TE=135, TR=1500, angulo de exitagao 900 ,
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nex=160, matriz de 20x1024, FOV=5x2cm; “Reference scan”: TE=135, TR=1500, angulo de exitagédo900 ,
nex=8, matriz de 20x1024, FOV=5x2cm; 5. Difusdo: obtida no plano sagital, axial e coronal com espessura
de 6mm (TR/ TE = 8000 ms/100 ms, b = 0 and 900 mm2 s_1, matrix 128x128, 5 mm espessura,); 6) Imagem
de magnetizacéo: foram obtidas por gradiente echo (TR=640, TE=12, =200) com e sem pulso de saturagéo.
Ajustes e pequenas modificagdes nos parametros de imagens foram realizadas ap6s aquisi¢cdo dos
primeiros pacientes e controles. O estudo volumétrico das estruturas de substancia branca e cinzenta e das
lesGes em substancia branca foi realizado por um método semiautomatico, desenvolvido no Laboratério de
Neuroimagem do Departamento de Neurologia da FCM - UNICAMP e também por programas de
segmentacado de imagens, comerciais e publicos disponiveis no

laboratorio de neuroimagem. O padrao de normalidade foi obtido pela analise quantitativa e qualitativa das
estruturas de interesse dos voluntarios sadios. O pré-processamento dos dados obtidos através da MRS
sera realizado por ferramentas computacionais a serem desenvolvidas durante o projeto de doutorado e
devera permitir a selegdo automatica de um subconjunto de espectros de interesse, adquiridos no
hipocampo e na substancia branca utilizando a técnica de MRSI. O método fara a localizagéo espacial dos
espectros na imagem de ressonancia magnética; a utilizagdo das mascaras binarias de segmentagéo do
hipocampo obtidas em T1 e a selegcdo automatica de um subconjunto de espectros de interesse. Além disso,
os espectros selecionados serdo combinados na forma de uma média simples ou ponderada, antes de sua
quantificacdo. A quantificagdo de metabdlitos a partir da MRSI sera feita por programas desenvolvidos por
terceiros: TARQUIN [40] e LCModel [41].

Critérios de incluséo:

Foram incluidos pacientes consecutivos com diagnostico de ES segundo os critérios estabelecidos pelo
American College of Rheumatology - ACR [42] e acompanhados rotineiramente nos ambulatérios UNICAMP
e que concordem em participar do projeto de pesquisa.

Critério de Excluséao:

Foram excluidos os pacientes que: 1) Nao teve diagnostico definitivo de ES; 2) Apresentaram
contraindicagdes para realizagdo dos exames como presenga de marca passo ou clipes metalicos; 3)
Pacientes com claustrofobia (ndo conseguiram realizar os exames de imagem).

Metodologia de Analise de Dados:

As diferentes frequéncias serdo analisadas pelo teste de Qui quadrado. A corregéo de Yates e o teste exato
de Fischer serao utilizados quando necessario. As variaveis ndo numeéricas serao avaliadas por testes nao

paramétricos apropriados, a depender das caracteristicas das variaveis
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obtidas no final do estudo.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Foram apresentados a Folha de Rosto, assinada pelo Coordenador de Assisténcia-Hospital de Clinicas-
Unicamp, o documento com Informagdes Basicas do Projeto e o projeto detalhado. Foi apresentado também
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do projeto original (CAAE: 0882.0.146.000-11), aprovado em
27Setembro2011.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Informacdes Basicas do Projeto:

Pendéncia 1:

Consta que os riscos sado: O possivel desconforto relacionado ao exame de ressonancia é o ruido
intermitente durante os primeiros 15 minutos. Depois disso o ruido serd muito menor. O pessoal técnico
providenciara tapas-ouvido para me deixar mais confortavel. Nao existem efeitos nocivos associados com a
ressonancia magnética dentro das condigdes utilizadas atualmente".

Perguntas: os exames de ressonancia ja ndo foram realizados em outro estudo? Neste estudo serdo
realizados novos exames utilizando esta técnica? Se néo, informar que nao ha riscos previsiveis em
participar desta pesquisa.

Resposta:

Nesse projeto serdo utilizados exames de ressonancia magnética adquiridos em estudo prévio, aprovado
pelo CEP da UNICAMP (CAAE: 0882.0.146.000-11), dessa forma, nao haverd riscos previsiveis em
participar dessa pesquisa. A corregao foi realizada na Plataforma Brasil na se¢éo Informagdes Basicas do
Projeto.

