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RESUMO

Pitombeira, MS. Imagem PET de processos relacionados a esclerose multipla: estudo clinico
[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2022.

INTRODUCAO: Perfis distintos de neuroinflamacio e de conteudo de mielina sdo descritos
dentre os fenotipos da esclerose multipla (EM), tanto na substancia branca (SB) quanto cinzenta
(SC). A imagem de tomografia por emissdo de poésitrons (do inglés, Positron Emission
Tomography - PET) pode ajudar a desvendar as nuances desses processos patoldgicos in vivo
nos diferetes estagios de incapacidade. OBJETIVO: Analisar o perfil de ativagdo microglial e
conteudo de mielina em uma coorte de pacientes com EM e um grupo de controles saudaveis
(CS), com énfase na diferenciacio dos fendtipos. METODO: Imagens PET utilizando
[M'CIPK 11195 e [''C]PIB (do inglés, Pittsburgh Compound B) foram adquiridas em um sistema
hibrido de PET e ressonincia magnética (RM) 3T, para caracterizar, respectivamente, o perfil
de células da resposta imune inata e o conteido de mielina em 47 pacientes com EM e 18 CS.
Para a analise baseada em volume de interesse (VOI), o volume de distribui¢ao (Vr) do
[''CIPK11195 foi determinado usando a fungdo de entrada arterial corrigida para metabdlitos,
enquanto a razao de volume de distribui¢do (DVR) do [!'C]PIB foi estimada usando uma regido
de referéncia individual extraida por um algoritmo especifico. Uma anélise baseada em voxels
também foi realizada usando Statistical Parametric Mapping. A incapacidade funcional foi
avaliada pela Escala Expandida do Estado de Incapacidade (EDSS), a Multiple Sclerosis
Functional Composite, e o Symbol Digit Modality Test (SDMT). RESULTADO: Na anélise
baseada em VOI, a captagdo de ['!C]PIB (DVR) diferiu entre pacientes ¢ CS no corpo caloso
(P = 0,019), enquanto nio foram observadas diferengas na capta¢do de [''C]PK11195 (V7).
Além disso, ndo foram observadas correlagdes ou associagdes entre os dois tragadores dentro
dos VOI analisados. Na analise baseada em voxel, maior captagdo de [''C]PK11195 foi
observada difusamente na SB ao comparar o fendtipo progressivo e CS, e menor captacao de
['!C]PIB foi observada em certas regides de SB ao comparar o fendtipo remitente-recorrente e
CS. Nenhum dos tragadores foi capaz de diferenciar os fenotipos a nivel de voxel ou VOI em
nossa coorte. Modelos de regressao linear ajustados para idade, sexo e fendtipo demonstraram
que maior incapacidade no EDSS estava associado a uma maior captagdo de ['!C]PK11195
(V1) e menor captagdo de [!'C]PIB (DVR) no corpo caloso (P = 0,001; P = 0,023), caudado (P
= 0,015 ; P = 0,008) e lesao T2 total (P = 0,007; P = 0,012), enquanto melhor desempenho
cognitivo no SDMT foi associado a maior captagio de [!'C]PIB (DVR) no corpo caloso (P =
0,001) e menor captagdo de [''C]PK11195 (V1) (P = 0,013). CONCLUSAO: Um perfil de
ativagao difuso de células da resposta imune inata e uma perda acentuada de mielina nas lesdes
T2 e regides proximas aos ventriculos foi observada nos pacientes com EM. Esses processos
patologicos parecem ocorrer de forma independente, estando ambos associados a maior
incapacidade, tanto em estruturas de SB quanto de SC. Nenhum dos tracadores foi capaz de
diferenciar os fenotipos de EM a nivel de VOI ou voxel em nossa coorte.

Descritores: Esclerose multipla; Tomografia por emissdo de poésitrons; Neuroinflamagao;
Micréglia; Mielina; Incapacidade.



ABSTRACT

Pitombeira MS. PET imaging of multiple sclerosis-related processes: clinical study [thesis].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2022.

INTRODUCTION: Neuropathological studies have demonstrated distinct profiles of
neuroinflammation and myelin injury in the white matter (WM) and gray matter (GM) among
different multiple sclerosis (MS) phenotypes and disability stages. Positron Emission
Tomography (PET) using specific tracers may uncover the in vivo molecular pathology and
broaden the understanding of the disease heterogeneity. OBJECTIVE: To analyze the
microglia profile and myelin content using PET imaging in a cohort of patients with multiple
sclerosis (relapsing—remitting and progressive phenotypes) and a group healthy control (HC),
with an emphasis on differentiating MS phenotypes. METHOD: We used the 18-kDa
translocator protein (TSPO) tracer ['!C]PK11195 and [!'C]PIB (Pittsburgh Compound B) PET
images acquired in a hybrid PET/MR 3 T system to characterize, respectively, the profile of
innate immune cells and myelin content in 47 patients with MS and 18 HC. For the volume of
interest (VOI)-based analysis of the dynamic data, ['!C]PK 11195 distribution volume (V1) was
determined for each subject using a metabolite-corrected arterial plasma input function while
['!C]PIB distribution volume ratio (DVR) was estimated using an individual reference region
extracted by a supervised clustering algorithm. A voxel-based analysis was also performed
using Statistical Parametric Mapping. Functional disability was evaluated by the Expanded
Disability Status Scale (EDSS), Multiple Sclerosis Functional Composite (MSFC), and Symbol
Digit Modality Test (SDMT). RESULT: In the VOI-based analysis, [!'C]PIB DVR differed
between patients and HC in the corpus callosum (P=0.019) while no differences [''C]PK 11195
Vt were observed in patients relative to HC. Furthermore, no correlations or associations were
observed between both tracers within the VOI analyzed. In the voxel-based analysis, high
[M'C]PK 11195 uptake was observed diffusively in the WM when comparing the progressive
phenotype and HC, and lower [!'C]PIB uptake was observed in certain WM regions when
comparing the relapsing—remitting phenotype and HC. None of the tracers were able to
differentiate phenotypes at voxel or VOI level in our cohort. Linear regression models adjusted
for age, sex, and phenotype demonstrated that higher EDSS was associated with an increased
[M'CIJPK 11195 V1 and lower ['!C]PIB DVR in corpus callosum (P = 0.001; P = 0.023), caudate
(P=0.015; P=0.008), and total T2 lesion (P = 0.007; P = 0.012), while better cognitive scores
in SDMT were associated with higher ['!C]PIB DVR in the corpus callosum (P = 0.001), and
lower [M'CJPK11195 V1 (P = 0.013). CONCLUSION: Widespread innate immune cells
activated profile and marked loss of myelin in T2 lesions and regions close to the ventricles
was observed in patients with MS. These pathological processes seem to occur independently,
and are associated with greater disability, both in SB and SC structures. None of the tracers
were able to differentiate phenotypes at the voxel or VOI level in our cohort.

Descriptors: Multiple sclerosis; Positron emission tomography; Neuroinflammation;
Microglia; Myelin; Disability.
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A esclerose multipla (EM) ¢ caracterizada por uma patogénese complexa que envolve
simultaneamente neuroinflamac¢do, desmielinizagdo e degeneragdo axonal, sendo esses
processos patologicos determinantes para o surgimento de diferentes perfis de incapacidade
entre os pacientes que vivem com a EM (1, 2). Os eventos inflamatérios agudos sdo a marca
registrada do fendtipo recorrente-remitente (EMRR) e se manifestam clinicamente através de
sintomas neurologicos focais ou surtos. Patologicamente, a lesdo classica da EM caracteriza-se
por um processo de desmielinizagao ativa mediado por células da resposta imune adaptativa.
Contudo, evidéncias robustas demonstram o acumulo focal de células da resposta imune inata,
como a micrdglia, que desempenha um papel importante na remog¢ao dos debris de mielina,
etapa de apoio ao processo de remieliniza¢do em diferentes estagios lesionais (3, 4).

No entanto, diversos padrdes de ativagdo microglial tém sido descritos em estudos
neuropatoldgicos, e muitos destacam uma ativacdo cronica e difusa das células da resposta
imune inata como uma caracteristica em todos os estagios da doenga. Mais especificamente,
essa ativacdo cronica, determinando um padrdo de inflamagdo compartimentalizada no SNC,
parece contribuir para o acimulo de incapacidade, especialmente no fen6tipo progressivo da
EM (EMP) (5, 6). Adicionalmente, a perda do comportamento homeostatico da microglia
parece estar associada a atividade de doenca, além do potencial impacto na remielinizagdo
devido a alterag@o da interagdo saudavel entre microglia e oligodendrocitos (7-9).

No tocante ao potencial de remieliniza¢do do sistema nervoso central (SNC), diferengas
regionais sdo descritas, potencialmente devido a variabilidade na distribuicdo anatomica de
oligodendrocitos, células precursoras de oligodendrocitos (do inglés, oligodendroglial
precursor cells — OPCs) e células-tronco neurais (10). Por exemplo, as regides periventriculares
sdo de maior interesse em relacdo ao processo de mielinizagdo e remielinizacdo, uma vez que
as células-tronco neurais, localizadas principalmente na zona subventricular do ventriculo
lateral, tétm um maior potencial para estimular a oligodendrogénese, ja demonstrado em
modelos animais (11, 12). Além disso, uma maior eficiéncia de remielinizagcdo de lesdes na
substancia cinzenta (SC) cortical foi observada quando comparado as lesdes de substancia
branca (SB), e ¢ possivel que as diferengas nas subpopulagdes de OPCs e o perfil microglial
nas diferentes regides anatdmicas do SNC tenham papel importante nessa heterogeneidade (13).

Além da variabilidade na capacidade de remielinizagdo, graus distintos de
desmielinizagdo sdo observados nas lesdes de SB e SC cortical, onde um padrdo menos
inflamatorio ¢ observado. Essa heterogeneidade também se aplica as regides de SC profunda
dos nucleos da base, que apresentam um fendtipo microglial especifico e mostram um padrao

intermediario de ativagdo de células da resposta imune inata (14). Estudos demonstram uma
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alta prevaléncia de lesdes na SC profunda desde os estagios iniciais, particularmente no nicleo
caudado, o que parece estar associado a maior incapacidade funcional e comprometimento
cognitivo nos pacientes com EM. Fatores que tornam a SC profunda um alvo interessante para
ampliar o conhecimento sobre o brago neurodegenerativo da patologia (15, 16).

A imagem de ressonancia magnética (RM) ¢ convencionalmente utilizada para
monitorar a atividade da doenga e carga lesional na rotina clinica e no ambiente de pesquisa.
Entretanto, a RM convencional ¢ incapaz de avaliar tais processos inflamatdrios cronicos
associados a imunidade inata, e, apesar dos crescentes avancos nas técnicas de imagem, sua
especificidade para determinar o grau de desmielinizacdo em lesdes e nos tecidos de aparéncia
normal permanece em debate (17, 18). Os métodos de imagem molecular t€ém a capacidade de
avaliar processos bioldgicos e patoldgicos in vivo, e podem contribuir para aumentar a nossa
compreensdo sobre os perfis clinicos dos pacientes com EM.

Diversos estudos utilizando a imagem de tomografia por emissdo de pdsitrons (do
inglés, Positron Emission Tomography - PET) buscam abordar esta relacdo intrincada entre
neuroinflamagdo e neurodegeneracdo através de tragadores direcionados a proteina
translocadora de 18 kDa (TSPO), sabidamente superexpressa na micréglia ativada em modelos
animais (19). Estudos em pacientes com EM utilizando a imagem de PET TSPO tém
demonstrado diferengas entre os fenotipos EMRR e EMP, colocando essa técnica de imagem
como potencial preditor de progressao doenga (20-22). Adicionalmente, a imagem PET usando
o Composto B de Pittsburgh (do inglés, Pittsburgh Compound B - PIB), que se liga a
conformacdo 3 da proteina basica de mielina de maneira semelhante a qual se liga as placas
amiloides extracelulares, tem sido aplicada para avaliar a integridade de mielina, e estudos
clinicos demonstraram associa¢des entre mudangas dinamicas do conteudo de mielina e
incapacidade funcional em pacientes com EM (23-25).

Deste exposto, entender a relacdo entre neuroinflamagao cronica e conteudo de mielina
compreendendo as particularidades anatomicas e individuais ¢ fundamental para ampliar o
entendimento sobre o risco de progressdo de incapacidade e, em ultima analise, otimizar o
manejo clinico da EM, especialmente nos estdgios progressivos da doenga. Até o presente
estudo, essa relacdo ndo havia sido avaliada simultaneamente in vivo por meio de imagem
molecular e, considerando as mudangas patologicas altamente dindmicas e as variagdes
interindividuais na EM, uma abordagem combinada tem o potencial de adicionar informagdes
valiosas sobre como esses processos patologicos determinam incapacidade funcional. Parte dos
resultados desta tese demonstrando as associagdes entre imagem PET e medidas de

incapacidade ja foi publicada, como indicado no Anexo 1 (26).



2. OBJETIVOS
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2.1.  Objetivo geral

Analisar o perfil de neuroinflama¢do e conteido de mielina utilizando imagens de
PET/RM com dois radiofarmacos distintos ['!C]PK 11195 e ['!C]PIB, respectivamente, em uma
coorte de pacientes com esclerose multipla (fendtipos recorrente-remitente € progressivo) € um

grupo de controles saudaveis, com énfase na diferenciacdo entre os fenotipos.

2.2.  Objetivos especificos

v" Explorar associag¢des entre o perfil de ativagdo de células imunes e contetido de
mielina em pacientes com EM e os dados clinicos e de incapacidade funcional;

v' Diferenciar os processos patologicos predominantes nas lesdes presentes na RM e nos
tecidos de aparéncia normal quanto a inflamagao e/ou perda de mielina de acordo com
os achados das imagens PET;

v’ Avaliar a atividade clinica e incapacidade funcional longitudinalmente apos doze

meses e explorar associagdes com os dados de imagens de PET/RM.



3. REVISAO DE
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3.1.  Caracterizacdo da Esclerose Multipla e seus fenétipos clinicos

A esclerose multipla (EM) ¢ a doenga inflamatoria cronica mais prevalente do sistema
nervoso central (SNC), acometendo cerca de 2 milhdes de pessoas no mundo (27). Afeta
predominantemente individuos jovens e cursa com sintomas neurologicos que podem se
manifestar em surtos, no fenoétipo recorrente-remitente (EMRR), ou com instalagdo insidiosa,
no fenédtipo progressivo (EMP) (1). E uma condigdo com curso e sintomas bastante
heterogéneos, podendo incluir alteracdo visual, sensitiva, comprometimento motor, distirbio
esfincteriano, fadiga, dor e déficit cognitivo. A variedade de manifestacdes clinicas
correlaciona-se com a disseminag¢do no tempo e no espaco do acometimento patoldogico em

pontos diferentes do SNC (28).

A EM predomina em regides de clima temperado e no hemisfério Norte, sendo uma das
principais causas de incapacidade em mulheres jovens nessas regides. E, portanto, uma
condi¢do que gera um importante impacto socioeconémico, uma vez que a idade média do
inicio dos sintomas € entre a segunda e terceira décadas, periodo decisivo para o planejamento
familiar e de carreira na vida do individuo (29). Apesar do crescente nlimero de opgdes
terapéuticas, a EM ainda ¢ considerada uma doenga sem cura, com o potencial de reduzir a
sobrevida dos seus portadores e determinar uma mortalidade maior quando comparado a

populagdo geral (30).

Na América Latina, os estudos epidemioldgicos demonstram frequéncias de média a
baixa e uma prevaléncia em ascensdo. Esse fenomeno parece estar associado a diversos fatores,
incluindo o aperfeicoamento dos critérios diagndsticos ao longo do tempo e a maior
disponibilidade de exames de imagem (31). O Brasil segue a mesma tendéncia do continente,
com uma prevaléncia moderada e em aparente ascensdo, como demonstrou Callegaro et. al em
dois estudos epidemioldgicos realizados nos anos 90 na cidade de Sao Paulo, achado
semelhante aos estudos de base populacional da regido escandinava (32-34). Apesar da escassez
de dados epidemiologicos robustos englobando todo o territdrio nacional, estima-se que a
prevaléncia no Brasil varia entre 12 por 100.000 habitantes (regido nordeste) a 27 por 100.000
habitantes (regido sul), o que esta provavelmente relacionado ao gradiente de colonizagao
europeia com maior predomindncia de populag¢do caucasiana nas regides sul e sudeste do pais

(27, 35).
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Variacdes no risco de desenvolver EM observadas em estudos de migracdo, sugerem
que fatores ambientais desempenham um papel importante na patogenia da EM, dentre eles
obesidade, exposicdo solar, status de vitamina D, tabagismo e, reforcado mais fortemente por
evidéncias recentes, a infec¢do pelo virus Epstein-Barr (27, 36). Na América Latina, deve-se
considerar ainda diferentes fatores ambientais como a exposi¢do as patologias tropicais e a
miscigenagdo genética que parece acarretar diferencas fenotipicas, sendo observado, por

exemplo, um perfil mais agressivo da EM na populacao brasileira afrodescente (37, 38).

Para estabelecer o diagnostico de EM, ndo existe um biomarcador especifico, sendo
essencial a exclusdo de outras doengas neuroldgicas e a correta aplicacao dos critérios clinicos
a fim de minimizar o erro (39). Utiliza-se uma série de critérios que se fundamentam no
principio de que lesdes afetam o SNC de forma disseminada no tempo (do inglés, dissemination
in time - DIT) e no espaco (do inglés, dissemination in space - DIS), e essa disseminagdo pode
ser evidenciada através da historia clinica, exame fisico ou exames complementares, sendo a
principal ferramenta complementar a imagem de ressonancia magnética (RM). O critério atual
de McDonald 2017 revisado € util por duas questdes fundamentais: simplifica os achados de
RM para estabelecer o diagndstico e permite que esse seja confirmado no primeiro surto se 0s

critérios de RM e/ou andlise de liquido cefalorraquidiano (LCR) forem preenchidos (40, 41).

Para que o diagnostico de EM seja estabelecido, pelo menos um episodio de surto deve
ser corroborado pelo exame neurologico, ou exame complementar, como uma lesdo
desmielinizante na RM em topografia relacionada a historia ou exame fisico. O surto ¢ definido
por sintomas neurologicos relatados pelo paciente ou sinais observados objetivamente pelo
examinador tipico de um evento desmielinizante de SNC, atual ou prévio, com duracao de pelo

menos 24 horas e na auséncia de febre ou infecgao (40).

Na imagem de RM, caracteriza-se por DIS a presenca de uma ou mais lesdes nas
sequéncias ponderadas em T2 em pelo menos duas de quatro areas: regido periventricular, justa
ou intracortical, infratentorial e medula espinhal. Ressalta-se que as lesdes intracorticais, € nao
somente justacorticais, devem ser avaliadas, uma vez que apresentam alta especificidade para
o diagnoéstico de EM, recomendagdo consonante com o consorcio de especialistas no estudo de

imagem de RM na EM (do inglés, Magnetic Resonance Imaging in MS — MAGNIMS) (42, 43).

A disseminagdo no tempo (DIT) pode ser caracterizada por uma nova lesdo nas
sequéncias ponderadas em T2 ou uma lesdo captante de contraste (gadolinio) em RM de

seguimento em comparagdo com exame de base, independentemente do intervalo entre eles. A
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presenca simultdnea de lesdes assintomadticas captantes e ndo-captantes em RM realizada em
qualquer momento também preenche critérios de DIT (44). Na revisdo de 2017, o painel
internacional acrescenta que a presenca de bandas oligoclonais (BOC) no LCR ¢ equivalente a

DIT e pode ser utilizada para firmar o diagnostico precocemente (40).

Como citado anteriormente, a EM ¢ uma condi¢do extremamente heterogénea do ponto
de vista clinico e, classicamente, a comunidade cientifica a divide em fendtipos baseados na

apresentacao dos sintomas neurologicos (41), sendo estes:

v" Sindrome clinica isolada (SCI): definida como o primeiro episodio clinico sugestivo
de um quadro inflamatério desmielinizante do SNC. Pode ser a primeira
manifestagdo clinica de EM que, contudo, ainda ndo preenche os critérios para
disseminagdo no tempo. Cerca de 85% dos pacientes com SCI convertem-se para
EM, especialmente aqueles que possuem maior nimero de lesdes na RM inicial (45);

v' EM recorrente remitente (EMRR): corresponde a cerca de 85% dos pacientes
portadores de EM e ¢ caracterizada por periodos de surtos, seguido ou nio de
remissdo completa.

v" EM secundariamente progressiva (EMSP): apds cerca de dez a quinze anos, cerca
de 30% dos pacientes com EMRR evolui para a forma SP, caracterizada por piora
lenta e progressiva da incapacidade neurologica ndo relacionada ao surto ou, muitas
vezes, sem a presenca evidente de surtos (46);

v' EM primariamente progressiva (EMPP): cerca de 10 a 15% dos pacientes
manifestam a forma PP, caracterizada por progressdo continuada de incapacidade
neurologica desde o inicio ndo relacionada a surtos, acometendo individuos em

torno da quinta década de vida.