Pendéncia 2:

O Sistema CEP/Conep entende que ndo ha estudos sem custo nenhum. Sempre havera necessidade de
algum grau de investimento, ainda que minimo. N&o é razoavel imaginar, por exemplo, que um pesquisador
faca o seu estudo sem registrar as informag6es em algum formulario ou outro instrumento, o que exige
investimento financeiro.

Resposta:

Foi adicionado no projeto as seguintes despesas: 10 exames de ressonancias magnéticas, Xerox,
encadernacdo e confecgao de posters. A corregao foi realizada também na Plataforma Brasil na se¢do 5 —
QOutras informagdes >> Orgamento Financeiro:

Adendo:

Pendéncia 3

Informamos que a incluséo do aluno Danilo Rodrigues Pereira, junto ao protocolo de pesquisa
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anteriormente aprovado pelo CEP, devera ser realizado através de emenda via papel junto ao CEP e nao
através da Plataforma Brasil, pois o mesmo foi aprovado anteriormente a criagéo da Plataforma Brasil.
Resposta:

Solicitacéo feita via papel e enviado ao CEP.

Parecer CEP anteriormente aprovado:

Pendéncia 4:

O numero correto de aprovagao do protocolo de pesquisa anteriormente aprovado pelo CEP é:
CAAE:0882.0.146.000-11. No item desenho do documento "Informagdes Basicas do Projeto" e no projeto
detalhado contemplam CAAE: 2014800011.solicitamos que as informagdes sejam uniformizadas.
Resposta:

Correcao foi realizada no item desenho do documento "Informacdes Basicas do Projeto" e no projeto
detalhado na versao 2 (projeto_detalhado.pdf)

Consideragoes Finais a critério do CEP:

- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra,
por ele assinado.

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagéo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apés analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagao, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagndstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto €, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a
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Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também

a mesma, junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatorios parciais e final, em formulario préprio do CEP, devem ser apresentados ao CEP, inicialmente
seis meses apods a data deste parecer de aprovagao e ao término do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 18/01/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1021968.pdf 15:09:46
Qutros Carta_Resposta_Parecer_CEP.pdf 18/01/2018 | Simone Appenzeller | Aceito
15:08:31

Projeto Detalhado / | projeto_detalhado.pdf 17/01/2018 |Simone Appenzeller | Aceito

Brochura 01:12:25

Investigador

Folha de Rosto folha_rosto_Danilo.pdf 06/12/2017 |Simone Appenzeller | Aceito
09:13:12

Recurso Anexado |adendo_cep.pdf 27/10/2017 |Simone Appenzeller | Aceito

pelo Pesquisador 09:05:31

Parecer Anterior 1_parecer_aprovacao_inicial_CEP.pdf 27/10/2017 |Simone Appenzeller | Aceito
08:59:09

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 27/10/2017 |Simone Appenzeller | Aceito

Assentimento / 08:57:54

Justificativa de

Auséncia

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao
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CAMPINAS, 26 de Fevereiro de 2018

Assinado por:
Maria Fernanda Ribeiro Bittar

(Coordenador)
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Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Anexo 1: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

AVALIACAO DO ACOMETIMENTO NEUROPSIQUIATRICO NA ESCLEROSE
SISTEMICA

Namero do CAAE: 0882.0.146.000-11

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario de uma pesquisa. Este
documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar
seus direitos como participante e é elaborado em duas vias, uma que devera ficar com
vocé e outra com o pesquisador.

Por favor, leia com atengao e calma, aproveitando para esclarecer suas dividas.
Se houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las
com o pesquisador. Se preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus
familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Nao havera nenhum tipo de
penalizagdo ou prejuizo se vocé ndo aceitar participar ou retirar sua autorizagdo em

qualguer momento.

Justificativa e objetivos:

Existem poucos estudos com esclerose sistémica no Brasil. Desta forma, ha
caréncia de estudos com esta populagdo. O presente estudo tem como objetivos
determinar a prevaléncia de depressdo, ansiedade, alteracbes cognitivas, recorréncia
familiar, atividade fisica e prejuizos olfativos da esclerose sistémica. Associar as
alteragbes detectadas nos testes com o exame de ressondncia magnética. A
identificacdo e quantificacdo desses parametros, podem eventualmente melhorar da
qualidade de vida, e do diagndstico como também levar a um melhor tratamento para
0s pacientes com esclerose sistémica.

Procedimentos:

Participando do estudo vocé esta sendo convidado a: preencher questionarios
que avaliam sintomas de ansiedade, depressdo, aspectos cognitivos e qualidade de
vida; entrevistas sobre a recorréncia familiar de esclerose sistémica e atividade fisica;

teste que avalia a capacidade olfativa, e exame de ressonancia magnética (RM).

Observacoes:

« (O exame de ressonancia magnética é semelhante a uma tomografia. Vocé sera
colocado em uma maca e sera movido lentamente para dentro do aparelho de
ressonancia magnética. Um alto falante dentro da sala possibilitara a constante
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comunicacdo com as pessoas responsaveis pelo exame. Durante todo o tempo
o pessoal médico e paramédico poderao ouvi-lo, podendo interromper o0 exame
se necessario; por exemplo, se durante o exame se sentir mal ou com
claustrofobia. O procedimento pode durar entre 40 a 90 minutos. Durante a
primeira parte do exame ouvira ruidos, tipo marteladas, por alguns minutos
enquanto o aparelho faz as imagens do seu cérebro. O restante do exame sera
relativamente silencioso. O exame de RM sera repetido a cada dois anos para
comparacao ou mais frequentemente se os médicos julgarem necessario repetir
a ressonancia.

¢ A avaliacdo da fungdo olfatéria é uma técnica ndo invasiva que utiliza um
dispositivo semelhante a uma caneta com diversos odores. Esta técnica é capaz
de identificar prejuizos na capacidade olfatéria e classificar o individuo com
anosmia (perda total da capacidade olfativa) e hiposmia (diminuicdo da
capacidade olfativa).

¢ Os questionarios para investigar sintomas de ansiedade, depressao e alteragao
cognitiva serao de multipla escolha.

¢ As entrevistas serdo realizadas com perguntas claras e objetivas.

¢ Os testes serdo aplicados no dia do exame de RM realizado no equipamento
da Unicamp, e sera repetido apos dois anos. Os testes e 0 exame RM terdo
duracao total de até 2h.

¢ Na&o vai haver nenhuma forma de reembolso de dinheiro, jA que com a

participacdo na pesquisa vocé nao vai ter nenhum gasto.

Desconfortos e riscos:

Vocé nao deve participar deste estudo se nao quiser preencher os questionarios;
nao informar sobre o histérico familiar; ndo quiser ser entrevistado sobre a frequéncia
de atividade fisica, ndo realizar o teste da capacidade olfativa, apresentar marca-passo
cardiaco, clipe de cirurgia para aneurisma cerebral ou qualquer outro objeto
metdlico no corpo, que tenha sido implantado durante uma cirurgia ou alojado em no
corpo durante um acidente, pois estes podem parar de funcionar ou causar acidentes;
ou nao querer fazer o exame de ressonancia magnética.

O possivel desconforto relacionado ao exame de ressonancia € o ruido
intermitente durante os primeiros 15 minutos. Depois disso o ruido sera muito menor.
O pessoal técnico providenciard tapas-ouvido para me deixar mais confortavel. Nao
existem efeitos nocivos associados com a ressonéncia magnética dentro das condicbes
utilizadas atualmente. O possivel desconforto do teste da capacidade olfativa é o odor

nao ser agradavel para o individuo.
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Beneficios:

N&o sera obtida nenhuma vantagem direta com a sua participa¢ao nesse estudo.
Contudo, os resultados desse estudo podem, em longo prazo, oferecer vantagens para
os individuos com Esclerose Sistémica, possibilitando um melhor diagnéstico e um
tratamento mais adequado. Os resultados do exame de ressonancia magnética,
ficardo a disposicao dos médicos responsaveis pelo seu tratamento, e poderdo ser Uteis
no futuro. Este estudo ir4 auxiliar na ampliacdo do entendimento sobre a esclerose
sistémica.