A Figura 1 exemplifica de forma esquematica como o paciente com EM apresenta

incapacidade ao longo do tempo a depender do fendtipo clinico.
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Sindrome clinica isolada EMRR
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Figura 1 - Fenotipos clinicos representados de acordo com a incapacidade ao longo do tempo.

FONTE: Adaptado de Lublin et al. (47)
SIGLAS: EMRR - Esclerose Multipla Recorrente-Remitente; EMSP- Esclerose Multipla Secundariamente
Progressiva; EMPP- Esclerose Multipla Primariamente Progressiva.

Em 2013, uma nova classificagdo fenotipica para EM foi proposta por Lublin et al.,
baseada em uma revisdo da classificacao de 1996 realizada pelo mesmo grupo, além de ressaltar
a importancia de avaliar a presenca de atividade e / ou progressdo de doenca, simplificou a
divisdo fenotipica em EM recorrente-remitente (EMRR) e EM progressiva (EMP), esta ultima
agrupando os fenotipos EMSP e EMPP (47). A avaliagdo da atividade de doenca ¢ realizada
através de critérios clinicos e de imagem, definindo como doenga ativa, a presenca de surtos
clinicos ou novas lesdes na RM de encéfalo (considera-se lesdes contrastadas; novas lesdes T2
ou com aumento inequivoco de volume da lesdo no T2). Recomenda-se avaliagdo periddica de

atividade em um prazo médio de 1 ano.

A progressdo de doenga ¢ definida como piora neurologica ou de incapacidade nao
relacionada aos surtos, objetivamente confirmada em um periodo (sugerido 6 a 12 meses de
observagdo). A inclusdo da atividade de doenca como modificador de fendtipo de evolugdo

clinica, faz com que a divisdo em EM primariamente ou secundariamente progressiva seja
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suprimida, uma vez que os pacientes passam a ser classificados como EM progressiva ou sem

atividade de doenca (47).

Essa nova classifica¢do possibilita identificar, independente do fenotipo recorrente ou
progressivo, quais os pacientes apresentam atividade clinica e/ou radiologica na RM, bem como
progressdo da doenca. Desta forma, espera-se definir melhor os pacientes respondedores ou
ndo as drogas modificadoras de doenga (DMDs), conceito conhecido como ‘“nenhuma
evidéncia de atividade da doeng¢a" (do inglés, No Evidence of Disease Activity - NEDA) (48).
Contudo, o proprio grupo de especialistas ressalta a necessidade de pesquisas e esforcos
continuos para melhor defini¢do dos fendtipos, sobretudo no tocante a neuroimagem e
biomarcadores. H4 ainda a necessidade de melhor caracterizacdo de atividade e progressao de
doenga dentro de cada fendtipo a fim de identificar com maior precisdo os pacientes com
potencial de responder as terapias especificas na pratica clinica, bem como aumentar a
assertividade na selecdo de pacientes e nas medidas de desfechos no cenario dos ensaios clinicos

randomizados (17, 47, 49).

3.2.  Fisiopatologia da Esclerose Multipla

O conceito atual considera a EM uma condi¢do inflamatoéria cronica do SNC de
mecanismo autoimune e, embora evidéncias crescentes sugiram uma forte associagdo entre
predisposicao genética e fatores ambientais, a exata etiologia da EM nao ¢ conhecida (50). De
um modo geral, a EM exibe mecanismos inflamatorios e neurodegenerativos que afetam tanto
substancia branca (SB) quando a substancia cinzenta (SC) do encéfalo e da medula espinhal.
Em fases iniciais da EM, sdo observadas placas ativas caracterizadas por lesdes
desmielinizantes focais com infiltrados inflamatorios perivenulares nas andlises
histopatologicas, onde predominam cé¢lulas da resposta imune adaptativa, tais como linfocitos
T CD4, CDS e linfocitos B CD20 (51). Essas lesdes em placas podem aparecer em todo o SNC,
mas sdo mais facilmente reconhecidas na SB como areas focais de desmielinizagdo, inflamagao

e reagdo glial (1, 28).

O processo inflamatorio que consiste em interagdo e infiltracdo de células T e B esta
invariavelmente presente nas lesdes do SNC independente do fenotipo clinico (EMRR ou EMP)
(50). Classicamente, a EM ¢ considerada um protétipo de doenga mediada por linfocitos T, e

muito desse conceito € derivado do conhecimento acumulado de modelos animais de encefalite
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autoimune experimental (EAE) que se baseiam principalmente na imunizagdo periférica com
antigenos do SNC que favorece a ativagdo de linfocitos T CD4 (52). Além do papel bem
estabelecido dos linfocitos T CD4, os linfocitos T CDS8 parecem ser determinantes para o dano
neuronal uma vez que se acumulam no SNC de pacientes com EM e tém alto potencial
citotoxico e inflamatorio (53). Ainda sobre o papel da resposta imune adaptativa, repetidas
evidéncias confirmam o papel expressivo dos linfocitos B na patogenia da EM, em especial o
sucesso das terapias anti-CD20 (54-56). Agregados de células B nas regides de leptomeninge
sdo encontrados em todos os fendtipos da doenca e parecem contribuir para a
compartimentalizagdo do processo inflamatério e por conseguinte para progressao de doenga

(6, 57).

As células da resposta imune inata, como microglia, macrofagos, células dendriticas e
monocitos circulantes, desempenham um papel determinante nesse processo de inflamagao
cronico e compartimentalizado. Além da fun¢do conhecida de apresentagdo de antigenos,
desempenhada principalmente por macréfagos e células dendriticas, as células da resposta
imune inata t€ém papeis dinamicos e dependentes do estagio da doenga e da localizagao
anatomica. Especialmente a micréglia residente no SNC, apresenta um amplo espectro de
funcdes, que variam desde fagocitose de detritos, relevante para fase de remielinizagdo, até um
estado pro-inflamatorio quiescente e patogénico (58, 59). Mensurar a ativacdo microglial e o
perfil predominante em cada paciente permanece um desafio até o presente momento. Além da
auséncia de biomarcadores especificos e ndo-invasivos, mesmo em estudos
anatomopatoldgicos decorrentes de biopsias de tecido cerebral, o padrao morfolégico sozinho
ndo ¢ totalmente capaz de diferenciar o perfil de ativagdo sendo necessaria em geral uma analise
transcricional mais aprofundada. Estudos recentes sugerem que a mudanca de comportamento
da micrdglia pro-inflamatoria para um estado regenerativo pode auxiliar no processo de

remielinizagdo, tornando a modulagdo da microglia um alvo terapéutico interessante (13).

O processo de desmielinizagdo intenso que se segue ao processo inflamatorio mediado
por células T e a intensa ativacdo microglial, gera estresse oxidativo cronico, podendo levar a
dano mitocondrial e acimulo de ferro, com consequente neurodegeneracao e perda axonal (57,
60). Estudos patologicos em bidpsias e autOpsias indicam que os estagios iniciais da
desmielinizagdo sdo heterogéneos e evoluem ao longo de semanas a meses. Independentemente
do padrao imunologico especifico de desmielinizagdo precoce, a analise das lesdes ativas ao

longo do tempo e do espaco sugere que um mecanismo imune predomina em cada fendtipo e
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que, provavelmente, difere dentre os individuos do mesmo fendtipo, determinado por um perfil

de resposta imune Unico (2, 61).

Lesoes desmielinizadas em regides do cortex cerebral também sdo encontradas nas
analises patoldgicas, sendo fortemente sugestivas de EM desde estagios iniciais da doenga (62).
As lesdes corticais podem ser divididas em 3 subtipos principais: cortico-subcortical,
intracortical e subpial, sendo esta ltima a mais frequentemente observada nos pacientes com
EM. Em associagdo com as lesdes corticais subpiais, um acumulo de células T e B pode ser
observado nas meninges e especula-se que esses agrupados linfoides contribuem de forma
significativa para o dano cortical precoce e continuo na EM (63). Além disso, lesdes em regido
de SC profunda também s3o observadas, contribuindo para uma mudanga de conceito definitiva
sobre a patogenia da EM que deve ser entendida como um processo de neuroinflamagdo e
degeneracdo envolvendo todo o SNC, incluindo a SC cortical e profunda, € ndo s6 a SB (57,

63, 64).

A Figura 2 exemplifica o acometimento difuso da SB e SC cortical e profunda em um
estudo pos-morte de paciente com EM (A e B), seguida de uma imagem representativa de RM
exemplificando as lesdes tipicas na sequéncia FLAIR. Note que a RM convencional tem a
capacidade de detectar claramente as lesdes desmielinizantes focais em SB (no esquema
patolégico em verde), mas € menos sensivel em detectar as lesdes de SC cortical e profunda
(em laranja e azul, respectivamente), bem como os focos difusos de células da resposta imune

inata (pontos em preto).

Figura 2 - Patologia da EM em desenho esquematico e imagem de RM representativa.
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A esquerda, um corte histolégico coronal do cérebro de um paciente com EM. No centro um
desenho esquematico demonstrando os focos de desmielinizagao em SB (em verde), SC cortical
(em laranja) e SC profunda (em azul); os pontos em preto representam focos de inflamagao
difusamente distribuidos no parénquima cerebral. A direita, uma imagem representativa de RM
demonstrando as lesdes de SB visiveis ao método na regido justacortical (seta verde) e

periventricular (setas azul e amarela).

FONTE: Adaptado de Kutzelnigg et al. (6)
SIGLAS: EM - Esclerose Multipla; RM — Ressonancia Magnética; SB — Substancia Branca; SC — Substancia
Cinzenta.

No tocante a traducdo radioldgica do observado na patologia, o comprometimento da
barreira hematoencefilica (BHE), detectado na imagem de RM através de lesdes com realce
pelo agente de contraste paramagnético (Gd), serve como um marcador de atividade da doenga
na rotina clinica. De forma indireta, os infiltrados inflamatdrios perivasculares podem ser
inferidos utilizando-se sequéncias especificas de susceptibilidade magnética para visualizar o
“sinal da veia central”, observado na maioria das lesdes com hipersinal T2 dos pacientes com
EM (65), bem como os anéis de ferro (do inglés, iron rim) decorrentes do depodsito desse metal
em células microgliais na borda de lesdes cronicas ativas (66, 67). E importante pontuar que a
imagem de RM convencional ndo ¢ capaz de mensurar o acometimento dos tecidos de aparéncia
normal, como a SB e a SC de aparéncia normal (SBAN e SCAN, respectivamente), que por
definicdo compreende os tecidos a parte das lesdes visualizadas nas sequéncias de imagem de
RM ponderadas em T2. E, embora a imagem de RM possa identificar com alguma
especificidade o deposito de ferro na microglia perilesional, ela ¢ basicamente insensivel aos

focos de ativagao microglial difusos na SBAN e SCAN.

No tocante aos fendtipos, embora a quebra da BHE seja mais evidente nos pacientes
com EMRR, nenhum desses achados radioldgicos descritos acima ¢ capaz de diferenciar os
fendtipos entre si, pois se sobrepde em ambos os grupos, variando em grau e intensidade e
dependem do tempo de doenca. Adicionalmente, a avaliacdo do dano axonal difuso e do
conteudo de mielina nas lesdes e no tecido de aparéncia normal permanece um desafio, uma
vez que a maioria dos estudos emprega a imagem por tensor de difusdo (do inglés, diffusion
tensor imaging - DTI) ou a transferéncia de magnetizacdo (do inglés, magnetization transfer -
MT), com protocolos de aquisicdo e processamento varidveis, o que dificulta a
reprodutibilidade (68-74). Por fim, a atrofia pode ser mensurada na imagem convencional e ¢

considerada uma medida de dano axonal, contudo entende-se que a atrofia ¢ um desfecho tardio,
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sendo necessdrias mais ferramentas para medir o processo neurodegenerativo continuo que

antecede a redugao do volume das estruturas cerebrais (48, 75).

3.3.  Incapacidade funcional na Esclerose Multipla

A EM representa uma importante causa de incapacidade funcional em adultos jovens,
estando associada a uma reducdo de 7 a 14 anos na expectativa de vida e a um aumento da
mortalidade de cerca de trés vezes, quando comparados com a populacdo geral (76). A
apresentacao clinica sintomatoldgica da EM ¢ heterogénea, sendo os sintomas mais comuns o
déficit motor ou sensitivo em um ou mais membros, disartria, ataxia, vertigem, neurite optica,
neuralgia trigeminal, intolerancia ao calor, fadiga, dor, alteracdes cognitivas e depressdo (1).
De modo geral, um paciente com EM pode acumular incapacidade através de surtos repetidos
da doenga, com recuperacdo incompleta e sintomas residuais. Nesse cenario, os esfor¢os
primordiais se voltam a tratar os surtos de forma efetiva e determinar uma DMD que diminua
a chance de novos eventos e assim o acumulo de deficiéncias com impacto no dia a dia.

Contudo, os pacientes com EM podem também apresentar um acumulo paulatino de
incapacidade independente da presenca de surtos. Esse fendmeno ha muito conhecido da
comunidade cientifica, através do fendtipo progressivo da doenca, seja EMPP ou EMSP (47).
Embora conhecido, ¢ um fendmeno dificil de mensurar, pois se apoia no uso de ferramentas
clinicas mais subjetivas e € por vezes dificil de ser reportado pelo proprio paciente e familiares
uma vez que, diferentemente do surto que ocorre de forma aguda, a progressao ¢ classicamente
insidiosa e lenta levando muitas vezes a um viés de percepcao (77, 78). Nesse cendrio, em
vigéncia de um estudo clinico que se proponha a avaliar progressdo, ¢ necessario ampliar ao
maximo os ambitos funcionais avaliados, bem como definir critérios do que serd considerado
progressao, piora ou flutuagdo da incapacidade (79-81).

Classicamente a incapacidade funcional na EM ¢ medida através da escala de
incapacidade expandida de Kurtzle (do inglés, Expanded Disabilty Status Scale - EDSS), que
com base em um exame neurologico direcionado, divide e pontua os sistemas funcionais de
acordo com o grau de severidade do acometimento. A escala EDSS varia de 0 a 10, sendo 0
sem alteragdes perceptiveis ao exame neuroldgico e 10 morte associada & EM (82). Os estudos
de historia natural e coortes mais classicas ressaltam 2 pontos de corte importantes na escala
EDSS, sendo a pontuacdo 3 (moderada incapacidade) e a pontuagdo 6 (necessidade de apoio

unilateral para deambular) universalmente aceitas como degraus criticos na evolu¢do de um
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paciente com EM (46, 83). A Figura 3 demonstra os niveis de incapacidade medidos pelo

EDSS.
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Figura 3 - Incapacidade funcional medida pela escala EDSS.

FONTE: Adaptado de Kurtzle et al. (82)
SIGLAS: EDSS - Expanded Disabilty Status Scale.

Por ser a escala mais tradicional, o EDSS ¢ amplamente utilizado em estudos e ensaios
clinicos com medida de desfecho. Contudo, nos tltimos anos, muitos questionamentos surgiram
a respeito da capacidade do EDSS de mensurar de forma acurada e ampla a incapacidade
funcional, uma vez que ¢ uma escala muito focada na fun¢d@o motora de membros inferiores e
deambulacdo. Vale ressaltar que a discussdo sobre as medidas de incapacidade e avaliacdao de
progressao e piora na EM, tem se tornado ainda mais imperativa, uma vez que nos ultimos anos,
passou-se a ter terapias com a proposta de retardar o avango da doenca em pacientes com EMP
(55, 84). A saber, o fendtipo progressivo ndo dispunha de nenhuma alternativa de terapia
especifica até recentemente, ficando reservados aos pacientes com EMRR a totalidade dos
tratamentos aprovados em ensaios clinicos com ac¢do no braco inflamatdrio da patologia (85).
Nesse cendrio, o debate sobre avaliacdo correta da incapacidade se faz extremamente
importante, tanto para identificar corretamente os pacientes que se beneficiariam de tais
terapias, quanto para mensurar a resposta ou nao ao tratamento, o que teria impacto direto nos
riscos e no custo do plano terapéutico.

Adicionalmente, com a ampliacdo do entendimento a respeito das alteragdes cognitivas

precoces e presentes na EM, tornou-se mais premente a inclusdo de outros métodos de avaliagao
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funcional (81, 86). Nesse contexto, a escala MSFC (do inglés, Multiple Sclerosis Functional
Composite) foi proposta como métrica adjuvante, uma vez que avalia velocidade motora de
membros superiores, além da velocidade de deambulagdo, e soma ainda uma medida de
avaliagdo cognitiva, o Paced Auditory Serial Addition Test (PASAT) (87, 88). Além do
PASAT, outro teste consagrado para avaliar velocidade de processamento, ¢ o Symbol Digit
Modalities Test (SDMT) que vem sendo amplamente utilizado pela facilidade de aplicacdo e
interpretagdo (89). Uma vez que o PASAT sofre impacto da escolaridade e pode ser uma tarefa
estressora, 0 SDMT ¢ facil e rapido e pode ser aplicado pela equipe multidisciplinar, sendo uma
ferramenta atraente para o rastreio de declinio cognitivo na populacdo com EM.

Por fim, nos ultimos anos, uma discussdo sobre progressdo silenciosa mesmo nos
pacientes com fendtipo EMRR tem sido debatida e o conceito de progressao independente de
surto (do inglés, progression independente of relapses — PIRA) tem se superposto ao conceito
de piora associada ao surto (do inglés, relapse associated worsening — RAW), como principal
causa de acimulo de incapacidade nos pacientes com EM em todos os fendtipos (90, 91).
Evidéncias de grandes bancos de dados provenientes de ensaios clinicos randomizados,
sugerem que em se utilizando ferramentas clinicas mais acuradas, a maioria dos pacientes com
EM piora da incapacidade mesmo na auséncia de evento clinico focal bem definido ou sem
atividade radiologica classicamente medida pela RM (92). Essas observacdes levantam
questionamentos importantes sobre as ferramentas de avalia¢do, tanto clinicas quando
radioldgicas atuais, e apontam a necessidade de se buscar novos biomarcadores de imagem que
possam ampliar a nossa compreensao sobre como o paciente com EM adquire incapacidade ao

longo da vida.

3.4. Métodos de neuroimagem em Esclerose Multipla

3.4.1. Imagem de Ressonancia Magnética

Atualmente, a imagem de ressondncia magnética (RM) desempenha um papel bem
definido no diagnéstico e acompanhamento de eficécia e seguranga do tratamento dos pacientes
com EM. Além do monitoramento na rotina clinica, a RM convencional, incluindo imagens
ponderadas em T2, T1 e pos-gadolinio, figura entre os principais desfechos de ensaios clinicos
nas ultimas duas décadas (43, 44). Considerando que a atividade de RM ¢ muito mais frequente
que a atividade clinica, 0 monitoramento por RM ¢ comumente somado a avaliagdo neuroldgica

no desenho dos estudos. Isso tem grande impacto nos ensaios clinicos randomizados para novas
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DMDs, uma vez que utilizar a imagem de RM como desfecho primério, pode vir a reduzir o

nimero de pacientes recrutados, a duragdo do estudo e, consequentemente, o custo total (93).

Um ponto sensivel e de constante debate ¢ a incapacidade da RM de detectar
completamente o processo fisiopatoldgico subjacente as alteragdes de imagem. Uma vez que a
RM demonstra primariamente alteracdes do conteudo de agua nos tecidos, o que ocorre tanto
no processo inflamatorio, quanto em processos de desmielinizacdo ou remielinizagdo, torna-se
um desafio determinar qual deles predomina em cada lesdo pela imagem convencional. As
lesdes da EM, caracteristicamente com hipersinal nas imagens ponderadas em T2, podem
refletir diferentes estados histopatologicos das placas como, por exemplo, uma "placa sombra"
(do inglés, shadow plaque) desmielinizada ou uma lesdo completamente remielinizada.
Entretanto, a alteracdo do contetido de mielina a qualquer tempo no decorrer da doenga ja pode
alterar a intensidade de sinal na RM e as técnicas de imagem convencionais ndo sio capazes de
definir a extensdo do processo de remielinizagdo ou remielinizacdo a nivel lesional. Além das
limitacdes na caracterizacdo do estado inflamatério e de conteudo de mielina das lesdes
evidentes na SB, a RM convencional também se mostra insuficiente para a avaliar o grau de
comprometimento na SB de aparéncia normal (SBAN) e na substancia cinzenta (SC) cortical,

sabidamente afetadas pela doenga nos estudos patologicos (94).

Ademais, o desenvolvimento de drogas neuroprotetoras e que induzam remielinizagao
¢ dificultado pela falta de métodos capazes de quantificar adequadamente o conteudo e/ou
integridade de mielina usando uma abordagem reprodutivel em todo o mundo. Essa questao ¢
extremamente relevante no contexto das alteragdes neurodegenerativas na EMP, onde ¢ ainda
mais dificil mensurar a resposta terapéutica devido a menor frequéncia de atividade da doenca
nos estudos por RM convencional (95). Uma vez que na doenga progressiva a presenga de
quebra de BHE com lesdes captantes de Gd ou mesmo o de surgimento de novas lesdes na
imagem ponderada em T2 ¢ menos comum, as atengdes se voltam a medidas de atrofia global
ou segmentar, como em regido de cortex, tdlamo ou medula cervical para avaliar progressao
(75, 96, 97). Contudo, o processo de atrofia tem relacdo direta com o grau de degeneragao
axonal e ¢ possivel que essa seja uma medida tardia do processo neurodegenerativo, e talvez
um ponto em que a intervengao terapéutica pode ndo ser tao eficaz. Portanto, biomarcadores de

imagem alternativos se fazem necessarios especialmente nessa populagdo.

Diversas técnicas complexas de RM tém sido exploradas e incorporadas em ensaios
clinicos como desfechos secundérios a fim de melhor avaliar os processos patologicos

subjacentes. A imagem por tensor de difusdo, do inglés Diffusion Tensor Imaging (DTI), e a



35

taxa de transferéncia de magnetizagdo, do inglés Magnetization Transfer Ratio (MTR), por
exemplo, sdo utilizadas para abordar de forma mais especifica e quantitativa os tecidos
mielinizados, na tentativa de detectar pontos de alteracdo no conteudo e/ou integridade da
mielina que podem ser mais sensiveis para prever incapacidade a longo prazo (68, 98-100).
Contudo, mesmo essas técnicas avangadas apresentam, por vezes, correlagdes insatisfatorias
nas analises histopatologicas e ndo ha até o momento consenso sobre utiliza-las em contextos

clinicos.

3.4.2. Imagem de Tomografia por Emissdo de Positron

A imagem molecular, em particular a tomografia por emissao de pdsitron (do inglés,
Positron Emission Tomography - PET), ¢ uma ferramenta ndo invasiva capaz de gerar uma
imagem funcional com alta sensibilidade e boa resolucao, fornecendo informagdes quantitativas
sobre processos fisiologicos e bioquimicos in vivo sem interferir no sistema estudado
diretamente. A especificidade da imagem PET para cada tecido estd diretamente relacionada a
natureza do tracador utilizado. Para tal, ¢ injetado um radiofdrmaco capaz de emitir pdsitrons
que ao encontrar elétrons presentes no tecido sofrem um fendmeno conhecido como
aniquilacdo, emitindo dois raios gama de 511 keV de energia em sentidos opostos que, por sua
vez, sdo detectados pelo anel (360°) de detectores do equipamento PET. A imagem
tridimensional ¢ entdo reconstruida computacionalmente (Figura 4).
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Figura 4 - Desenho esquematico detalhando a aquisi¢do da imagem PET.

FONTE: adaptado de Turkheimer et al. (101)
SIGLAS: PET - Positron Emission Tomography.
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A aquisi¢do da imagem PET ¢ classicamente antecedida a uma imagem de tomografia
computadorizada (TC) como base anatomica para corre¢ao de atenuacgdo dos tecidos, contudo
a imagem de TC ndo ¢ suficientemente sensivel ou especifica para a maior parte das patologias
neurologicas e diversos estudos nesse cenario somam a imagem de PET/TC a uma imagem de
RM adquiridas em tempos diferentes. Na ultima década, uma atencao crescente foi dedicada a
imagem multimodal e equipamentos integrados de PET e RM com aquisi¢ao simultanea tém
sido explorados em diversos campos. Os sistemas hibridos de PET/RM tém a vantagem de
avaliar a estrutura cerebral, metabolismo, perfusdo e atividade neuronal simultaneamente, ou
seja, nas mesmas condi¢des fisiologicas e, portanto, ampliar a percepg¢do dos processos

patologicos considerando o seu dinamismo.

No contexto da EM, faz-se ainda mais interessante o uso de ferramentas com o potencial
de avaliar diversos processos patologicos in vivo e de forma simultanea dada a complexidade
da condi¢do e o dificil acesso a material histopatologico. Considerando tratar-se de uma
condi¢do predominante em pacientes jovens € 0s riscos inerentes a bidpsia cerebral, grande
parte do conhecimento patoldgico acumulado advindo de estudos histologicos ¢ decorrente de
analises post-mortem, onde predominam casos com tempo prolongado de doenga, ou biopsias
de casos de EM com comportamento pseudotumoral, que corresponde a uma minoria da
populagdo. Diversos estudos t€ém demonstrado resultados promissores no tocante a utilizacao
da imagem PET no contexto da EM, destacando o seu potencial na pratica clinica dentro da
perspectiva da medicina personalizada (102-104). De fato, a EM ¢ uma doenga complexa e
diversos processos patoldgicos podem ser alvo de avaliagdo por imagem molecular com o
intuito de ampliar o entendimento da heterogeneidade desses fendmenos em diferentes

fenotipos e fases da doenca (Figura 5) (105).
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Figura 5 - Alvos potenciais para imagem molecular na EM e marcadores PET

correspondentes para ativagdo microglial e contetido de mielina.

FONTE: adaptado de Bauckneht et al. (105).
SIGLAS: EM — Esclerose Multipla; PET - Positron Emission Tomography; FDG — Fluordeoxiglicose; TSPO -
18kDa translocator protein.

Dentre os processos patologicos presentes na EM a neuroinflamagao ¢ o mais estudado
e abordado do ponto de vista terapéutico. Existem mais de quinze drogas modificadoras de
doenga (DMDs) aprovadas até hoje e, apesar dos diferentes mecanismos de agdo, quase a
totalidade dessas drogas agem prioritariamente no componente inflamatoério mediado pela
resposta imune adaptativa, reduzindo o niimero de surtos e a formagao de novas lesdes (40).
Vale ressaltar que o conceito de detec¢do de inflamagdo utilizados nos ensaios clinicos
randomizados dessas medicagdes ¢ baseado essencialmente nas imagens de RM que, como
discutido anteriormente, se baseia no surgimento de novas lesdes nas imagens ponderadas em
T2 ou lesdes captantes de contraste. Essa abordagem deixa duas questdes fundamentais em
aberto: 1) a identificagdo dos pacientes com EMP com maior probabilidade de responder a
imunoterapias; 2) biomarcadores adequados para dar suporte ao desenvolvimento de

tratamentos neuroprotetores e neurorreparadores.

A proteina translocadora de 18 kDa, também conhecida como TSPO (do inglés, /8kDa
translocator protein), foi identificada como um dos alvos de imagem PET mais promissores
para mensurar neuroinflamac¢do em diversas patologias (101, 106). A proteina TSPO nao
funciona necessariamente como um "receptor" no sentido convencional, mas participa do
processo de permeabilidade da membrana mitocondrial, estando minimamente expressa de

forma ubiqua no cérebro humano saudavel associado a varios processos fisioldgicos. Quando
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super expressa coincide seletivamente com a ativagdo das células da resposta imune inata em
modelos animais o que determinou uma série de investimentos em tragadores TSPO para estudo
de neuroinflamag¢ao, contudo ainda ¢ uma questdo de debate se a observagao feita em modelos
animais pode ser completamente transposta para o cérebro humano (105, 107, 108). Ademais,
estudos em modelos animais sugerem que essa ativacao microglial ¢ predominantemente pro-
inflamatoria (do tipo M1), no entanto, as implica¢des praticas desse achado em humanos ainda
ndo sdo claras, pois a existéncia dos estados M1 e M2 (anti-inflamatorio) de ativacao microglial
no processo patoléogico em humanos ¢ mais complexo e provavelmente estad dentro de um

espectro rapidamente mutavel e que transita entre esses dois polos (59, 109).

A primeira visualizagdo in vivo da expressdo de TSPO foi realizada através de imagem
de PET utilizando o radiofdrmaco ["'C]PK 11195, um tragcador de primeira geracdo derivado de
isoquinolina carboxamida ["'C]N-butan-2-il-1-(2-clorofenil)-N-metilisoquinolina-3-
carboxamida. O uso do ["'C]PK 11195 apresenta alguns desafios, dentre eles, a necessidade de
um ciclotron in-house, devido a marcagdo com o radioisdtopo carbono-11 (''C) de meia-vida
ultra curta (20,4 min), e a impossibilidade de determinar um tecido de referéncia para
quantificagdo das imagens, uma vez que TSPO ¢ expresso em todo o cérebro (101, 110). O
tecido de referéncia ¢ uma regido onde ndo ha captacdo especifica do radiofarmaco e a ligagao
inespecifica ¢ semelhante a das regides de interesse, além disso a captagdo no tecido de
referéncia ndo deve ser afetada pelo processo patologico, sendo necessarios estudos ex vivo para
validagdo do mesmo. No contexto da EM sabe-se que o processo inflamatdrio compromete
virtualmente todo o SNC dificultando essa determinacdo. Na auséncia de um tecido de
referéncia, o valor de captacdo padronizado, do inglés Standardized Uptake Value (SUV),
comumente utilizado na prética clinica para avaliagdo de imagem PET, nao reflete diretamente
a ligacdo especifica do radiofarmaco, sendo necessdria a aplicagdo de um modelo
farmacocinético levando em consideracdo a funcdo de entrada arterial e a metabolizacdo deste
radiofarmaco, o que demanda a coleta de amostras de sangue arterial durante a aquisi¢do da

imagem (101, 111).

Diversos estudos destacam a utilidade potencial da imagem PET com tragcadores TSPO,
como [''C]PK11195, ['""C]PBR28 ¢ ['®F]GE-180, no campo da EM para acessar de forma ndo
invasiva a heterogeneidade neuropatoldgica em lesdes T2 de SB e em SC cortical, sendo, por
exemplo, capaz de detectar areas de ativagdo focal de macrofagos/microglia em pacientes com
EMRR em lesdes com e sem captacdo de contraste na RM (112). Mesmo em fases precoces da

doenga, ja € possivel detectar maior neuroinflamagdo em regides de SBAN e SC profunda de
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nicleos da base em pacientes com SCI (113). Além de diferencas a nivel de lesdo e regido
encefilica, foram observados padrdes distintos entre os fenoétipos, como um aumento mais
pronunciado da captagdo em regido cortical e na SBAN da regido perilesional em pacientes com
EMP, possibilitando a observacdo in vivo de lesdes latentes ou cronicas ativas, do inglés

smoldering lesions, hd muito, bem descritas nos estudos patologicos (1, 22, 114).

Recentemente, foi demonstrado um aumento da expressdo celular de TSPO, sitio de
ligacdo especifica do [""C]PK11195, em cerca de 20 vezes nas lesdes ativas e na borda das
lesdes cronicas ativas, em relagdo a SBAN, em um estudo imunopatologico em se¢des de tecido
de pacientes com EM. Nessa andlise, a expressdo de TSPO foi uniforme entre as células e nao
se mostrou preferencialmente associada a micrdglia pré-inflamatéria. Essas observacdes
estabelecem uma estrutura quantitativa para a interpretacdo do PET TSPO, contudo destacam
a necessidade de uma melhor caracterizacdo neuropatologica da expressdo do TSPO na
fisiopatologia da EM  (107). E vélido ressaltar que diversos estudos com PET TSPO
demonstram correlagdo direta entre maior ativacao microglial em diferentes regides e contextos
a incapacidade funcional, bem como reducdo da captacdo apos tratamento, o que sugere uma
relacdo entre neuroinflamacao, seja ela causa ou epifendmeno, com o status funcional e resposta
terapéutica na EM, corroborando fortemente a possibilidade de se utilizar a imagem molecular

para neuroinflamag¢do como ferramenta preditora de incapacidade (107, 113, 115, 116).

Por sua vez, uma medida acurada in vivo do contetido de mielina ¢ essencial para
aprofundar o conhecimento dos mecanismos subjacentes as lesdes desmielinizantes e para
avaliar os efeitos de tratamentos remielinizantes emergentes. Uma ferramenta com aplicagao
crescente nos estudos de pacientes com EM ¢ o uso da imagem PET com marcadores amiloides
para avaliacdo da SB, uma vez que se ligam homogeneamente a esta, independentemente da
presenca de placas beta-amiloide na SC cortical adjacente. O mecanismo dessa ligacdo € pouco
conhecido, contudo acredita-se que os tracadores amiloides tém afinidade pela estrutura
conformacional beta da proteina basica de mielina, que ¢ semelhante a do peptideo amiloide

(117).

O composto B de Pittsburgh (do inglés, Pittsburgh Compound B - PIB) foi o primeiro
marcador amiloide utilizado para demonstrar lesdes desmielinizadas no cérebro de pacientes
com EM em andlise pos-morte (23). O radiofarmaco ["'C]PIB, utilizado em humanos desde
2004 para identifica¢do de placas beta-amiloides no cortex cerebral de pacientes com Doenca
de Alzheimer, vem sendo empregado para avaliar o contetido de mielina em pacientes com

EM, sendo capaz de demonstrar uma reducdo progressiva de captacdo da SBAN da periferia



40

para o centro das lesoes, refletindo um gradiente de redu¢do de mielina. Além disso, a avaliacao
longitudinal com PET ["'C]PIB foi capaz de estabelecer perfis de remielinizagao individuais
que se correlacionaram com medidas de incapacidade funcional (24). Adicionalmente, foi
demonstrado por Carvalho et. al em modelo de EAE para EMP em primata ndo-humano, a
capacidade do PET ["'C]PIB de evidenciar alteracdo do conteudo de mielina tanto em SB

quanto SC cortical e profunda, ampliando mais ainda o potencial desse tragador na EM (102).

Observou-se ainda em uma coorte de pacientes com EM dita tardia utilizando PET
["'C]PIB uma correlagdo entre pior desempenho cognitivo e menor captagdo em regides de
SBAN e lesoes de SB, contudo sem captacdo aumentada em regido cortical por depdsito
amiloides, sugerindo uma correlacdo entre conteudo de mielina e desempenho das fungdes
mentais superiores. O mesmo grupo correlacionou posteriormente a imagem de DTI com o PET
e os dados sugerem que o PET ["'C]PIB ¢ capaz de mensurar as alteracdes no contetido de

mielina que precedem o declinio cognitivo na EM (25, 118)

Em suma, identificar os processos patoldgicos predominantes em cada paciente através
da imagem molecular in vivo pode auxiliar na predicdo da evolugdo clinica nos diferentes
fendtipos da EM e, consequentemente, definir terapias individualizadas em consonancia com o
conceito de medicina personalizada. A imagem PET pode contribuir no futuro préximo para
preencher a lacuna entre a neuroimagem convencional e a neuropatologia da EM, além de
presumivelmente auxiliar no desenvolvimento de solugdes terapéuticas inovadoras.
Adicionalmente, o potencial de combinar dados de PET com os achados de RM, utilizando um
sistema hibrido de PET/RM, capaz de definir diferentes caracteristicas da doenca de forma nao
invasiva e simultanea, amplia a exequibilidade e reprodutibilidade das linhas de pesquisa nesse

cenario.



4. METODOS
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Este estudo ¢ resultado do projeto “Imagem PET de processos relacionados a esclerose
miltipla: estudo clinico” aprovado pela Comissao de Etica para analise de Projetos de Pesquisa-
CAPPesq (nimero do parecer 2.451.027 — Anexo 2). Todos os participantes leram,
compreenderam e concordaram em participar da pesquisa, assinando o termo de consentimento
livre e esclarecido (Anexo 3). O estudo foi conduzido segundo os preceitos da Declaracdo de
Helsinque, respeitadas as Normas de Pesquisa envolvendo Seres Humanos (Res. CNS 196/96)

do Conselho Nacional de Saude.

4.1.  Desenho do estudo e calculo do tamanho amostral

Este foi um estudo observacional prospectivo de andlise transversal por imagem
multimodal, seguido de uma etapa longitudinal de reavaliagdo clinica e funcional apds 12 meses
da imagem. O célculo do tamanho amostral foi realizado com base nos estudos em modelos
animais de encefalite autoimune experimental (EAE) em ratos que precederam este estudo
clinico (104). Para tal, foi considerado o valor de captag¢do basal de [''C]PK 11195 na imagem
de PET no momento prévio a inducdo da EAE, sendo o SUV de aproximadamente 0,3, e o
maior valor de SUV apo6s a indugdo da EAE, este de aproximadamente 0,5. Utilizando analise
de variancia (ANOVA) para comparacao dos grupos e considerando a maior variabilidade de
SUV obtida entre os animais, no caso 0,15 (desvio padrdo), a amostra necessaria para a
realizacdo do estudo, com poder de 80% e confianga de 95%, seria de cinco pessoas em cada
grupo. Prevendo uma maior variabilidade e complexidade da doenga em seres humanos quando

comparados ao modelo animal de EAE, foi estimado um nimero de 15 individuos em cada

grupo.

4.1.1. Sele¢do de pacientes

Os pacientes foram selecionados a partir do ambulatorio de esclerose multipla do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP),
pela médica neurologista especialista em Neuroimunologia e pesquisadora executante do
projeto (M.S.P.), com apoio da equipe de neurologistas do servico.

Os critérios de inclusdo foram:

v Idade de 18 a 65 anos;

v" Escolaridade igual ou maior que 4 anos;
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v" Diagnostico de EM confirmado pelos critérios de McDonald revisados de 2017(40);

<\

Ser regularmente acompanhado no ambulatério do HC-FMUSP;

v Concordar em participar da pesquisa e assinar o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE — Anexo 3).

Os critérios de exclusdo foram:

v Contraindicagdo a realizagdo de RM: claustrofobia, marca-passo, estimuladores
cerebrais profundos, protese metalica, etc.;

v Gravidez e amamentacio;

v' Limitagdes que ndo os permitissem permanecer no aparelho de PET/RM por cerca
de 70 minutos: tremor, rigidez/espasticidade, distirbio psiquidtrico, etc.;

v Limitag¢des que ndo permitissem a pungdo arterial € venosa em membros superiores:
espasticidade, deformidade, tremor, etc.;

v Uso de corticoide oral ou endovenoso nos 30 dias antecedentes a realizacdo dos
exames de imagem e a avalia¢do neuropsicologica;

v Uso de benzodiazepinicos nas ultimas 4 semanas ou com diagndstico atual de
quadro psiquiatrico sem tratamento;

v Condi¢do clinica grave, tais como insuficiéncia renal, cardiaca, hepatica ou

disfungdo metabdlica grave, que limite a pungdo e/ou a persisténcia longa para

realizacdo de exames.

4.1.2. Selecdo de controles saudaveis

Os controles saudaveis foram recrutados a partir de convite e voluntariado de sujeitos
da comunidade.

Os critérios de inclusdo foram:

v" Idade, sexo e escolaridade controlados a partir da casuistica de pacientes;

v" Concordar em participar da pesquisa e assinar o TCLE.