Acompanhamento e assisténcia:

O paciente incluido neste estudo faz acompanhamento no ambulatério
de reumatologia da Unicamp e continuara mesmo ap6s o encerramento do estudo. Caso
sejam detectadas situagdes que indiguem a necessidade de uma intervencio (médica,
pedagoégica, nutricional, psicoldgica, fisioterapica, fonoaudiologia, etc), serdo tomadas
as devidas providencias e o0 paciente sera encaminhado para especialidade
correspondente.

Sigilo e privacidade:

Vocé tem a garantia de que sua identidade sera mantida em sigilo e nenhuma
informacdo sera dada a outras pessoas que nao facam parte da equipe de
pesquisadores. Na divulgacao dos resultados desse estudo, seu home ndo sera citado.
Deste modo, todas as informagdes médicas decorrentes desse projeto de pesquisa
farao parte do seu prontuario médico e serdo submetidos aos regulamentos do HC-
UNICAMP referentes ao sigilo da informacao médica. Se os resultados ou informacgdes
fornecidas forem utilizados para fins de publicagdo cientifica, nenhum nome sera

utilizado.

Ressarcimento e Indenizacao:

A participagao deste estudo é voluntaria sem beneficios financeiros. Entretanto
vocé terd a garantia ao direito a indenizagdo diante de eventuais danos decorrentes da
pesquisa.
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Contato:

Em caso de davidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a
Professora Dra. Simone Appenzeller, departamento de clinica médica e/ou ambulatério
de reumatologia da Unicamp, laboratério de reumatologia telefone (019) 35217886 e
telefone (019) 3521-7372 que estara disponivel para responder todas as duvidas,
questdes e preocupacdes. Em caso de recurso, dlvidas ou reclamacdes contatar a
secretaria da Comissdo de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas - UNICAMP, tel.
(019) 3521-8942. Em caso de denuncias ou reclamacoes sobre sua participacao e sobre
questOes éticas do estudo, vocé podera entrar em contato com a secretaria do Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da UNICAMP das 08:30hs as 11:30hs e das 13:00hs as
17:00hs na Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP;
telefone (19) 3521-8936 ou (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

O papel do CEP é avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as
pesquisas envolvendo seres humanos. A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP), tem por objetivo desenvolver a regulamentacdo sobre protecdo dos seres
humanos envolvidos nas pesquisas. Desempenha um papel coordenador da rede de
Comités de Etica em Pesquisa (CEPs) das instituicées, além de assumir a fungéo de
orgao consultor na area de ética em pesquisas.

Consentimento livre e esclarecido:

Apds ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos,
métodos, beneficios previstos, potenciais riscos e o incOmodo que esta possa acarretar,
aceito participar e declaro estar recebendo uma via original deste documento assinada
pelo pesquisador e por mim, tendo todas as folhas por nos rubricadas:

Nome do (a) participante:

Contato telefénico:

e-mail (opcional):

Data: / /
(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu RESPONSAVEL LEGAL)
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Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboracdo do protocolo e na obtengdo deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma
via deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP
perante o qual o projeto foi apresentado e pela CONEP, quando pertinente.
Comprometo-me a utilizar o material e 0os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente
para as finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento dado pelo
participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)
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Anexo 3 - Avaliacdo Cognitiva de Montreal (MoCA)

MONTREAL COGNITIVE ASSESSMENT (MOCA) Nome: Data de nascimento: _{__/
Versdo Experimental Brasileira Escolaridade: Data de avaliagao: 1 [/
Sexo: Idade:
o cubo (onze horas e dez minutos)
(3 pontos)

® ®

Fim

@ "/’,' ‘.
® ®

® ® g
©

NOMEACAO

[] [1 | [] [ ] [] |_»