Os critérios de exclusao foram:

v' Apresentar historia prévia e atual de qualquer doenga do SNC;

v’ Limitagio fisica ou sensorial que impega de realizar a aplicagdo das escalas funcionais
e testes cognitivos;

v Contraindicagdo a realizagdo de RM: claustrofobia, marca-passo, estimuladores
cerebrais profundos, prétese metalica, etc.;

v Gravidez e amamentacio;
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v Limitagdes que ndo os permitissem permanecer no aparelho de PET/RM por cerca de
70 minutos: tremor, rigidez/espasticidade, disturbio psiquiatrico, etc.;

v Limitagdes que ndo permitissem a pungdo arterial ¢ venosa em membros superiores:
espasticidade, deformidade, tremor, etc.;

v" Uso de corticoide oral ou endovenoso nos 30 dias antecedentes a realizagdo dos exames
de imagem e a avaliagdo neuropsicologica;

v Uso de benzodiazepinicos nas ultimas 4 semanas ou com diagnostico atual de quadro
psiquiatrico sem tratamento;

v Condigdo clinica grave, tais como insuficiéncia renal, cardiaca, hepatica ou disfungio
metabolica grave, que limite a pungdo e/ou a persisténcia longa para realizagdo de

€xamecs.

4.2.  Instrumentos e procedimentos

Os participantes foram convidados para fazer parte do protocolo de pesquisa durante
consulta clinica regular no ambulatério de Neuroimunologia do HC-FMUSP, quando pacientes,
ou durante convivéncia em comunidade, quando controles. Apds apresentacdo verbal do
protocolo de pesquisa a ser realizado, o voluntario foi convidado a ler e assinar o TCLE (Anexo
3), em que deu sua anuéncia para uso dos dados coletados em publicagdes cientificas.

De acordo com cronograma, disponibilidade do voluntario e do aparelho de PET/RM,
foi agendada uma data para avaliagdo e aquisi¢do das imagens. Na data agendada, o voluntério
submeteu-se a avaliacdo clinica neuroldgica, avaliagdo neuropsicologica e aos procedimentos

de imagem. O fluxo processual ocorreu conforme esquema da Figura 6.
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Selecao do paciente através de
questionario de recrutamento aplicado no
Ambulatério: critérios de inclusao e
exclusao

!

Aplicacao do TCLE e agendamento
\L — Dia do exame
Puncao arterial

Coleta de 14 amostras para
1°PET/RM ["C]PK11195 determinacao de atividade e

\L analise de metabolitos

Avaliacao clinica e aplicacao
de escalas funcionais

J

2° PET/RM [UC]|PIB

Figura 6 - Fluxograma de atividades nos dias da coleta de dados.

SIGLAS: TCLE - Termo de consentimento livre e esclarecido; PET- Positron Emission Tomography; RM-
Ressonancia Magnética; PIB - Pittsburgh Compound B.

4.2.1. Avaliagdo clinica e funcional

Os participantes foram submetidos a uma avaliacdo clinica e funcional detalhada,
executada preferencialmente no dia da aquisicdo dos exames de imagem e realizada pela
pesquisadora executante e neurologista especialista em neuroimunologia e por neuropsicologa
com experiéncia em doencas desmielinizantes. A avaliacdo incluiu:

Dados sociodemograficos e avaliagdo de comorbidades, adicionalmente histdrico
detalhado de atividade de doencga, progressdo, surtos e tratamento foi coletado dos pacientes
incluidos (Anexo 4). Classificagcdo dos grupos fenotipicos, bem como a avalia¢do de atividade
e progressao de doenca, definida de acordo com os critérios de Lublin et. al (47). Os pacientes

foram categorizados em esclerose multipla fenotipo recorrente-remitente (EMRR) e esclerose
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multipla fenoétipo progressivo (EMP), englobando os fenotipos primariamente progressivo e
secundariamente progressivo.

v Avaliagdo de incapacidade funcional através da Escala Expandida do Estado de
Incapacidade (do inglés, Expanded Disabilty Status Scale - EDSS) (82), que avalia as
fungdes neuroldgicas a partir de oito sistemas funcionais.

Uma medida ampliada de funcionalidade foi realizada utilizando o instrumento Multiple
Sclerosis Functional Composite (MSFC) (87). Os testes que compde a MSFC sido:

v 9 Hole-peg test (9HPT) — é um teste de velocidade psicomotora. A partir de um estojo
com 9 orificios (Figura 7), o participante deve completd-los com 9 pinos de encaixe
perfeito, e, entdo, retird-los do encaixe e devolvé-los ao estojo. E solicitada a execugdo
deste processo por duas vezes com mao dominante e duas com mao ndo dominante, ¢

cronometrado o tempo de execucdo de cada tentativa.

: -_ . ?','-—'*q%“
: — -

-

Figura 7 - Estojo do 9 Hole-Peg Test.

v’ Timed 25-Foot walk (T25FW) — é um teste de velocidade motora de membros
inferiores. Sobre uma pista com 7,62 metros demarcada no chio, o participante ¢
solicitado a caminhar o mais rapido possivel por duas vezes. E cronometrado o tempo
de execugdo de cada caminhada.

V' Paced Auditory Serial Addition Test (PASAT) - é um teste de memoria operacional. A
partir de uma gravacao sonora, sdo apresentados 61 niimeros, de 1 a 9, sendo um numero
a cada 3 segundos. O participante deve somar os valores ditos em sequéncia, de modo
que cada novo numero ¢ somado ao nimero apresentado por ultimo, nunca sendo
somado com o resultado da conta anterior.

Adicionalmente, uma avaliagcdo neuropsicologica utilizando a Brief Repeatable Battery

of Neuropsychological Tests (BRB-N) (119, 120) foi realizada como parte de uma pesquisa
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derivada deste projeto original (Anexo 5). Desta avaliagdo mais ampla o seguinte teste foi
analisado como medida cognitiva além do PASAT:

v Symbol Digit Modalities Test (SDMT) (89) — verséo oral — é um teste de velocidade de

processamento e aten¢cdo. Em uma chave, ha 9 simbolos correspondentes aos digitos de

1 a 9 (Figura 8). Abaixo da chave, sdo apresentados, de forma aleatoria, os mesmos 9

simbolos; o participante deve dizer, em 90 segundos, o maximo de numeros

correspondentes aos simbolos apresentados.

S|r|4|C|>r|C|4(>|+|~(D|F|>|I

Figura 8 - Folha de apresentacdo do Symbol Digit Modalities Test.

Todos os participantes foram submetidos a avaliagdo de imagem multimodal e avaliacao
clinica no momento da inclusdo e convidados para uma reavaliacdo clinica e funcional ap6s 12
meses. A taxa anualizada de surtos (TAS) foi definida na inclusdo considerando o numero total
de surtos e o tempo de doenca em anos e o paciente foi considerado como tendo doenga ativa
se presenca de surtos no ano anterior a inclusdo ou ocorréncia de lesdo com captagdo de
contraste na RM do estudo. A progressdo foi definida na avaliagdo de 12 meses quando
observada qualquer das situacdes a seguir, na auséncia de surtos (79, 86):
v" Aumento de > 1,0 ponto na escala EDSS, se pontuagéo inicial < 5,5;
v" Aumento de > 0,5 ponto na escala EDSS se pontuagdo inicial > 5,5;
v" Aumento de 20% no tempo para execug¢do do teste de caminhada de 25 pés (T25FW)
v" Aumento de 20% no tempo para execug¢io do teste de 9 pinos (9HPT)
A pontuacdo dos testes PASAT e SDMT foram convertidas em z-score ajustados para
idade e escolaridade. Os pacientes com z-score < - 1,5 em ambos os testes foram considerados
com comprometimento cognitivo na inclusdo (119). Uma mudanga no escore bruto de 4 pontos

no SDMT ou uma mudanca de 0,5 desvio padrdo (DP) no PASAT foram consideradas
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mudangas significativas na reavaliacdo apos 12 meses (89). A presenca de surtos ou progressao
na reavaliacdo foram agrupados e considerados eventos clinicamente significativos para a
analise. Todos os testes de avaliacdo funcional foram aplicados em todos os participantes, nas
mesmas condi¢des e pelos mesmos avaliadores experientes (M.S.P. e K.R.C) no decorrer do

estudo.

4.2.2. Produgdo dos radiofarmacos

Os radiofarmacos, ['C]JPK11195 e ['!C]PIB, foram produzidos em um ciclotron
vertical da GE (PET-Trace 880, Uppsala, Suécia) localizado no Centro de Medicina Nuclear do
Instituto de Radiologia do HC-FMUSP, utilizando um modulo de sintese ModularLab da Eckert
& Ziegler (Berlin, Alemanha). Controle de qualidade fisico-quimico e bioldgico foram
realizados para cada lote produzido, seguindo os procedimentos ja estabelecidos e validados na

instituigao.

4.2.3. Aquisi¢do das imagens de PET e RM

As imagens foram adquiridas no Centro de Medicina Nuclear do Instituto de Radiologia
do HC-FMUSP em um equipamento hibrido de PET/RM 3 T (SIGNA, GE Healthcare) com
resolugcdo espacial de aproximadamente 4,0 mm no centro do campo de visdo. Para cada
participante, o radiofarmaco [''C]PK 11195, um tracador TSPO de primeira geragdo, foi usado
para avaliar a ativagdo de células da resposta imune inata, enquanto o radiofarmaco [!!C]PIB
foi usado para avaliar o conteudo de mielina. Os dois exames de PET/RM foram realizados
preferencialmente no mesmo dia, sendo o limite maximo de intervalo entre eles de 15 dias e
minimo de 4 a 5 horas, para devido decaimento radioativo. Ambos os exames de PET foram
adquiridos de forma dindmica com duragiao de 60 minutos.

Antes do inicio do exame de PET com o [!'C]PK11195, uma pung¢do arterial foi
realizada pela médica e pesquisadora executante (M.S.P) para coleta de sangue arterial. A
aquisi¢do comecou simultaneamente a uma inje¢do intravenosa em bolus do radiofdrmaco
administrada em 1 min (dose média + DP de 337,3 + 24,2 MBq em pacientes vs 334,4 + 12,6
MBq em controles, P = 0,6 pelo teste t ndo-pareado). Durante a aquisi¢do dindmica de 60
minutos, 14 amostras de sangue arterial foram coletadas manualmente para determinagdo da

atividade plasmatica e analise de metabolitos, conforme detalhado abaixo.
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A imagem de PET com [!!C]PIB foi igualmente iniciada simultaneamente & injegdo
intravenosa em bolus do radiofarmaco administrada em 1 min (dose média = SD de 3394 +
57,2 MBq em pacientes vs 341,8 £ 24,6 MBq nos controles, P = 0,9 pelo teste de Mann-
Whitney) e adquirida de forma dindmica durante 60 minutos.

Ambas as imagens PET foram reconstruidas usando o algoritmo 3D Ordered Subset
Expectation Maximization (2 iteragdes e 28 subconjuntos) com informagdes de tempo de voo
(do inglés, time-of-flight), seguido de corre¢cdo de atenuacdo baseado em um atlas GE (método
padrdo atual no sistema SIGNA PET/MR) (121). Vinte e um timeframes (6 x 10s,2 x 30, 3
x 1 min, 2 X 2 min, 2 X 3 min, 3 X 5 min, 3 X 10 min) foram reconstruidos e entdo suavizados
com um filtro gaussiano de 3 mm.

As imagens de RM foram realizadas concomitantes a aquisi¢do das imagens de PET, a
excecdo das sequéncias contrastadas, para que o Gd ndo viesse a interferir nas imagens
dindmicas do PET. Sequéncias de RM ponderadas em T1 e T2, incluindo o FLAIR (do inglés,
Fluid Atenuation Inversion Recovery) foram adquiridas em sagital 3D volumétrico utilizando
uma bobina de 24 canais (do inglés, Head Neck Unit - HNU). As sequéncias de RM foram
adquiridas com os seguintes parametros:

v Imagem ponderada em T1 (tempo de repetigdo = 7,6 ms, tempo de eco = 3,1 ms,

tempo de inversdo = 600 ms, angulo de inversdo = 8°, espessura do corte = 1 mm);
v Imagem ponderado em T2 imagem (tempo de repeti¢do = 2500 ms, tempo de eco =
87 ms, comprimento do trem de eco = 120, angulo de inversdo = 90°, espessura do
corte = 1 mm);

v Imagem T2 FLAIR (tempo de repeticdo = 6500 ms, tempo de eco = 140 ms,
comprimento do trem de eco = 220, angulo de inversdo = 90°, espessura do corte =
1,3 mm).

As imagens ponderadas em T1 e FLAIR foram adquiridas pré e pés-injecao de gadolinio
(Gd) (0,05-0,1 mmol/kg) para avaliagdo de lesdes com realce pelo meio de contraste por um
neurorradiologista experiente (C. M. R.).

Todas as imagens dos participantes foram anonimizadas e identificadas por nimero de
protocolo referente a entrada no estudo (P01 a P75), e mantidas em computador com senha
acessivel somente aos pesquisadores diretamente envolvidos no estudo, preservando o sigilo
durante as andlises. As imagens de PET e RM foram analisadas usando o software PMOD
versdao 4.0 e 4.1 (PMOD Technologies Ltd., Zurique, Suica) e Statistical Parametric Mapping
(SPM 8 e 12; http://www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm).
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4.2.3.1.  Pungio, coleta e analise das amostras de sangue arterial

Prévia a realizagdo da puncgdo arterial, os participantes foram avaliados quanto a
circulagdo colateral adequada da mao através do teste de Allen a fim de evitar complicagdes
relacionadas ao procedimento (122). Apds assepsia e anestesia local, um cateter foi posicionado
na artéria radial e um conector valvulado acoplado (Figura 9) a fim de permitir a coleta de
amostras de sangue arterial durante a imagem dinimica de PET/RM com [''C]PK 11195 (123)
Apo6s o término do exame, o acesso arterial foi removido para adequada avaliagdo clinica e

funcional do participante.

Figura 9 - Coleta de sangue arterial a partir de cateter posicionado na artéria radial.

Durante a aquisi¢do da imagem dindmica com ['!C]PK11195, 14 amostras de sangue
arterial foram coletadas para determinacdo da atividade plasmatica e analise de metabolitos,
sendo a primeira coleta no tempo zero (inicio do exame) e a ultima coleta no minuto 60 apos a
injecdo do radiofarmaco, seguindo a seguinte sequéncia: 1 segundo, 10 segundos, 30 segundos,
45 segundos, 60 segundos, 90 segundos, 2 minutos, 3 minutos, 5 minutos, 10 minutos, 20
minutos, 30 minutos, 45 minutos e 60 minutos. Onze das quatorze amostras foram de 2 ml para

determinagdo da atividade plasmatica e trés amostras maiores (20, 45 e 60 minutos), de 5 ml,



51

para quantificacdo de metabolitos, as quais foram realizadas por um profissional quimico
treinado nesta técnica (A.M.S).

As amostras foram centrifugadas por 3 minutos a 3500 G para separacdo do plasma. Ao
plasma centrifugado, foram adicionados 2 ml de acetonitrila para precipitagdo de proteinas.
Ap6s rapida agitagdo manual, a mistura foi centrifugada por 1 minuto a 3500 G. O sobrenadante
foi filtrado com filtro Millex PVDF 0,45um e reservado para utilizagdo posterior.
Aproximadamente 4 ml do plasma preparado foi entdo injetado em um sistema HPLC (do
inglés, High Performance Liquid Chromatography) 1260 Infinity II LC (Agilent, California,
EUA) utilizando fase movel etanol/agua 60/40% e coluna de cromatografia C18 Luna® (5 pum
250 x 4,6 mm, Phenomenex). As corridas tiveram duragdao de 22 minutos, com fluxo de 2,5
ml/min. Um detector BGO (do inglés, Bismuth Germanium Oxide, E&Z, Berlin, Alemanha)
acoplado ao HPLC foi utilizado para determinacdo do sinal radioativo das amostras. Fracdes
das corridas foram coletadas por coletor de fracdes a cada 1 minuto e a atividade radioativa

medida por contador gama automatico (HIDEX, Finlandia) (124).

4.2.3.2.  Processamento das imagens de PET e defini¢cdo dos volumes de interesse

Para a segmentacdo das lesdes, a ferramenta de segmentagdo automadtica, Lesion
Segmentation tool (LST), do software SPM 8 foi utilizada para gerar mascaras individuais
referente as lesdes com hipersinal nas imagens de RM ponderadas em T2 (125). Como essa
ferramenta possui diferentes limiares e algoritmos para detecc¢do de lesdes, a fim de minimizar
eventuais erros na segmentagdo, uma amostra de pacientes com diferentes cargas lesionais foi
selecionada e quatro limiares diferentes foram aplicados usando o algoritmo LGA (do inglés,
Lesion Growth Algorithm) do LST. Apds avaliagdo de neurologista (M.S.P) e
neurorradiologista (C.R.) com experiéncia em esclerose multipla, definiu-se o melhor limiar
(0,1) para segmentacao.

As mascaras de lesdo-T2 geradas, além de caracterizar a distribuicao das lesdes, foram
utilizadas para executar o procedimento de preenchimento, (do inglés, “lesion filling”) das
lesdes com hipossinal nas imagens de RM ponderadas em T1, conhecidas como “black holes”.
Essas lesdes podem ter intensidade de sinal semelhante a substincia cinzenta cortical e/ou
profunda e comprometer a segmentacdo anatdmica baseada nas imagens de RM.

Os volumes de interesse (VOIs) foram definidos com uma abordagem passo a passo
(Maximum Probability Atlas) usando a ferramenta PNEURO do PMOD 4.0 que promove a

segmentacdo anatomica do encéfalo com base na RM individual e em um Atlas humano. As
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imagens ponderadas em T1 preenchidas foram usadas para a segmentacdo individual de
substancia cinzenta, substancia branca e liquido cefalorraquidiano (LCR) usando mapas a priori
do SPM 8. Os VOlIs foram definidos considerando esses mapas individuais de probabilidade de
tecidos baseados em RM, restringindo os VOIs aos voxels com uma probabilidade de pertencer
a substancia cinzenta de pelo menos 50% e uma probabilidade de pertencer ao LCR de no
maximo 50%. Considerando o perfil de acometimento global da patologia, o atlas padrao de
Hammers foi adaptado para segmentar a substincia cinzenta cortical e profunda e a substancia
branca gerando os seguintes VOIs:

v' Substancia cinzenta cortical (SCC)
Nucleo caudado
Talamo
Cortex cerebelar

Corpo caloso (CC)

NN

Substancia branca (SB), englobando toda a substancia branca do cérebro e cerebelo,
exceto, corpo caloso, que foi analisado separadamente como proxy de dano
periventricular.

A mascara de lesdo-T2 foi convertida em VOI utilizando a ferramenta PVIEW do
PMOD 4.0 para ser utilizada na quantificagdo das imagens de PET. O VOI de substancia branca
de aparéncia normal (SBAN) foi gerado subtraindo-se o VOI de lesdo-T2 do VOI de substancia
branca, conforme detalhado a seguir:

v VOI de substancia branca subtraindo-se o VOI de lesdo-T2 = VOI de substancia

branca de aparéncia normal (SBAN).

Todos os VOIs foram inspecionados visualmente pela investigadora principal (M.S.P.)
para garantir uma segmentacao precisa (Figura 10). Além disso, para levar em consideragdo o
efeito do volume parcial nas regides proximas aos ventriculos (corpo caloso e caudado), uma
correcdo de volume parcial baseada em regido, que estende o método da Matriz de
Transferéncia Geométrica (GTM) e realiza uma corre¢ao baseada em voxel, foi aplicada usando

a ferramenta PXMOD do software PNEURO.



53

[M'C]PK11195 ["'C]PIB

Figura 10 - VOISs sobrepostos a imagem de PET com ['C]PK 11195 e [!'C]PIB. Controle para
checagem visual gerado ao final do processamento na ferramenta PNEURO do PMOD

software.

NOTA: Para a segmentagao dos VOlIs foi utilizado um atlas padrdo e a imagem de RM ponderada em T1 de
cada sujeito de pesquisa.

SIGLAS: VOIs —Volumes of Interest; PET- Positron Emission Tomography; PIB - Pittsburgh Compound B;
RM- Ressonancia Magnética.

Finalmente, um total de 7 VOIs foram utilizados nas andlises. Durante o processamento
daimagem PET e RM, também foi extraido o volume total do VOI de les@o, usado como medida
de carga lesional, e o volume intracraniano total (VIT), usado como medida de atrofia cerebral.
O fluxograma completo estabelecido para a geracao dos VOlIs e extragdo das curvas de tempo-
atividade (do inglés, Time Activity Curves - TACs), ¢ descrito abaixo e resumido na Figura 11:

v A imagem T1 de RM, apés preenchimento das imagens com hipossinal em T1 (T1-

preenchido), foi usada como base para a segmentagdo anatdmica. A imagem do
pescoco foi removida para ndo interferir na segmentagdo encefalica. Para a
segmentacao, foi estabelecido dentro da ferramenta PNEURO, empregar o mapa de
3 probabilidades do SPM 8 com uma amostragem de 3 mm, também utilizada na
etapa de normalizagdo (essa imagem normalizada foi usada para segmentacgdo
incluindo nucleos da base);

v" Foi aplicada corre¢do de movimento para toda a imagem dinidmica de PET (21

timeframes), tendo os 11 primeiros timeframes como referéncia e utilizando método
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de interpolacdo com uma taxa de amostragem de 2 pixels e uma suavizagdo
gaussiana de 6 mm;

v A imagem de PET e de RM foram co-registradas usando uma amostragem de 3 mm
como parametro correspondente;

v" Os segmentos do encéfalo foram delineados para criar VOIs considerando mapas de
probabilidade individuais da RM com limiar no modo padrdo da ferramenta (50%
para substancia cinzenta e liquido cefalorraquidiano);

v" Finalmente, os VOIs criados foram usados para definir as TACs para ambas as

imagens PETs, [!!C]PK11195 e ['!C]PIB.

LST (SPM™ 8) PNEURO (PMOD™ 4.0)

2. Segmentagdo g 3. Criagéo dos
anatomica / ' VOIs

1. T1-
) preenchido |
- T\,
— 2. Co-registro

PET dinamico
(0 — 60 min)

1. Segmentag@o: lesdo-T2 3. Defini¢do das TACs

Figura 11 - Fluxograma de analise de imagem usando a ferramenta Lesion Segmentation Tool

(SPM 8) e 0 médulo PNEURO (PMOD 4.0)

SIGLAS: LST - Lesion Segmentation Tool; SPM — Statistical Parametric Mapping; VOIs: Volumes of Interest;
TACs: Time Activity Curves.

4.2.3.3. Analise e quantificagdo das imagens de PET com [''C]PK11195

As curvas de tempo-atividade provenientes do processamento na ferramenta PNEURO
foram empregadas para a analise farmacocinética do ['!C]PK11195 na ferramenta Kinetic
Modeling do PMOD 4.1. Utilizou-se os dados de atividade plasmatica e metabolitos obtidos
durante a aquisi¢do para extrair o volume total de distribuicdo (V1) dos VOIs previamente

determinados. O Vr foi estimado pelo método grafico de Logan com a func¢do de entrada
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considerando atividade plasmatica corrigida para metabolitos radioativos. O tempo de inicio do
ajuste da linha foi fixado em 20 min, considerado como o tempo em que a fase linear (de

equilibrio do radiofdrmaco) foi alcancada.

4.2.3.4. Andlise e quantificagdo das imagens de PET com [!'C]PIB

A analise das imagens de [''C]PIB foi baseada no método grafico de Logan usando um
tecido de referéncia para determinar os valores de razdo do volume de distribuicao (do Inglés,
Distribution Volume Ratio — DVR) de cada VOI. O cerebelo ¢ a regido mais comumente
utilizada como tecido de referéncia em andlise de deposi¢ao amiloide, contudo, considerando a
heterogeneidade individual e o potencial envolvimento de todo o SNC na EM, um método
validado (SUPERPIB software) para extrair uma regido de referéncia para cada sujeito foi
aplicado (126). Brevemente, esse método funciona modelando cada voxel de substancia
cinzenta como a combinag¢ao linear de trés classes cinéticas predefinidas (substincia cinzenta
normal, substancia cinzenta de alta ligacdo especifica e pool de sangue). A fun¢do de entrada
do tecido de referéncia ¢ entdo determinada como a curva de tempo-atividade do VOI
compreendendo todos os voxels com probabilidade de pelo menos 90% de pertencer a classe

de referéncia (127). (Figura 12).
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Figura 12 - Imagem ilustrativa do tecido de referéncia extraido utilizando a ferramenta

SUPERPIB.

Ap0s a extracdo da regido que individualmente melhor representava a referéncia para
cada participante, extrairam-se as curvas de tempo-atividade provenientes do processamento na
ferramenta PNEURO empregadas para a analise farmacocinética do ['!C]PIB na ferramenta
Kinetic Modeling do PMOD (versdo 4.1), utilizando os tecidos de referéncia individuais como
funcdo de entrada e corre¢do no método linearizado de Logan. O horério de inicio do ajuste da
linha foi fixado em 20 minutos, considerado como o tempo em que a fase linear (de equilibrio

do radiofarmaco) foi alcancada. Extrairam-se, entdo, para cada VOI, os valores de DVR.

4.2.3.5. Analise baseada em voxel (Statistical parametric mapping)

Para melhor caracterizar as diferencas de captacdo entre os grupos, mapas de Vr e
potencial de ligacdo (do inglés, binding potential, BPnd) foram gerados a partir das imagens
PET dindmicas com ['!C]PK 11195 e ['!C]PIB, respectivamente, usando a ferramenta PXMOD
do software PNEURO. Posteriormente, uma analise baseada em voxels com SPM 12 (Wellcome
Trust Centre of Neuroimaging, Londres, Reino Unido), rodando em MATLAB R2012a
(MathWorks, Sherborn, Massachusetts) foi realizada.

Primeiramente, tanto os mapas de PET quanto as imagens de RM ponderadas em T1
foram orientados manualmente para colocar a comissura anterior na origem do sistema de
coordenadas tridimensional MNI. As imagens ponderadas em T1 foram processadas usando
Diffeomorphic Anatomical Through Exponenciated Lie Algebra (DARTHEL) e as etapas,
incluindo as mascaras de SB, SC e LCR, usadas na normalizagdo espacial dos conjuntos de
dados de imagem T1 de cada individuo foram entdo aplicadas a ambas as imagens PET a fim
de alcangar a normalizacdo espacial para o espaco MNI (128). Por fim, todas as imagens PET
normalizadas espacialmente foram suavizadas com um filtro Gaussiano de § mm em FWHM.

Modelo de andlise de varidncia (ANOVA) entre grupos e testes t entre dois grupos
ajustados para idade e sexo foram entdo conduzidos para investigar as diferengas na captagao
em ambas as imagens PET separadamente. As estatisticas resultantes foram inicialmente
consideradas com um limiar de P < 0,001 ndo corrigido para comparagdes multiplas no nivel
de voxel e o cluster foi relatado como significativo ao ultrapassar o nivel de Prwe < 0,05 ¢ com
tamanho minimo de 10 voxels. Os achados foram sobrepostos a imagem ponderada em T1

média de cada fendtipo de EM e controles.
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4.3.  Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando SPSS (IBM SPSS Statistics para
Windows, versdo 22.0. Armonk, NY: IBM Corp) e PRISM (GraphPad Software, Inc. Versao
6.01 para Windows). As distribui¢des das varidveis continuas foram avaliadas por valores de
assimetria e curtose, bem como por métodos graficos. Aquelas com distribui¢ao normal foram
apresentados como média + desvio padrao (DP), enquanto os dados com distribuicdo ndo
normal foram apresentados como mediana e minimo-méximo ou intervalo interquartil (Q1/Q3).
As variaveis categoricas foram comparadas usando o teste exato de Fisher. Para variaveis
continuas, foram utilizadas comparagdes de dois grupos, teste t de Student ndo pareado ou teste
de Mann-Whitney, dependendo da distribuicdo dos dados. Para comparagdes de trés grupos,
foram usados os testes ANOVA de uma via ou Kruskal-Wallis seguidos pelo post hoc de
Bonferroni. Para cada VOI predefinido (substancia cinzenta cortical, cortex cerebelar, tdlamo,
caudado, corpo caloso, substancia branca/SBAN e lesdo T2 total), um modelo linear
generalizado ajustado para idade e sexo foi usado para avaliar as diferencas na captacdo de
tracador entre individuos saudaveis controles e pacientes, e entre fendtipos — neste tltimo, o
uso de DMT foi adicionado ao modelo. Para avaliar associagdes entre os dois tragadores dentro
de cada VOI, o teste de correlagdo de Pearson ou Spearman foi aplicado a depender da
distribuicao dos dados.

Para explorar as associacdes entre incapacidade funcional em pacientes com EM e as
variaveis PET, foram aplicados modelos de regressdo linear ajustados para idade, sexo e
fenotipo, incluindo a interagdo entre os dois tragadores para cada VOI. O teste de 9 pinos
(9HPT), o teste de caminhada de 25 pés (T25FW) e o PASAT da MSFC foram considerados
separadamente para avaliar as associagdes entre velocidade de membros superiores, inferiores
e funcdo cognitiva, respectivamente, juntamente com EDSS e SDMT. Um valor extremo de
9HPT, definido como trés vezes o intervalo interquartil abaixo do 1° quartil (Q1) ou acima do
3° quartil (Q3), foi excluido das analises. O indice R? foi relatado como a propor¢do da variancia
explicada pelo modelo, enquanto a forca proporcional de cada preditor independente foi
relatada pelos coeficientes padronizados (B) e respectivo intervalo de confianga de 95%. A

significancia foi estabelecida em P < 0,05 e todas as analises foram bicaudais.



5. RESULTADOS
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A coleta de dados iniciou-se em outubro de 2017 e finalizou em dezembro de 2019.
Foram realizadas 150 aquisi¢des de neuroimagem (PET/RM) em 75 participantes, sendo: 30
pacientes com EMRR, 21 pacientes com EMP e 24 controles saudaveis. Quatro pacientes foram
excluidos das andlises, sendo 2 por dados inconsistentes de sangue para uso como fun¢ao de
entrada para a quantifica¢do do PET com ['!C]PK11195, 1 por artefatos de movimento e 1 por
uso corticosteroides nas 4 semanas anteriores ao exame, que foi relatado somente apos a
realizacdo dos procedimentos. Dos 24 voluntdrios sauddveis que foram recrutados da
comunidade pareados por idade, sexo e anos de educacdo, 6 foram excluidos das anélises, sendo
3 por causa de alteracdes estruturais inesperadas nas imagens de PET/RM, 2 por dados
inconsistentes de sangue para uso como funcdo de entrada para a quantificacdo do PET com
[''C]PK11195, e 1 por conta de aquisigdo incompleta devido a claustrofobia. Assim, a coorte
final incluiu 65 individuos, 47 pacientes com EM e 18 controles saudaveis como demonstrado

na Figura 13.

129 individuos triados
(93 pacientes com EM, 36 CS)

Incluidos (n = 75) ||
51 pacientes com EM (30 EMRR, 21 EMP)
24 CS (pareado por idade, sexo e educagdo)

150 aquisicoes de PET/ RM
75 com [''C]PK11195
75 com [''C]PIB

Excluidos (n = 10)
Dado de sangue inconsistente (4) —
Alteragdes estrutura(i3s)n0 PET/RM em CS
Artefato de movimento (1)
Uso de corticoide reportado a posteriori (1)
Claustrofobia (1)

Populacao do estudo (n = 65)
47 pacientes com EM (28 EMRR, 19 EMP) ]
18 Controles saudaveis

Reavaliacio clinica 12 meses apos a
inclusao

35 pacientes com EM (21 EMRR, 14 EMP)

Figura 13 - Fluxograma do estudo
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SIGLAS: EM- Esclerose Multipla; CS- Controles Saudaveis; EMRR- Esclerose Multipla Recorrente Remitente;
EMP- Esclerose Multipla Progressiva; PET- Positron Emission Tomography; RM- Ressonancia Magnética e
PIB- Pittsburgh Compound B.

Os protocolos excluidos e as respectivas razdes que motivaram as exclusdes estdo

especificadas em detalhes na Tabela 1.

Tabela 1 - Exclusdes do protocolo de pesquisa.

Grupo Sexo Idade Motivo da exclusao
Alteragdes inesperadas no PET com [''C]PIB
CS F 45 anos R . ~
(andmala baixa captacdo cerebral global)
Dados inconsistentes de sangue para utilizacdo como input para a
CS F 23 anos . ~ 1
quantificagdo do PET com [ 'C]PK11195
cs M 26 anos Alter'agéesjnesperadas na RM
(calcificagdes severas em nucleos da base)
Alteracdes inesperadas no PET com [''C]PIB
CS F 56 anos ~ . . . o
(captagdo cortical sugerindo depdsito amiloide)
cs M 51 anos Pr0t9c010 incompleto
(fobia)
Dados inconsistentes de sangue para utilizacdo como input para a
CS F 49 anos . ~ 1
quantificagdo do PET com [ 'C]PK11195
EMP M 51 anos Uso de corticoide' menos de 4 semanas antes da inclusdo
(reportado posteriormente)
EMP M 52 anos Bobina de RM utilizada diferente e artefatos de degluticao (disfagia
grave)
Dados inconsistentes de sangue para utilizagdo como input para a
EMRR M 2 .
32 anos quantificagdo do PET com [''C]PK 11195
EMRR P 36 aos Dados inconsistentes de sangue para utilizacdo como input para a

quantificagio do PET com [''C]PK 11195

SIGLAS: CS- Controle Saudavel; EMP- Esclerose Multipla Progressiva; EMRR; Esclerose Multipla
Recorrente-remitente; F- Feminino; M- Masculino; PET- Positron Emission Tomography; PIB- Pittsburgh
Compound B e RM- Ressondncia Magnética.

5.1.  Caracterizacdo descritiva da amostra

Considerando toda a coorte, ndo houve diferenca entre pacientes e controles em relacao
a idade, sexo, raga e anos de educagdo. Dos 47 pacientes incluidos, 31 eram mulheres com idade
média de 41,3 (+ 10,6) anos e dos 18 controles saudaveis, 13 eram mulheres com idade média
de 42,1 (= 12,2) anos. Em relagdo aos grupos clinicos, 28 pacientes apresentavam o fendtipo
EMRR e 19 o fendtipo EMP, composto por 11 pacientes com EM primariamente progressiva e
8 com EM secundariamente progressiva. Em concordancia com a epidemiologia da patologia,

os pacientes com EMRR eram mais jovens com uma média de idade de 35,8 (£ 7,9) anos,
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quando comparados aos pacientes com EMP que apresentaram uma média de idade de 49,3 (+
8,9) anos (P < 0,001).

No tocante a avaliacdo funcional, os pacientes com EM tiveram pior desempenho
funcional nos testes 9HPT (P <0,001), T25FW (P <0,001) e SDMT (P = 0,017) quando
comparados aos controles sauddveis. Na inclusdo, 7 pacientes foram considerados com
comprometimento cognitivo com base nos testes SDMT e PASAT. Dentre os fenotipos, os
pacientes com EMP apresentaram maior incapacidade quando comparados com os pacientes
com EMRR, com mediana de 6,5 na escala EDSS (P < 0,001), z-score de — 6,5 no 9HPT, (P =
0,002) e z-score de — 10,9 no T25FW (P < 0,001).

Dentre os 28 pacientes com fen6tipo EMRR, a média de tempo de doenca foi de 9 anos,
sendo observado uma mediana de 4 surtos no decorrer da doenca e uma taxa anualizada de
surtos (TAS) de 0,9. Dentre os 19 pacientes com fenotipo progressivo (EMP), a média de tempo
de doenga foi de 12 anos, sendo observado uma mediana de 1 surto no decorrer da doenca e
uma TAS de 0,36, inferior a taxa observada no grupo EMRR (P <0,001). Nos 12 meses prévios
a inclusdo, 10 (35,7%) pacientes com fenotipo EMRR e 3 (15,8%) pacientes com fen6tipo EMP
reportaram surto. Dos 47 pacientes incluidos, 35 pacientes compareceram a reavaliagdo clinica
e funcional apds 12 meses. Desses, 13 apresentaram um evento clinico durante o seguimento,
5 pacientes reportaram surtos e 8 apresentaram progressdo da incapacidade independente de
surtos.

Considerando toda a coorte de pacientes com EM, 18 foram classificados como doenga
ativa na inclusdo (14 EMRR, P = 0,047). Além dos 13 pacientes que reportaram surtos nos 12
meses anteriores a inclusdo, 6 pacientes apresentaram lesdes com captacao de contraste na RM
do estudo, sendo 5 (16,7%) pacientes do grupo EMRR e 1 (5,3%) paciente do grupo EMP
(P=0,384). A carga lesional, mensurada pelo volume de lesdes nas sequéncias de RM ponderada
em T2, teve mediana semelhante, sendo 23,1 ml no grupo EMRR e 29,6 ml no grupo EMP (P
= 0,298). Nao foi observada diferengas no volume intracraniano total (VIT) entre controles e
pacientes, ou entre os fenotipos.

Os tratamentos de rotina foram mantidos durante o estudo, e dos 47 pacientes incluidos
36 (77%) estavam em uso de drogas modificadora da doenca (DMD). Destes, 14 (39%)
pacientes em drogas injetdveis de plataforma (7 em interferon e 7 em acetato de glatiramer),
11(31%) em uso de anticorpo monoclonal (natalizumabe), 8 (22%) em uso de DMDs orais (7
pacientes em fingolimode e 1 em dimetil fumarato) e 3 (8%) usando drogas imunossupressoras
classicas (2 em metotrexato, 1 em azatioprina). Somente 2 pacientes do grupo EMRR estavam

sem DMD (1 em periodo de transicdo entre medicacdes, 1 por escolha pessoal) e dos 26
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pacientes em tratamento, 12 (46%) estavam em uso de DMD injetaveis de plataforma, 8 (31%)
em uso de anticorpo monoclonal e 6 (23%) em uso de terapia oral. Dos 19 pacientes com EMP,
9 (47,4%) pacientes estavam sem terapia imunomoduladora e dos 10 (52,6%) em tratamento, 2
(10,5%) estavam em uso de DMDs injetaveis de plataforma, 2 (10,5%) em uso de DMD oral,
3 (15,8%) de anticorpo monoclonal e 3 (15,8%) de imunossupressores classicos.

As principais caracteristicas demograficas, clinicas e de RM da populagdo do estudo
estdo resumidas na Tabela 2. Merece destaque que a raga foi categorizada de acordo com a
autodeclaracdo da cor da pele, sendo divididos em brancos (autodeclarados), e ndo-brancos

(autodeclarados pardos, negros ou asiaticos)



Tabela 2 - Principais caracteristicas demograficas, clinicas e de ressonancia magnética dos participantes do estudo.
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CS EM P EMRR EMP P
n=18) (n=47) CSvs EM (n=28) (n=19) EMRR vs EMP
Dados demograficos
Sexo, F/M 13/5 31/16 0,770 20/8 11/8 0,366
Idade, anos, média + DP 42,1+£122 41,3+10,6 0,799° 358+79 49,3 +£8,9 <0,001°
Raga, brancos/ ndo-brancos 8/10 271720 0.347% 16/12 11/8 0.959%
Educagio, anos, média + DP 13,9+3,9 13,2+3,9 0,553¢ 13,8 £3,6 12,3+4,4 0,171°¢
Dados clinicos
EDSS, mediana (min-max) - 3,5(1,0-7,5) - 2,5 (1,0, 6,0) 6,5 (3,5,7,5) <0,001°
9HPT z-score, mediana (Q1/Q3) 0,1(-0,9/0,6) -2,5(-6,0/-0,8)  <0,001° -1,9(-3,2/-0,7) -6,5 (-10,0 / -2,6) 0,002°¢
T25FW z-score, mediana (Q1/Q3) 0,4 (-0,2/0,8) 2,4 (-8,1/-0,6)  <0,001¢ -0,7 (-2,0/0,1) -10,9 (-60,3 / -4,1) <0,001°¢
PASAT z-score, média + DP -0,6 £1,1 -0,8 £1,2 0,574° -0,8+1,3 -0,9+1,0 0,810°
SDMT z-score, média = DP -0,1+0,7 -0,8+0,9 0,017° -0,7+0,9 -0,9+0,9 0,434°
Tempo de doenga, anos, média + DP - 10,4+ 6,3 - 9,5+6,0 11,8+ 6,8 0,213°
N total de surtos, mediana (min-max) - 3(0-36) - 4(1-36) 1 (0-15) 0,005¢
TAS na inclusdo, mediana (Q1/Q3) - 0,68 (0,14 / 1,00) - 0,90 (0,27 / 1,25) 0,36 (0/0,35) 0,001¢
Pacientes usando DMD, n (%) - 36 (76,6%) - 26 (92,9%) 10 (52,6%) 0,003*
Doenga ativa, n (%) - 18 (38,3%) - 14 (50%) 4 (21,1%) 0,047%
Surtos no ano prévio a inclusio, n (%) - 13 (27,7%) - 10 (35,7%) 3 (15,8%) 0,134
Dados de ressonincia magnética
Lesoes captantes de Gd, n (%) - 6 (12,8%) - 5(17,9%) 1(5,3%) 0,378
Carga lesional T2, ml, mediana (Q1/Q3) - 25,8 (12,3/44,3) - 23,1(11,5/36,1) 29,6 (12,7 /60,9) 0,298¢
VIT, ml, média + DP 1452,7 £ 153,3 1454,8 + 144,5 0,959° 1448,3 +157,8 1464,3 £ 125,9 0,713°

NOTA: ® Teste exato de Fisher; ® Teste T de Student ndio-pareado; ‘Teste U de Mann-Whitney; SignificAncia estatistica, considerada com valor de P< 0,05, em negrito.