Contorno  Numeros Ponteiros

3
m Leia a lista de palawas, Rosto Veludo Igreja Margarida |Vermeho
0 sujeito de repeti-la, e o
faga duas tentativas tentative ¢%o
Evocar apds 5 minutos 23 tertativa
ATENCAO Leia a seqiéncia de nimeros 0 sujeito deve repetir a seqiincia em ordem direta [ ] 21854
(1 ndmero por segundo) 0 sujeito deve repetir a seqi¥ncia em ordem indireta [ ] 742 .
Leia a série de letras. O sujeito deve bater com a mao (na mesa) cada vez que ouvir a letra “A”. Nao se atribuemn pontos se = 2 eros.
[ ] FBACMNAAJKLBAFAKDEAAAJAMOFAAB _n
Subtragéo de 7 comegando pelo 100 [ ] 93 [ ] 86 [ ] 79 [ ] 72 [ ] 65
4 ou 5 subtragies 3 pontos;2ou 3 2 1 ta 1 ponto; 0 comreta 0 ponto
LINGUAGEM Repetir: Eu somente sei que é Jodo 0 gato sempre se ok baixo do
quemsera ajudado hoje. [ ] Sofa quando o cachoro esta na sala. [ ] 2
Fluéncia verbal: dizer o maior ndimero possivel de palavras que comecem pela letra F (1 mi [ ] (H = 11 palavras) N
ABSTRAC-&O Semehanga p. ex. entre banana e laranja = fruta [ ] trem - bicicleta [ ] relégio - régua /2
EVOCACAO Deve recordar Rosto Veludo Igreja Margarida |Vermehol
TARDIA as palavras Pontuagéo 5
SEM PISTAS [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] apenas para
- = evocagdo
OPCIONAL Pista de categoria SEM PISTAS
Pista de miltipla escoha
OR ACAO [ ] Dia do més [ ] Més [ ] Ano [ ] Dia da semana [ ] Lugar [ ] Cidade /6
©Z. Nasreddine MD www.mocatest.org TOTAL y 130
Versao experimental Brasileira: Ana Luisa Rosas Sarmento sggﬂ;}dﬁe 512 anos
Paulo Henrique Ferreira Bertolucci - José Roberto Wajman =
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Anexo 4 - Inventéario de Depresséao de Beck (BDI)

Nome:

Idade: Data: / /

Este questionario consiste em 21 grupos de afirmagdes. Depois de ler cuidadosamente cada grupo, faga um circulo
em tomo do numero (0, 1, 2 ou 3) proximo a afimagao, em cada grupo, que descreve melhor a maneira que vocé
tem se sentido na semana, incluindo hoje. Se varias afimagdes num grupo parecerem se aplicar igualmente bem,
faga um circulo em cada uma. Tome cuidado de ler todas as afimagdes, em cada grupo, antes de fazer sua

escolha.

0 Né&o acho que esteja sendo punido
1 Acho que posso ser punido
2 Creio que vou ser punido

3 Acho que estou sendo punido

0 N&o me sinto triste 7 Néo me sinto decepcionado comigo mesmo
1 Eu me sinto triste Estou decepcionado comigo mesmo
2 Estou sempre triste e ndo consigo sair disto Estou enojado de mim
3 Estou tao triste ou infeliz que ndo consigo suportar Eu me odeio
0 Né&o estou especialmente desanimado quanto ao 8 x . 3
futuro N&o me sinto de qualquer modo pior que os outros
. . Sou critico em relacdo a mim por minhas fraquezas ou
1 Eu me sinto desanimado quanto ao futuro s
2 Acho que nada tenho a esperar .
Eu me culpo sempre por minhas falhas
3 Acho o futuro sem esperancas e tenho a impresséo
. - Eu me culpo por tudo de mal que acontece
de que as coisas ndo podem melhorar
0 N&o me sinto um fracasso 9 x . .
N&o tenho quaisquer idéias de me matar
1 Acho que fracassei mais do que uma pessoa comum _ = )
Tenho idéias de me matar, mas ndo as executaria
2 Quando olho pra tras, na minha vida, tudo o que .
. Gostaria de me matar
posso ver € um monte de fracassos
Eu me mataria se tivesse oportunidade
3 Acho que, como pessoa, sou um completo fracasso
N&o choro mais que o habitual
0 Tenho tanto prazer em tudo como antes 10 g
o ) ) Choro mais agora do que costumava
1 N&o sinto mais prazer nas coisas como antes
x ] Agora, choro o tempo todo
2 N&o encontro um prazer real em mais nada
o ) Costumava ser capaz de chorar, mas agora ndo
3 Estou insatisfeito ou aborrecido com tudo ) P ) 9
consigo, mesmo que o queria
11 N&o sou mais irritado agora do que ja fui
0 N&o me sinto especiaimente culpado ) ) - . .
P P Fico aborrecido ou irritado mais facilmente do que
1 Eu me sinto culpado grande parte do tempo costumava
2 Eu me sinto culpado na maior parte do tempo Agora, eu me sinto irritado o tempo todo
3 Eu me sinto sempre culpado N&o me irrito mais com coisas que costumavam me
irritar
12 N&o perdi o interesse pelas outras pessoas