SIGLAS: CS- Controle Saudavel; EM- Esclerose Miltipla; EMP- Esclerose Multipla Progressiva; EMRR- Esclerose Miultipla Remitente-Recorrente; EDSS — Expanded
Disability Status Scale; PASAT- Paced Auditory Serial Addition Test; SDMT- Symbol Digit Modalities Test; 9HPT- 9 Hole Peg Test; T25FW- Timed 25 Foot Walking;
TAS- Taxa Anualizada de Surto; DMD- Droga Modificadora de Doenga, Gd: gadolinio e VIT- Volume Intracraniano Total.
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Considerando os volumes regionais avaliados por imagem de RM, os pacientes
diferiram dos controles demonstrando menores médias em todas as regides avaliadas. Contudo,
somente o volume de substancia cinzenta cortical (SC cortical) foi diferente entre os fenotipos,
sendo o menor volume observado na populagdo com fenotipo EMP (P = 0,006). As diferencas

regionais nos volumes cerebrais estdo demonstradas na Tabela 3.

Tabela 3 - Volumetria baseada na imagem de RM dos participantes do estudo.

CS EM P*? EMRR EMP P?

SC cortical volume, 365,2+20,5 336,4+256 <0,001 344,7+257 324,1+205 0,006"
média = DP

Substancia branca, 293,3+29,0 272,6+30,6 0,016 267,3+357 280,6+19,3 0,145
média + DP

SBAN, média + DP 292,1+£288  257,8+374 0,001 2543+429  2629+27,77 0443
Corpo Caloso, média 13,0 £0,9 11,4+1,7 <0,001 11,5+£1,8 11,3+1,5 0,759
+ DP

Cortex cerebelar, 66,7 +5,8 62,1+59 0,006 63,3 +6,2 60,3 +5,0 0,091
média + DP

Caudado, média + 52+04 4,1+1,0 <0,001 42+1,1 4,0+0,9 0,453
DP
Téalamo, média + DP 9,3+0,6 83+1,1 0,001 8,3+0,1 8,4+0,9 0,805

NOTA:*Teste T de Student ndo-pareado. Valores representados por média e desvio padrdo. Volumes cerebrais
regionais normalizados para o volume intracraniano total (x 1.000 para representagdo). Significancia estatistica,
considerada com valor de P< 0,05, em negrito.

SIGLAS: RM- Ressonancia Magnética; CS- Controle Saudavel; EM- Esclerose Multipla; EMP- Esclerose
Multipla Progressiva; EMRR- Esclerose Multipla Remitente-Recorrente; SC- Substancia Cinzenta; SBAN-
Substéancia Branca de Aparéncia Normal.

5.2.  Captacao de ['C]PK11195 e [''C]PIB em pacientes com esclerose multipla

versus controles saudaveis

Em relacgdo ao perfil de células da resposta imune inata, avaliada através do PET TSPO,
ndo foram observadas diferengas estatisticas no volume de distribui¢do (Vr) do [''C]PK11195
ao comparar pacientes com EM e controles saudaveis (CS), utilizando os modelos lineares
generalizados ajustados para idade e sexo dentre os volumes de interesse (VOIs) estudados
(Figura 14 A ¢ C). Em relacdo ao conteudo de mielina, medido através do volume de
distribui¢do (DVR) do ['!C]PIB na imagem PET, os pacientes apresentaram menor capta¢io
no corpo caloso quando comparados aos controles (P = 0,019, Figura 14 B) e menor DVR do
['!C]PIB foi também observado nas lesdes T2 quando comparado a substincia branca (SB) em

CS (P <0,001) e as regides de substancia branca de aparéncia normal (SBAN) em pacientes
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com EM (P < 0,001), demonstrando a perda acentuada do contetido de mielina nas lesdes
(Figura 14 D). A Figura 14 demonstra a distribuicdo de ambos os radiofdrmacos em cada uma

das regides estudadas em controles e pacientes com EM.
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Figura 14- Volume de distribui¢do (Vr) do [''C]PK11195 e razdo de volume de distribui¢do

(DVR) do [''C]PIB em pacientes com EM e controles saudaveis.

NOTA: Graficos de dispersdo representando média e todos os valores dos dados. (A) Captagdo de [''C]PK11195
(V1) € (B) [''C]PIB (DVR) em CS (n = 18) e pacientes com EM (n = 47); (C) [''C]PK11195 Vr ¢ (D) [!!C]PIB
DVR comparando lesdes T2, SBAN de pacientes com EM e substancia branca de controles. Modelos lineares
generalizados ajustados para idade e sexo foram utilizados para andlises estatisticas (Significancia estatistica
considerada com valor de *P < 0,05, **P < 0,001).
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SIGLAS: CS- Controles Saudaveis; EM = esclerose multipla; DVR- Distribution Volume Ratio; V1- Volume de
distribui¢do; PIB- Pittsburgh Compound B; SC- Substancia Cinzenta; SB- Substancia Branca e SBAN- Substincia

Branca de Aparéncia Normal.

A Tabela 4 detalha as medianas, e valores minimos e maximos de capta¢do de ambos

os radiofarmacos em cada VOI estudado.

Tabela 4 - Volume de distribui¢do (V1) do [''C]PK 11195 e razdo do volume de distribui¢do

(DVR) do [''C]PIB em controles saudaveis e pacientes com EM.

VOI CS EMRR EMP P?
(n=18) (n=28) (n=19)
SC Cortical
['CJPK11195 VT 0.49 (0.27-0.87)  0.53 (0.27-1.13) 0.55 (0.39-0.80) 0.734
[''C]PIB DVR 1.12 (1.07-1.16)  1.13 (1.09-1.17) 1.14 (1.10-1.18) 0.578
Cortex Cerebelar
['CJPK11195 VT  0.44 (0.26-0.75)  0.45 (0.25-0.95) 0.46 (0.33-0.65) 0.650
[''C]PIB DVR 1.09 (1.06-1.19)  1.11 (1.04-1.19) 1.10(1.07-1.19) 0.272
Talamo
[''CJPK11195 VT 0.45(0.27-0.82)  0.52(0.27-1.16) 0.53 (0.37-0.76) 0.680
[''C]PIB DVR 1.5 (1.33-1.64) 1.60 (1.35-1.77) 1.60 (1.25-1.68) 0.245
Caudado®
['CJPK11195 VT  0.34(0.19-0.60)  0.34 (0.19-0.84) 0.36 (0.23-0.53) 0.647
[''C]PIB DVR 1.08 (1.02-1.17)  1.09 (0.99-1.20) 1.08 (1.01-1.15) 0.896
Corpo Caloso®
[M'CJPK11195 VT  0.32(0.17-0.61)  0.34 (0.16-0.73) 0.34 (0.23-0.51) 0.540
[''C]PIB DVR 1.35(1.17-1.49)  1.30 (1.14-1.45) 1.25 (1.14-1.37) 0.054
SB/SBAN
['CIPKI11195 VT  0.34(0.19-0.62)  0.40 (0.18-0.88) 0.43 (0.27-0.55) 0.122
[''C]PIB DVR 1.44 (1.26-1.59)  1.47 (1.18-1.59) 1.47 (1.22-1.58) 0.737
Lesao T2
['C]PK11195 VT - 0.27 (0.02-0.68) 0.30 (0.16-0.44) 0.114
[''C]PIB DVR - 1.09 (0.96-1.25) 1.11 (0.98-1.31) 0.885

NOTA: Valores demonstrados em mediana (minimo — maximo). * Modelo linear geral ajustado para idade, sexo
foi utilizado para a analise estatistica. Significancia estatistica, considerada com valor de P< 0,05, em negrito.
"Valores ajustados para efeito de volume parcial com método baseado em voxel.

SIGLAS: CS- Controle Saudavel, EM- Esclerose Multipla, EMP- Esclerose Multipla Progressiva e EMRR-
Esclerose Multipla Remitente-Recorrente; SC- Substancia Cinzenta; SB- Substancia Branca; SBAN- Substancia
Branca de Aparéncia Normal.

Nao foram observadas correlagdes significativas entre os dois radiofarmacos dentro dos

VOIs analisados, conforme demonstrado na Figura 15.
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NOTA: Graficos de dispersao mostram associagao entre as variaveis sem ajuste, os valores de r resultam de uma
correlagdo de Spearman ou Pearson, a depender da normalidade dos dados. Significancia estatistica considerada

com valor de P <0,05.

SIGLAS: DVR- Distribution Volume Ratio; PIB- Pittsburgh Compound B, SC- Substancia Cinzenta; e SBAN-
Subtancia Branca de Aparéncia Normal.
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5.3.  Captacio de [''CIPK11195 e [''C]PIB nos fenétipos clinicos de esclerose

multipla versus controles sauddaveis

Na andlise subdividindo os pacientes em grupos fenotipicos, igualmente ndo foram
observadas diferengas na captagdo de [''C]PK 11195 (V1) entre os grupos nos modelos lineares
generalizados ajustados para idade, sexo e DMD (Figura 16 A). Uma menor captagdo de
['!CJPIB (DVR) foi observada no corpo caloso dos pacientes com fendtipo EMP quando
comparada aos controles, contudo ndo foi observada diferenca significativa na comparagao
entre os fenotipos (Figura 16 B). O mesmo padrdo de menor captagio de ['!C]PIB (DVR) foi
observado nas lesoes T2 e SBAN de ambos os fenotipos quando comparados a SB dos controles
(Figura 16 D). Nenhum dos radiofarmacos foi capaz de diferenciar os fendtipos clinicos nas
regides estudadas. A Figura 16 demonstra a distribuicdo dos radiofarmacos em cada uma das

regides estudadas dentre os fendtipos.
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Figura 16- Volume de distribui¢do (Vr) do [''C]PK11195 e razdo de volume de distribui¢do
(DVR) do [''C]PIB dentre os fendtipos de EM e controles saudaveis.

NOTA: Graficos de dispersao representando média e todos os valores dos dados. (A) Captagdo do

['C]PK11195 (V1) € (B) [''C]PIB DVR em CS (n = 18), pacientes com EMRR (n = 28) e pacientes com EMP

(n = 19); (C) Captagdo de ['!C]PK11195 (V1) e (D) [!!C]PIB (DVR) comparando lesdes T2, SBAN de pacientes
com EM e SB de controles. Modelos lineares generalizados ajustados para idade, sexo e DMD foram utilizados
para analises estatisticas (significancia estatistica considerada com valor de *P < 0,05, **P < 0,001).

SIGLAS: CS- Controles Saudaveis; EMRR- Esclerose Multipla Recorrente-Remitente; EMP- Esclerose
Multipla Progressiva; DVR- Distribution Volume Ratio; V1- Volume de distribui¢do; PIB- Pittsburgh Compound
B; SC- Substancia Cinzenta; SB- Substancia Branca e SBAN- Substancia Branca de Aparéncia Normal; DMD-
Droga Modificadora de Doenga.
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Adicionalmente ndo foram observadas diferengas em relagdo a captagdo regional de
ambos os radiofairmacos entre os subgrupos do fen6tipo EMP, EM primariamente progressivos

(EMPP) e secundariamente progressivos (EMSP), conforme demonstrado na (Figura 17).
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Figura 17 - Volume de distribuigdo (V1) de ['!C]PK11195 e razio de volume de distribuigdo
(DVR) de [''C]PIB dentre os fenotipos de EM, subdividindo o grupo de pacientes com
fendtipo progressivo.

NOTA: Graficos de dispersio representando média e todos os valores dos dados. (A) Captagdo de [''C]PK11195
(V1) € (B) ['!C]PIB DVR em controles saudaveis (n = 18), pacientes com EMRR (n = 28), pacientes com EMPP
(n=11) e pacientes com EMSP (n =8). Modelos lineares generalizados ajustados para idade, sexo e DMD foram
utilizados para analises estatisticas (Significancia estatistica considerada com valor de *P < 0,05, **P < 0,001).

SIGLAS: CS- Controles Saudaveis; EMRR- Esclerose Multipla Recorrente-Remitente; EMPP- Esclerose
Multipla Primariamente Progressiva; EMSP- Esclerose Multipla Secundariamente Progressiva DVR- Distribution
Volume Ratio; V1- Volume de distribuicdo; PIB- Pittsburgh Compound B; SC- Substancia Cinzenta; SB-
Substéancia Branca e SBAN- Substancia Branca de Aparéncia Normal; DMD- Droga Modificadora de Doenga.
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5.4. Captacio de [''C]PK11195 e [''C]PIB de acordo com eventos clinicos na

inclusdo e seguimento
5.4.1. Atividade da doenga e comprometimento cognitivo na inclusdo

Dos 47 pacientes com EM, 18 pacientes foram classificados como doenca ativa (14
EMRR, P = 0,047), e 7 apresentaram-se com comprometimento cognitivo na inclusdo. Nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas na captagio de [''C]PK11195 ou
['!C]PIB dentre esses subgrupos conforme demonstrados na Figura 18 ¢ Figura 19.
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Figura 18- Volume de distribui¢do (Vr) de [''C]PK 11195 e razdo de volume de distribuigdo

(DVR) de [''C]PIB de acordo com atividade de doenga na inclusdo.

NOTA: Graficos de dispersio representando média e todos os valores dos dados. (A) Captagdo de [''C]PK11195
(V1) e (B) [''C]PIB DVR acordo com atividade de doenga. Teste de Mann-Whitney foi utilizado para a analise
estatistica (Significancia estatistica considerada com valor de *P < 0,05, **P < 0,001).
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SIGLAS: DVR- Distribution Volume Ratio; V1- Volume de distribui¢do; PIB- Pittsburgh Compound B; SC-

Substéancia Cinzenta; SB- Substancia Branca e SBAN- Substancia Branca de Aparéncia Normal.
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Figura 19 - Razdo de volume de distribui¢do (DVR) de [!'C]PIB e volume de distribuigio

(V) de [''CJPK 11195 e de acordo com comprometimento cognitivo na inclusdo

NOTA: Graficos de dispersdo representando média e todos os valores dos dados. (A) Captagio de [!'C]PIB DVR
¢ (B) [''C]PK11195 (VT) acordo com comprometimento cognitivo. Teste de Mann-Whitney foi utilizado para a

analise estatistica (Significancia estatistica considerada com valor de *P < 0,05, **P < 0,001).

SIGLAS: DVR- Distribution Volume Ratio; V1- Volume de distribui¢do; PIB- Pittsburgh Compound B; SC-

Substéancia Cinzenta; SB- Substancia Branca e SBAN- Substancia Branca de Aparéncia Normal.

5.4.2. Eventos clinicos no seguimento

Dos 47 pacientes incluidos, 35 foram reavaliados ap6s 12 meses. Destes, 13

apresentaram um evento clinico durante o seguimento, 5 pacientes tiveram surtos e 8

apresentaram progressao da incapacidade independente de surtos. As distribui¢des de captagao

de [M'C]PK 11195 sdo demonstradas também subdividindo de acordo com a presenga de surtos
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e progressdo da incapacidade independente de surtos no seguimento (Figura 20). Nenhum

padrao especifico foi observado na captagdo de [''C]PIB (Figura 21).
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Figura 20 - Volume de distribuigdo (V1) de [''C]PK11195 de acordo com evento clinico no

seguimento.

NOTA: Graficos de dispersdo representando média e todos os valores dos dados. (A) Captagdo de [''C]PK11195
(V1) de acordo evento clinico, e subdivido por tipo de evento clinico: em (B) surto e em (C) progressdo. Teste de
Mann-Whitney foi utilizado para a analise estatistica (Significancia estatistica considerada com valor de *P <

0,05).

SIGLAS: DVR- Distribution Volume Ratio; Vr- Volume de distribui¢do; SC- Substincia Cinzenta; SB-
Substéncia Branca e SBAN- Substancia Branca de Aparéncia Normal.
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Figura 21 -Razio do volume de distribui¢do (DVR) de [11C]PIB de acordo com evento

clinico no seguimento.

NOTA: Graficos de dispersdo representando média e todos os valores dos dados. (A) Captagao de [!!C]PIB (DVR)
de acordo evento clinico, e subdivido por tipo de evento: em (B) surto e em (C) progressdo. Teste de Mann-
Whitney foi utilizado para a andlise estatistica (Significancia estatistica considerada com valor de *P < 0,05, **P
<0,001).

SIGLAS: DVR- Distribution Volume Ratio; V1- Volume de distribui¢do; PIB- Pittsburgh Compound B; SC-
Substéancia Cinzenta; SB- Substancia Branca e SBAN- Substancia Branca de Aparéncia Normal.

5.5. Associacdo entre a captacio de [''C]PK11195 e [''C]PIB e incapacidade

Jfuncional

Maior incapacidade funcional medida pela escala EDSS foi independentemente
associada a maior captagdo de [''C]PK11195 (V1) € menor captagdo de [''C]PIB (DVR) no
corpo caloso (P = 0,001, P = 0,023, respectivamente), nucleo caudado (P = 0,015, P = 0,008,
respectivamente), lesdo T2 (P=0,007, P=0,012, respectivamente), e exclusivamente com maior
captagdo de [''C]PK 11195 em SBAN (P = 0,022), talamo (P = 0,016), SC cortical (P = 0,026)

e cortex cerebelar (P = 0,022). No teste de funcionalidade de membros superiores, 9HPT, um
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pior desempenho também foi associado a maior captagdo de ['!C] PK11195 (V) na SC cortical
(P =0,035), cortex cerebelar (P = 0,047), caudado (P = 0,010), corpo caloso (P =0,011), lesao
T2 (P=0,031),e SBAN (P =0,037). Inversamente, melhores pontuagdes no teste de velocidade
de processamento, SDMT, foram associadas com maior conteudo de mielina no corpo caloso
(B =0,49, P =0,001), e uma associagao inversa significativa com ativagdo de células imunes
inatas foi observada na mesma regido (f =— 0,38, P =0,013).

Para o EDSS e 9HPT, mas ndo para o SDMT, o fendtipo EMP foi um preditor
independente de pior desempenho em todos os VOIs cerebrais avaliados. Ndo houve
associacdes significativas entre os achados de PET e o teste de marcha, T25FW, e com o teste
cognitivo PASAT. Nenhuma interag¢do significativa foi observada entre ambos os tracadores
dentro de cada VOI analisado. As principais associagdes com incapacidade funcional sdo
apresentadas na Figura 22 - Associagdes entre volume de distribuigdo (VT) do [''“]PK11195
e incapacidade funcional medida pela escala EDSS (A-G) e pelo SDMT (H). e Figura 23. Os
coeficientes B padronizados, intervalo de confianga de 95% e R? dos modelos séo apresentados

na Tabela 5 para cada VOI.
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Figura 22 - Associagdes entre volume de distribui¢do (V) do [''C]PK 11195 e incapacidade
funcional medida pela escala EDSS (A-G) e pelo SDMT (H).

NOTA: R? do modelo de regressao linear construido para cada VOI ajustado para idade, sexo, fendtipo € ambos
os tracadores, incluindo a interagdo entre eles.

SIGLAS: V- Volume de distribuigdo; SC- Substancia Cinzenta; SB- Substancia Branca; SBAN- Substancia
Branca de Aparéncia Normal; EDSS-Expanded Disability Status Scale; SDMT- Symbol Digit Modality Test.
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Figura 23 - Associagdes entre razdo de volume de distribuigdo (DVR) do ['C]PIB ¢
incapacidade funcional medida pela escala EDSS (A-C) e pelo SDMT (D).

NOTA: R? do modelo de regressdo linear construido para cada VOI ajustado para idade, sexo, fendtipo € ambos
os tracadores, incluindo a interagdo entre eles.
SIGLAS: DVR- Distribution Volume Ratio; PIB- Pittsburgh Compound B; SC- Substancia Cinzenta; SB-
Substancia Branca; SBAN- Substancia Branca de Aparéncia Normal; EDSS- Expanded Disability Status Scale;
SDMT- Symbol Digit Modality Test.
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Tabela 5 - Associagdes entre volume de distribui¢do (V1) do [''C]PK 11195 e razdo do volume de distribui¢do (DVR) do [''C]PIB e medidas de

incapacidade funcional na EM.

VOI

EDSS

9HPT z-score

Coeficiente B 95% IC P R?ajustado®  Coeficiente B 95% IC P R?ajustado”

SC cortical

[M'CIPK11195 V1 0,20 0,46/ 6,80 0,026 0,68 - 0,27 -18,4/-0,69 0,035 0,36
Cortex Cerebelar

["'CIPK11195 V1 0,23 0,76/ 6,75 0,016 0,73 - 0,28 -21,78/-0,13 0,047 0,29
Talamo

[M'C]PK11195 V1 0,23 0,76 /6,75 0,016 0,71 -0,24 -16,35/0,71 0,579 0,39
Caudado

[M'CIJPK11195 V1 0,20 0,77 /6,77 0,015 074 -0,36 -21,87/-3,19 0,010 0,36

[''C]PIB DVR -0,23 -17,14/-2,77 0,008 ’ - 0,34 -24,71/ 18,94 0,791
Corpo Caloso

[M'CIPK11195 V1 0,31 2,70/9,35 0,001 075 -0,36 -23,71/-3,33 0,011 0,37

[''C]PIB DVR -0,19 -7,91/-0,63 0,023 ’ 0,26 -3,05/19,28 0,150
SBAN

[''CIJPK11195 V1 0,19 0,47 /5,77 0,022 0,73 - 0,28 -16,84/-0,55 0,037 0,33
Lesao T2

[M'C]PK11195 V1 0,24 1,17/17,01 0,007 073 - 0,30 -18,81/-0,97 0,031 0.36

[''C]PIB DVR -0,24 -12,50/-1,61 0,012 ’ 0,18 -6,51/27,03 0,223 ’

NOTA: *Um modelo de regressdo linear foi construido para cada VOI ajustando para idade, sexo, fendtipo e ambos os tragadores, incluindo a interag@o entre eles. Para todos
os modelos representados, o fendtipo progressivo foi um preditor independente de incapacidade motora com um coeficiente f padronizado variando de 0,71 a 0,78 para EDSS
¢ -0,58 a -0,70 para 9HPT. Nenhuma interagdo entre [''C]PK11195 (V1) e [!!C]PIB (DVR) foi observada nos modelos analisados.
SIGLAS: VOI- Volume of interest; EDSS- Expanded Disability Status Scale; 9HPT- 9 Hole Peg Test; Vt- Volume de distribuigdo; PIB- Pittsburgh Compound B; EMRR-
esclerose multipla recorrente-remitente; EMP- esclerose multipla progressiva; CS-controle saudavel; SC- Substancia Cinzenta; SB- Substancia Branca; SBAN- Substancia

Branca de Aparéncia Normal.
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5.6.  Andlise baseada em voxel dos mapas de [!'C]PK11195 e [''C]PIB -
Statistical Parametric Mapping

Um aumento da captagdo de [''C]PK11195 foi difusamente observado na SB de
pacientes com EM em comparacdo com CS, considerando o limiar inicial de significancia nao
corrigido para multiplas comparacdes (P < 0,001) (Figura 24 A e¢ B). Esse achado foi
particularmente mais pronunciado e difuso no grupo EMP (Figura 24 C ¢ D). Em relagdo ao
conteudo de mielina, considerando o limiar inicial ndo corrigido, foi observada uma diminui¢ao
da captagdo de [!'C]PIB nas regides SB, incluindo o corpo caloso, ao comparar pacientes com
EM aos CS (Figura 24 E ¢ F), sendo esse achado mais pronunciado no grupo EMRR (Figura
24 G e H). A Figura 24 - Anélise SPM dos mapas de [''“]PK11195 (VT) e [!'“]PIB (BPnd)
entre os fendtipos de EM e controles saudéveis. ilustra os resultados da andlise paramétrica a
nivel de voxel no limiar inicial ndo corrigido (P < 0,001), e a Tabela 6 mostra os clusters

filtrados (Prwe < 0,05).

['"C]PK11195 ["C]PIB

A\ / c\"‘ "‘/' E‘\-q s / E,..:. &
~ Vo~ ) }

Aumenatdo
opinuiwiqg

)
-

DF
EMRR vs. CS EMP vs. CS EMRR vs. CS EMP vs. CS

Figura 24 - Analise SPM dos mapas de [''C]PK11195 (V1) e ['!C]PIB (BPnd) entre os

fendtipos de EM e controles saudaveis.

NOTA: Diferencas ilustrativas correspondentes a um valor de P<0,001 nao-corrigido e utilizando um limiar
minimo de 10 voxels. A barra de cores denota o valor T. Os achados sdo sobrepostos uma imagem ponderada em
T1 média de cada fendtipo de EM.

SIGLAS: V- Volume de distribuicdo; PIB- Pittsburgh Compound B; EMRR=esclerose multipla recorrente-
remitente; EMP: esclerose multipla progressiva; CS=controle saudavel.
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Tabela 6 - Resultado da anélise paramétrica baseada em voxel dos mapas de [''C]PK11195

(V) e [''C]PIB (BPnd): diferencas entre os fendtipos de EM e controles saudaveis.

Regido cerebral
Coordenadas

(x,y.2)"

Tamanho

do Cluster
b

Pico Z score®

P?(Cluster)

FWE

FDR

Nao-
corrigido

Aumento de [ ''C]PK11195 em
pacientes com EMP
SB — Coroa radiada direita
(24, 34, 6)
SB — Coroa radiada
esquerda
(-26, -38, 32)
SB do giro occipital lateral
esquerdo
(-32,-76, 2)
SB — Fasciculo
longitudinal superior
direito
(40, - 40, 12)

2704

2429

1754

3643

4.92

4,81

4,29

4,26

<0,001

<0,001

0,001

<0,001

0,001

0,001

0,006

<0,001

<0,001

<0,001

0,001

<0,001

Diminuicéo de [!'C]PIB (BPnd)
em pacientes com EMRR
SB - Fasciculo
longitudinal superior
esquerdo
(-28,-50,4)

534

4,83

0,024

0,048

0,010

NOTA: * Coordenadas do Montreal Neurological Institute (MNI) do voxel de significancia estatistica maxima
dentro de cada cluster; ® Numero de voxels contiguos incluidos em cada cluster de diferenga entre grupos; © Z score
para o voxel de significAncia estatistica maxima em cada cluster de diferenga entre os grupos; ¢ Diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos relatadas para todo o cérebro quando P < 0,05 a nivel do cluster e

uma extensdao minima de 10 voxels.

SIGLAS: Vr1- Volume de distribui¢do; PIB- Pittsburgh Compound B; EMRR - esclerose multipla recorrente-
remitente, EMP - esclerose multipla progressiva; FWE- family-wise error, FDR- false discovery rate; SB —

substancia branca.

Por fim, a Figura 25 ilustra a captagdo difusa e heterogénea de ['!C]PK11195 em um

paciente com EMP e a diminui¢do acentuada na captag¢do de ['!C]PIB em lesdo periventricular

de um paciente com EMRR.
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Figura 25- Imagens ilustrativas de PET/RM com ['!C] PK11195 e ['!C]PIB. Em A, uma
sequéncia FLAIR de RM, seguida de uma imagem fusionada com o PET [11C]PK11195 de um
paciente com fendtipo de EMP exibindo a heterogeneidade das lesdes no tocante ao perfil de
células da resposta imune inata: uma lesdo classica na sequéncia FLAIR, ndo observada na PET
[I1C]PK11195 (seta branca), uma lesdo que € vista tanto na imagem PET quanto na RM (seta
vermelha) e por fim, uma lesdo detectada apenas pelo PET (seta laranja). Em B, imagem de
RM ponderada em T1 seguida de imagem fusionada com PET [11C]PIB em um paciente com
fendtipo EMRR exibindo a perda acentuada de mielina em uma lesao proxima aos ventriculos

(seta vermelha).

NOTA: A barra de cor indica o valor de captagdo padronizado (SUV).
SIGLAS: PIB- Pittsburgh Compound EMRR - esclerose multipla remitente-recorrente; EMP-: esclerose multipla
progressiva
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5.1.Caracterizacdo da amostra

Considerando as caracteristicas epidemioldgicas e clinicas, a amostra estudada ¢
semelhante a descrita na literatura. Os pacientes com fen6tipo EMRR sdo em sua maioria
mulheres jovens com menor incapacidade, apesar de apresentarem mais surtos no decorrer da
doenga. Por outro lado, os pacientes com EMP apresentam idade mais avangada, menor
predominio do género feminino e maior incapacidade, a despeito do menor niimero de surtos.
Esses achados sdo bem descritos e traduzem a representatividade da amostra selecionada para

esse estudo (46).

A andlise das imagens de RM demonstrou redu¢do de volume cerebral em todas as
regides nos grupos de pacientes quando comparado aos controles saudaveis traduzindo um
processo de atrofia relacionado a doenca ja observado em diversos estudos (75, 96, 129-133).
A redugdo do volume da SC cortical foi a Gnica diferenca regional entre fendtipos, sendo mais
pronunciado nos pacientes com EMP, o que possivelmente se deve tanto a desmielinizacao
cortical quanto a liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias pelos agregados linfoides subpiais
existentes desde os estagios iniciais da doenga, mas mais prevalentes na forma progressiva (57,

134, 135).

Importante notar que no grupo EMP o ntimero de lesdes captantes de contraste, ou seja,
lesdes com quebra de BHE foi menor enquanto a atrofia foi mais acentuada, especialmente na
SC cortical, diferindo do grupo EMRR. Esses achados favorecem a teoria de que, apesar de
sobrepostos, 0s processos patologicos de ambos os fenotipos diferem, sugerindo que a
neuroinflamagdo na forma progressiva ¢ mais compartimentalizada no SNC, embora mais
difusa dentro deste, em decorréncia de uma maior ativag@o cronica de células da resposta imune
inata (18, 136, 137). Mensurar o processo inflamatorio nesse contexto representa um desafio
pois a imagem de RM convencional ndo ¢ capaz de captd-lo em sua totalidade sendo, portanto,
importante a avaliagdo com diferentes técnicas de imagem para distinguir o perfil de cada

paciente (17).

5.2.Imagem PET de processos patoldgicos relacionados a EM

O presente estudo foi o primeiro a combinar uma abordagem PET multi-tragador para

investigar in vivo o perfil de células da resposta imune inata e o conteudo de mielina no cérebro
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de pacientes com EM e seus diferentes fenotipos clinicos. Embora ndo tenham sido observadas
diferengas estatisticamente significativas na capta¢do de [''C]PK11195 (V1) a nivel de VOI,
um perfil de ativacdo difuso de células da resposta imune inata pode ser observado a nivel de
voxel, particularmente no grupo EMP. Adicionalmente, maior captagdo em diversos VOIs foi
independentemente associado a maior incapacidade funcional. Adicionalmente, uma
diminui¢do da capta¢do de [!'C]PIB (DVR) foi observada no corpo caloso € nas lesdes T2
demonstrando a marcada perda do contetido de mielina nessas regides, também associada a pior

desempenho funcional nas medidas de EDSS, 9HPT e SDMT.

Em caréater exploratdrio, diferencas na captacdo de ambos os radiofarmacos foram
analisadas dividindo os pacientes com base na atividade de doenga e comprometimento
cognitivo na inclusdo, contudo nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi observada.
De forma semelhante, ndo foram observadas diferengas entre os pacientes que apresentaram
eventos clinicos significativos nos 12 meses de seguimento apds a aquisi¢do da imagem PET,
diferindo de estudos anteriores utilizando PET TSPO (20, 21). Comparando com o estudo que
demonstrou o potencial do PET TSPO em predizer incapacidade a longo prazo, o nosso estudo
apresentou um seguimento mais curto e, portanto, um menor nimero de eventos nos pacientes
reavaliados. Nesse contexto, ¢ possivel que um tempo de seguimento mais longo da nossa
propria amostra possa acrescentar informacdes interessantes sobre o potencial preditivo da

imagem PET TSPO.

5.2.1. Ativagdo de células da resposta imune inata

Estudos prévios utilizando a imagem de PET TSPO sugerem que a ativagao de células
da resposta imune inata pode explicar parcialmente o acimulo de incapacidade nos pacientes
com EM, notadamente em fenotipos progressivos, indicando uma predominancia de um perfil
pro-inflamatério da microglia neste subgrupo (22, 113, 114, 138). Embora ndo tenham sido
observadas diferengas na captagdo de ['!C]PK 11195 (V1) entre controles saudaveis e pacientes
ou entre os fenotipos de EM, a associagdo com maior incapacidade foi consistente em diversas
das regides avaliadas na nossa coorte. Alguns fatores podem justificar essa auséncia de
diferencas entre grupos, tais como o pequeno tamanho da amostra, a alta variabilidade
interindividual no tocante ao perfil microglial, e a heterogeneidade da populagdo. Por exemplo,
nossa coorte incluiu pacientes com tratamentos heterogéneos, alguns sabidamente capazes de

interferir na atividade da micréglia no SNC (139, 140), e mesmo considerando as caracteristicas
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de tratamento nas analises, ¢ preciso ponderar que algumas nuances relacionadas as drogas
modificadoras de doenca podem ndo ser completamente apreendidas por abordagens

estatisticas, ainda mais em um estudo com niimero reduzido de sujeitos.

Adicionalmente, a classica andlise de imagem baseada em VOI utilizada tem a limitagao
intrinseca de calcular a média de captagdo do radiofarmaco dentro da regido anatdmica
predefinida (volume de interesse), o que no contexto de ativacdo de células da resposta imune
inata, tende a subestimar as pequenas alteracdes difusamente distribuidas nos tecidos como
demonstrado nos estudos patoldgicos (2, 6). Por outro lado, a abordagem baseada em voxel,
realizada no nosso estudo utilizando os mapas de ['!C]PK11195 (V1) para a comparagio dos
fenotipos de EM e controles, foi capaz de demonstrar pontos de maior captacao esparsos na SB,
principalmente no fen6tipo EMP. Esse achado corrobora a hipdtese de que a ativagao microglial
¢ difusa, e provavelmente segue uma distribui¢do randomica a semelhanga das lesdes com

hipersinal em T2 observadas nas imagens de RM convencional.

E sabido que a micréglia tem papéis variados dentro do SNC tanto no contexto
homeostatico quanto patoldgico, como por exemplo a poda de sinapses e limpeza de detritos de
mielina, e esses papeis parecem variar inclusive dentro do mesmo paciente a depender da
atividade e localizacdo das lesdes (58, 141, 142). Além disso, o espectro de ativagdo das células
da resposta imune inata ¢ amplo e dindmico, ndo sendo mais cabivel o conceito bindrio estrito
de pr6 e anti-inflamatério. E, embora alteragdes no perfil das células que expressam TSPO
tenham sido descritas em modelos animais e pacientes com EM, dando suporte ao uso desses
tracadores (103, 104, 107), a diferenciacdo através da imagem molecular de um perfil mais pro-
inflamatorio da micréglia ainda ndo ¢ factivel. Portanto, ndo ¢ possivel afirmar através da
imagem de PET TSPO que a micrdglia observada estd contribuindo para o processo

inflamatorio cronico ou tentando contrapor-se a ele.

Nesse contexto, ¢ de fundamental importancia interpretar os achados de PET TSPO a
luz das medidas de incapacidade para melhor compreender o significado clinico da imagem
molecular. De modo semelhante a nossa coorte, estudos anteriores demonstraram uma
associacdo entre maior captagdo de tracadores TSPO em diversas regides no cérebro de
pacientes com EM e maior incapacidade, mais evidente em pacientes com doenga progressiva
(20-22, 74, 143). Esses dados contribuem para a hipdtese de que o perfil de células da resposta
imune inata mensurado pela imagem molecular pode decorrer da perda de homeostase e
consequente manutengdo do processo inflamatorio cronico, quiescente e compartimentalizado

no SNC. Embora mudangas no comportamento da microglia sejam observadas desde estagios
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iniciais da patologia da EM, estudos ex vivo sugerem que a perda generalizada do
comportamento homeostatico da microglia estd relacionada a idade e a duracdo da doenca,
fatores que podem explicar as nossas observagdes mais proeminentes na populagdo de pacientes

com EMP (9, 144, 145).

Dentre os desafios atuais na interpretacdo da imagem PET TSPO no contexto das
doengas neurologicas, discute-se sobre a capacidade dos tragadores TSPO de mensurar de fato
a ativacdo das células da resposta imune inata. Por exemplo, um recente estudo
imunopatoldgico utilizando amostras de cérebros de pacientes com EM, detalhando
criteriosamente o perfil transcricional da microglia, demonstrou que a expressao de TSPO nao
estd precisamente colocalizada com a microglia ativada, nos fazendo questionar se a imagem
TSPO do cérebro humano representa ativagdo ou puramente densidade de microglia (108). Em
paralelo, no nosso estudo nio foram observadas diferengas na captagdo de [''C]PK11195 (V1)
ou correlagdo entre os dois tragadores nas regides com menor contetido de mielina, como no
VOI de corpo caloso e no VOI de lesdao T2. Uma vez que seria esperado uma maior presenca
de células microgliais em regides de maior comprometimento patoldgico, fossem contribuindo
para o dano tecidual ou auxiliando no reparo, uma hipotese a se considerar ¢ que o maior dano
tecidual nessas regides possa ter levado a uma diminuicdo na densidade da microglia e

contribuido para auséncia de diferengas expressivas de captagdo nessas regioes.

Ainda no tocante as lesdes T2, ndo observamos diferencas na captacdo de
[M'CIJPK11195 (V1) em relagdo a substincia branca de aparéncia normal (SBAN) na nossa
coorte, diferindo dos achados reportados por outros grupos (21, 22, 113, 138). Além da
possibilidade discutida acima de considerar o tragador TSPO como uma medida de densidade
de microglia, e ndo de ativagdo, o dano tecidual e a heterogeneidade das lesdes também
precisam ser discutidos. Por exemplo, no nosso estudo o VOI de lesdo T2 agrupou em uma
unica regido de interesse todas as alteracdes de sinal T2 detectaveis na RM convencional, sendo
entdo a média dos valores de todas as lesdes de cada paciente utilizada para analise. Essa
abordagem ¢ semelhante a ja utilizada por diversos grupos (125, 146), tendo em vista os
desafios metodoldgicos para segmentar e analisar as lesdes de forma individualizada,
considerando o alto nimero e a confluéncia das lesdes no decorrer da doenga. Por exemplo, o
paciente com fendtipo EMRR pode ter dezenas ou centenas de lesdes que se acumulam ao longo
da vida, culminando na maioria das vezes em uma alta carga lesional nos pacientes que evoluem

para o fenotipo EMSP. Por outro lado, os pacientes com EMPP podem apresentar uma carga
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de lesdo T2 comparativamente menor, e agrupar esses pacientes dentro do fen6tipo EMP pode

ser um fator de confusdo.

Além disso, essa abordagem nao leva em consideragdo os diferentes estagios das lesdes
que vao desde lesdes ativas com um niimero expressivo de células da resposta imune adaptativa
até lesdes cronicas inativas onde ndo ¢ mais observado um franco processo inflamatdrio. Dentro
da classificacdo patoldgica do padrao lesional, as chamadas lesdes cronicas ativas (ou do inglés,
smoldering lesions), marcadas por uma borda de microglia ativada, sdo mais frequentemente
detectadas em fenotipos progressivos (67, 137, 147). Esse achado sugere que o perfil de células
da resposta imune inata medido através do PET TSPO, seja em ativacdo ou em densidade de
microglia, pode ser considerado um proxy de inflamagdo cronica do SNC e um potencial
biomarcador de progressdo de doenga conforme descrito anteriormente por Sucksdorff et al.
(21). Para além dos fenotipos progressivos, uma progressao silenciosa ou independente de
surtos (PIRA — do inglés progression independente of relapses) tem sido observada em
pacientes com EMRR, e estudos recentes demonstraram piora a longo prazo em pacientes sem
atividade clinica ou radioldgica 8 RM convencional (90-92). Portanto, ¢ razoavel considerar
que estudos utilizando PET TSPO longitudinalmente podem adicionar informagdes valiosas
sobre os pacientes em risco de transicdo para estdgios progressivos da doenga ou mesmo de

PIRA durante a fase EMRR.