Estou menos interessado pelas outras pessoas do
que costumava estar

Perdi a maior parte do meu interesse pelas outras
pessoas

Perdi todo o interesse pelas outras pessoas
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13 | 0 Tomo decisdes tdo bem quanto antes 18 T - .
0 © meu apetite nfo esta pior do que o habitual
1 Adio as tomadas de decisBes mais do que costumava i
1 Meu apetite ndo € tdo bom como costumava ser
2 Tenho mais dificuldades de tomar decisdes do que S
antes 2 Meu apetite &€ muito pior agora
3 Absolutamente ndo consigo mais tomar decisdes 3 Absolutamente ndo tenho mais apetite
14 0 Néo acho que de qua'quer modo parego plor do que 19 0 Nﬁo tenho perdido muito peSO se é que perdi algum
antes recentemente
1 Estou preocupado em estar parecendo velho ou sem 1 Perdi mais do que 2 quilos e meio
atrativo 2 Perdi mais do que 5 quilos
2 Acho que ha mudangas permanentes na minha 3 Perdi mais do que 7 quilos
aparéncia, que me fazem parecer sem atrativo »
Estou tentando perder peso de propésito, comendo
3 Acredito que parego feio menos: Sim Néo
15 20 | 0 Né&o estou mais preocupado com a minha salde do
que o habitual
0 ?OSSD trabalharifo bem quanka antes 1 Estou preocupado com problemas fisicos, tais como
1 E preciso algum esforgo extra para fazer alguma coisa dores, indisposi¢éo do estdmago ou constipagéo
2 Tenho que me esforgar muito para fazer alguma coisa 2 Estou muito preocupado com problemas fisicos e &
= . ' dificil pensar em outra coisa
3 Na&o consigo mais fazer qualquer trabalho
3 Estou tio preocupado com meus problemas fisicos
que ndo consigo pensar em qualquer outra coisa
16 | 0 Consigo dormir tdo bem como o habitual 21 . :
0 Né&o notei qualquer mudanga recente no meu
1 Né&o durmo tdo bem como costumava interesse por sexo
2 Acordo 1 a 2 horas mais cedo do que habitualmente e 1 Estou menos interessado por sexo do que costumava
acho dificil voltar a dormir . .
2 Estou muito menos interessado por sexo agora
3 Acordo varias horas mais cedo do que costumava e g .
x - - 3 Perdi completamente o interesse por sexo
n&o consigo voltar a dormir
17 | 0 Néo fico mais cansado do que o habitual

Fico cansado mais facilmente do que costumava
Fico cansado em fazer qualquer coisa

Estou cansado demais para fazer qualquer coisa




Anexo 5 — Inventario de Ansiedade de Beck (BAI)

INVENTARIO DE ANSIEDADE DE BECK - BAI

114

Nome:

Idade:

Data:

/ /

Abaixo esta uma lista de sintomas comuns de ansiedade. Por favor, leia cuidadosamente cada item da lista.
Identifique o quanto vocé tem sido incomodado por cada sintoma durante a semana, incluinde hoje, colocando um

]

X" no espago correspondente, na mesma linha de cada sintoma.

Absolutamente
nao
(0 pontos)

Levemente
N&o me
incomodou muito
(1 ponto)

Moderadamente
Foi muito
desagradavel mas
pude suportar
(2 pontos)

Gravemente
Dificilmente pude
suportar
(3 pontos)

Dorméncia ou formigamento
Sensagéo de calor

Tremores nas pernas

Incapaz de relaxar

Medo que acontega o pior
Atordoado ou tonto

Palpitagédo ou aceleragéo do coragéo

Sem equilibrio

© o0 N o o & L b 2

Aterrorizado

=y
o

. Nervoso

-
-

. Sensacdo de sufocagido

=y
o

. Tremores nas maos

-
w

. Trémulo

-
-9

. Medo de perder o controle
. Dificuldade de respirar

=
o o

. Medo de morrer

. Assustado

=  —a
o =~

. Indigestdo ou desconforto no abdémen

=
w

. Sensagéo de desmaio

[a+]
o

. Rosto afogueado

[ ]
ey

. Suor (ndo devido ao calor)