5.2.2. Conteudo de mielina

Uma redugdo acentuada do contetido de mielina foi observada nas lesdes T2 quando
comparado a SBAN, de modo semelhante ao previamente reportado na literatura, e
corroborando a aplicabilidade do PET PIB como uma imagem quantitativa de mielina (23-25,
148, 149). Em nossa coorte, uma maior desmielinizagdo no VOI de lesdo T2 foi associada a um
EDSS mais alto, e um paralelo pode ser estabelecido com um estudo longitudinal prévio que
demonstrou através de mapas de mielina individuais usando [!'C]PIB, uma correlagdo inversa
entre o indice de remielinizagdo e a incapacidade funcional (24). Adicionalmente, um baixo
conteudo de mielina no corpo caloso foi um fator preditor independente de pior pontuagao no
teste cognitivo SDMT, em consondncia com achados descritos previamente por Abel et al.
(150) usando uma técnica especifica de imagem de RM (myelin water fraction) e por
Campanholo e al.(151) usando razdo de transferéncia de magnetizagdo (do inglés,

Magnetization Transfer Ratio - MTR).
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A reducdo de mielina observada no corpo caloso, principalmente nos pacientes
progressivos, provavelmente reflete um dano mais difuso neste subgrupo demonstrado por
valores médios mais baixos de captagdo de [''C]PIB a nivel do VOI. A nivel de voxel,
diferengas no corpo caloso também foram observadas ao comparar saudéveis e pacientes com
EMP, contudo estas diferengas ndo sobreviveram a corre¢do de multiplas comparagdes. Isso se
deve possivelmente ao reduzido poder estatistico resultante do pequeno tamanho da amostra,
bem como da heterogeneidade dentro da populacio EMP. Por exemplo, clusters em locais
semelhantes foram observados em ambos os fendtipos de EM, o que pode ser explicado pela
semelhanca de carga de lesdo no fen6tipo EMRR e secundariamente progressivo (incluido no
grupo EMP), com padriao predominantemente periventricular. Importante também considerar
que a atrofia cerebral com consequente aumento do sistema ventricular ¢ um achado comum na
EMP, e o efeito de volume parcial deve ser cuidadosamente considerado antes de fazer

suposi¢des sobre uma verdadeira diminui¢ao do contetido de mielina nessas regioes.

Vale ressaltar que o fendtipo EMRR também pode apresentar dano periventricular
mensuravel mesmo nos estagios iniciais, como demonstrado por Brown et al. (71) em um estudo
longitudinal aplicando MTR. Os autores demonstraram um gradiente de anormalidade
periventricular na SBAN de pacientes com EM inicial e esse achado foi clinicamente relevante
e parcialmente independente da presenca de lesdes. Da mesma forma, Poirion et al. (74), usando
MTR e PET TSPO, demonstraram um gradiente de dano microestrutural associado a
neuroinflamag¢do, evidenciando ainda uma associacdo entre o perfil microglial na regido
periventricular e pior incapacidade. Essas evidéncias, além de dar suporte a teoria de que fatores
derivados do LCR podem contribuir para o processo inflamatério e comprometer a
remielinizagdo, sugerem que uma diminuicdo do conteudo de mielina nas 4reas
periventriculares provavelmente estd relacionada a incapacidade em todos os estagios da

doenga, devendo ser alvo terapéutico desde as fases clinicas iniciais.

E sabido que as areas remielinizadas sdo mais preservadas em termos de integridade
axonal, destacando o potencial papel neuroprotetor de se promover a remielinizagdo. Apesar de
repetidos esfor¢os da comunidade cientifica, ndo existem até o momento terapias aprovadas
capazes de induzir a regeneracdo do contetido de mielina. Estratégias terapéuticas inicialmente
projetadas para remielinizacdo, parecem ter também um efeito no perfil de células da resposta
imune inata em modelos experimentais, destacando a necessidade de avaliar esses processos

patoldégicos em combinacdo (152).
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Ainda ¢ importante ressaltar, que em estudos post mortem ¢ descrito uma grande
heterogeneidade entre as lesdes em termos de conteudo de mielina, sendo as chamadas placas
sombra (do inglés, shadow plaques) mais dificeis de serem identificadas, uma vez que podem
ser interpretadas como parcialmente remielinizada, ou lesdes recém desmielinizadas. Nesse
contexto, a avaliacdo concomitante do perfil microglial ¢ crucial para esta distingdo uma vez
que serve de guia histopatologico para determinar se a les@o ¢ ativa, cronica ativa ou inativa
(153). Os desafios na defini¢ao desses processos patoldgicos ex vivo podem ser traduzidos na
auséncia de correlagdo ou interagdo significativa in vivo entre os dois marcadores dentro dos
VOIs analisados em nossa coorte, sugerindo que esses processos podem ocorrer de forma

independente ou nao linear.



6. LIMITACOES
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O presente estudo tem algumas limitagdes, dentre elas o nimero de individuos excluidos
apos a aquisi¢ao do protocolo de imagens. A maioria das exclusdes foi decorrente de alteragdes
estruturais inesperadas, uma vez que a imagem de RM foi adquirida simultaneamente a imagem
de PET, impedindo a exclusdo prévia de individuos sauddveis com anormalidades
desconhecidas. No entanto, esta desvantagem potencial do uso de um sistema hibrido de
PET/RM pode ser mitigada através da aquisi¢do de sequéncias de RM convencionais antes do
inicio do PET e ndo deve impedir o uso desta valiosa abordagem combinada.

Outro ponto importante se refere a classificagdo fenotipica atual da EM, que agrupa
fenotipos progressivos primdrios e secundarios sob um unico grupo. Essa abordagem ¢ util em
ambientes clinicos, mas pode aumentar a incerteza dentro do grupo EMP, uma vez que
pacientes primariamente progressivos e secundariamente progressivos diferem do ponto de
vista de carga lesional 8 RM convencional. Embora nossa amostra seja notavel por ter 19
pacientes com fenotipo progressivo, tivemos apenas 8 pacientes com EM primariamente
progressiva, o que impede uma abordagem estatistica desse subgrupo.

No tocante a auséncia de diferengas significativas entre os grupos na analise baseada em
VOI da imagem de PET TSPO, particularmente na SBAN como demonstrado por grupos
anteriores [20, 48, 49], ¢ preciso considerar a baixa sensibilidade e especificidade do
[M'CJPK 11195, que por se tratar de um tragador TSPO de primeira gera¢do, apresenta uma
menor razao sinal-ruido. Para aumentar a confiabilidade das medidas, o método padrao-ouro de
quantificagdo foi aplicado, utilizando funcdo de entrada arterial corrigida para metabélito, e
contabilizando o volume de sangue como 5% do volume do tecido alvo, uma vez o marcador
TSPO também tem o potencial de se ligar as células endoteliais e sanguineas (154). Além disso,
como anteriormente publicado pelo nosso grupo, ndo houve diferencas na taxa de
metabolizacdo entre controles saudaveis e pacientes com EM em nossa coorte, minimizando
ocasionais erros de medi¢do (101, 124). Vale ressaltar, que embora a quantificacio utilizando
sangue arterial seja mais precisa, a pungao arterial ¢ um procedimento invasivo e ndo realizado
na rotina clinica. Assim, valida¢gdes mais robustas de métodos alternativos de quantificagdo sao
desejaveis e ja estdo em andamento dentro do nosso grupo.

Além disso, consideragdes devem ser feitas sobre os desafios da quantificagdo de PET
na auséncia de tecido “livre de patologia” na EM. Por exemplo, a quantificacdo do PET PIB
usando um algoritmo supervisionado que agrupa voxels de substancia cinzenta cortical para
usar como referéncia ¢ uma ferramenta Util, mas pode dificultar parcialmente a detecgdo de
desmielinizagdo em estudos humanos. Por exemplo, a capacidade do PET PIB de detectar

desmielinizagdo cortical ja foi demonstrado pelo nosso grupo em um modelo EAE de sagui
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(102), contudo permanecem questdes sobre o método de quantificagdo ideal em humanos para
analisar o conteido de mielina cortical. Estratégias alternativas devem ser levadas em
consideracdo, como mudar o tecido alvo para aplicar o algoritmo supervisionado para
determinagdo da regido de referéncia ao focar em areas corticais. Além disso, a farmacocinética
desses marcadores na SC cortical e profunda ¢ um desafio adicional para interpretar a captagao
de [''C]PIB em pacientes com EM, considerando o menor teor de mielina nas estruturas de SC

profunda e a alta ligagdo no nucleo estriado e tdlamo ja descrita por outros grupos (155).

Por fim, a abordagem baseada em regides anatomicas pré-definidas, ndo compreende
totalmente a heterogeneidade da patologia da EM e andlises que permitam correlacionar ou
aplicar modelos de regressao a nivel de voxel, podem revelar associagdes entre a captacdo de
[M'CIPK 11195 e [''C]PIB, ndo evidenciadas no nosso estudo. Em particular, o VOI de lesdo T2
englobando todas as lesdes, ndo leva em consideracgdo as nuances de cada lesdo que em geral
apresentam distintos padrdes de microglia e de perda de mielina a depender do estagio da lesao
e do local estudado (centro, borda e tecido perilesional). Métodos mais avancados,
considerando as lesdes de forma individualizada podem contribuir para identificar uma
assinatura especifica de lesdo predominante em cada individuo. Essa analise personalizada ja
estd em andamento e tem o potencial de revelar diferengas sutis no padrao lesional entre os

fenotipos, bem como dentre os diferentes perfis de incapacidade.



7. CONCLUSAO
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Em conclusdo, nosso estudo demonstrou que um perfil difuso de células da resposta
imune inata estd associado a maior incapacidade e explica parcialmente a variancia observada
entre pacientes com EM. Além disso, maior incapacidade funcional também foi associada a
uma diminui¢do acentuada de mielina nas regides proximas aos ventriculos, como lesdes T2 e
corpo caloso. Foi observado ainda um pior desempenho cognitivo associado a maior
neuroinflamagdo e menor conteudo de mielina em corpo caloso, sendo este ultimo
independente do fenotipo clinico.

Nao foram observadas diferengas significativas na capta¢do de ambos os radiofdrmacos
em relagdo a atividade de doenga e comprometimento cognitivo na inclusdo ou evento clinico
nos 12 meses subsequentes a imagem PET. Adicionalmente, nenhuma associacao foi observada
entre o perfil de células da resposta imune inata e o conteudo de mielina nas lesdes T2 ou dentre
as demais das regides estudadas. Esses achados sugerem que cada processo patologico pode
ocorrer de forma independente e contribuir para um perfil de incapacidade especifico,

resultando na heterogeneidade clinica observada em pacientes com EM.



8. PERSPECTIVAS
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Apesar do grande progresso no tratamento da EM, ha uma necessidade ndo atendida de
abordagens terapéuticas mais direcionadas, o que atualmente depende sobretudo de parametros
clinicos, que sdo em grande parte subjetivos. A heterogeneidade nos mecanismos patologicos
e as diferencas imunes individuais determinam respostas distintas aos tratamentos disponiveis,
e ainda ndo existem biomarcadores capazes de definir um perfil respondedor a priori.
Considerando as associagdes relevantes entre os dados de imagem PET com tracadores
especificos e o perfil de incapacidade, € provavel que estudos adicionais possam contribuir para
estabelecer padrdes que auxiliem na tomada de decisdo terapéutica a nivel individual. Contudo,
esforgos estdo, e devem continuar, direcionados para otimizar métodos de quantificagdo menos
para que a técnica se torne reprodutivel e factivel na rotina clinica.

No contexto de ensaios clinicos, a analise focada em lesdes individuais através da
imagem PET tem o potencial de identificar in vivo a presenca de lesdes cronicas ativas,
definidas por um centro desmielinizado e uma borda de microglia ativada (142). Uma vez que
uma maior prevaléncia dessas lesdes estd associada a um maior risco de progressdo de
incapacidade (156-158), identifica-las e monitora-las a longo prazo pode auxiliar na predi¢ao
de incapacidade a nivel individual e ¢ de suma importancia para avaliagdo das terapias recentes
com a¢ao no brago da resposta imune inata. Ainda nesse contexto, novos tracadores capazes de
identificar o fendtipo microglial bem como outros componentes relacionados a
neuroinflamag¢do compartimentalizada podem igualmente ampliar nosso entendimento do papel
das células da glia no processo neurodegenerativo na EM (108, 159). Adicionalmente, embora
ainda ndo se tenha resultados promissores de drogas remielinizantes, determinar a capacidade
individual de remielinizagdo pode também ajudar a identificar pacientes candidatos a novos
estudos com drogas focadas em neuroprotecao e reparagdo. Na era da medicina personalizada,
¢ fundamental a busca e o estabelecimento de medidas objetivas que possam contribuir para
otimizar o diagndstico, estratificacio e monitoramento da doenca, buscando maximizar a

eficdcia e minimizar os riscos para a populacdo que vive com EM.
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CARLOS ALBERTO BUCHPIGUEL; FABIO LUIS DE SOUZA DURAN; DANIELE DE PAULA
FARIA, has been presented in the modality of Poster Presentation, in the 21st BCTRIMS
Annual Meeting that was held from Oct 14 to 17, 2020 - ONLINE.
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Milena Sales Pitombeira ) &'

participou com a apresentagao oral do trabaino PET IMAGING OF NEUROINFLAMMATION AND COGNITIVE
ASSE! IT IN RELAPSING-REMITTING MULTIPLE SCLEROSIS PATIENTS WITH MILD DISABILITY, tendo como
res: Kenia Campanholo, Fabio Souza Duran, Aline de Souza, Samira Apdstolos-Pereira, Carolina Rimkus,
Maria Fernanda Mendes, Geraldo Busatto Filho, Dagoberto Callegaro, Carlos Alberto Buchpiguel, Daniele de Paula
Faria., trabalho aceito pelo Def ico de i i N, realizado nos dias 1

ndes do Prado
NTE

A OF NEUROLOGIA|

2019
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11C-PIB PET showed a distinct

cerebrospinal fluid pattern in patients

with progressive multiple sclerosis

Authors: Pitombeira MS, Duran FLS, Campanholo KR, Souza AM,
Apdstolos-Pereira SL, Rimkus CM, Mendes MF, Busatto Filho G, Callegaro
D, Buchpiguel CA, de Paula Faria D.

Faculdade de Medicina FMUSP, University of de Sdo Paulo, Brazil
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ANEXO 2 - Aprovaciao da CAPPesq

i and USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE gwr@
. MEDICINA DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Imagem PET em processos relacionados 4 doenga esclerose miltipla
Pasquisador: Carlas Alberto Buchpiguel

Area Temdtica:

Versdo: 3

CAAE: 30202314.0.0000. 0068

Instituigdo Proponente; Hospital das Clinicas da Facuidade de Medicina da USSP

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA EDUCACAD
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

DADOS DO PARECER

Namero de Parecer: 2.451.027

Apresentagiio do Projeto:

Projeto que visa estudar alteragdes na Tomografia de Emissdo de Positrons em pacientes com esclerose
madltipla.

Objetivo da Pesquisa:

Awaliar pacientes com esclarase miltipla por PET,

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Sem alleragtes am relagio ao projeto oniginal.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Emenda ac projeto orginal acrescentando avaliagies neuropsicoldgicas e acrescentando pesquisadoras ao
projata inicial,

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Adequados.

Recomendagbes:

Apravar

Conclus@es ou Pendéncias e Lista de Inadequages:

Sem pendéncias ou inadequacies.

Endarego:  Fua Owides Piras de Camgpos, 225 5 andar

Bairre: Cergoeira Cesar CEP: (5403010
UF: 5F Municipio: SA0 PAULD
Telefone:  [11)2661-7565 Fax: {1152461-T545 E-mail: cappesqadrmdhe fm.usp b
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USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE “§ w
MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Cortnuiaia do Parecer: 7451 027

Coensideragdes Finais a critério do CEP:
Em confarmidade com a Resolugdo CNS n® 466/12 - cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatdrios parciais & final; capresentar dadas solicitados pelo
CEF, a qualquer momento; d) manter em arquive 5o0b sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
inglviduals e todos os demais documentos recomendades pele CEP, &) encaminhar os resultados para
publicaga@o, com os devidos crédilos aos pesguisadores associados e ao pessoal técnico participanta da

projeto; 1) justificar perante ao CEP interrupgae do projete ou a ndo publicagdo dos resultados,

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Paostagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGOES BASICAS 978777 111002017 Aceilo
da Projein E2 pdf 17:51:20
Oulros Carta_justificativa. pdf 11102017 | Carlos Alberda Acaito
17:49:14 | Buchpiguel

Outros Emenda2formulanio pdf T1IMH2017 | Carlos Albero Acailo

_ 17:45:50 | Buchpiguel

TCLE/ Termos de | TCLE_atualizado_emeda2.pdf 112017 | Carlos Albarto Aceito

Assantimento / 17:42:08 |Buchpiguel

Justificativa de

Auséncia

Ouiros Emenda_pdf 25082016 | Carlos Alberlo Aceilo
15:45:17 | Buchpigual

Folha da Rosto FolhaRosto pdf 211002014 Aceito
11:01:34

Cutros Respasta parecer etico CAPPesq.pdf 1905/2014 Acerto
120837

Crutros Cadastro online assinado. pof O7/04/2014 Acailo
14:10:36

Qutros Tradugdo Carta UMCG. pdf 1710372014 Aceilo
D9-18:36

Cufros Carta Universidade de Gronmingen,pdfl 170320174 Aceito
09:18:06

Cuitros Flano de Trabalha PVE AD15_2013 1110272014 Aceito

enviado,docx 16:58:32

Qufros Auxilio financeiro CAPES. pdf 11/03/2014 Aceito
16:55:39

Crutros Aprovacao dapartamento,pdf 11032014 Acaita
16:55:03

Qufros Oficio 015_2013. pdf 11032014 Acaito |
18:15:51

Enderego: Fua Ovidio Pires de Campos, 225 5° anoar

Bairo: Cengueira Cesar CEP: 05403010

UF: 5P Municipio: SAD PAULD

Telelane: (11)2661-7586 Fa: (11)2861-T505 E-mail: cappesqadmi@ne im usp b
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ANEXO 3 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

1. Titulo da pesquisa - IMAGEM PET EM PROCESSOS RELACIONADOS A DOENCA
ESCLEROSE MULTIPLA

2. Pesquisador principal - Carlos Alberto Buchpiguel

3. Departamento/Instituto - Faculdade de Medicina — Centro de Medicina Nuclear

1. Convite a participagdo
Convidamos o(a) Sr(a). a participar desta pesquisa para avaliar exames de imagem PET (tomografia
por emissdo de positron) e os diferentes graus de inflamagdo e degeneracao na esclerose multipla.

2. Justificativa e objetivos do estudo

Essas informagdes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria nesse estudo que
pretende avaliar o exame de imagem PET para identificar inflamacao e perda de mielina nos diferentes
tipos de esclerose multipla. Imagem PET pode tornar-se um instrumento mais preciso para avaliagdo da
progressao da doenga e também resposta do tratamento

3. Procedimentos que serdo realizados e métodos que serdo empregados

Vocé fard um exame que avalia o cérebro e a medula espinhal chamado ressondncia magnética
estrutural. Nesse exame vocé deitard numa espécie de cama que se move lentamente dentro de um tubo
largo, que faz parte do equipamento. Apds iniciado o exame para registrar as imagens do cérebro e
medula espinhal, vocé deverd manter a cabega e as costas imoveis dentro do tubo. Durante o exame vocé
ouvird em alguns momentos barulho forte que indicam que o equipamento esta funcionando. Enquanto
vocé estiver deitada dentro da maquina, poderda se comunicar conosco e, se for necessario,
interromperemos o exame para que vocé possa sair do equipamento. E provavel que no final do exame
seja injetado um contraste na sua veia para que possamos avaliar melhor o seu cérebro.

Vocé também fara outro exame chamado PET (Tomografia por Emissdo de Positrons). Esse exame
sera separado em duas etapas, podendo ser as duas partes feitas no mesmo dia ou dentro de uma semana
(isso dependera de sua disponibilidade e vaga no aparelho). Esse exame ¢ realizado no mesmo
equipamento que a ressonancia magnética e para sua realizagdo injetaremos uma medicagdo na sua veia
¢ pequenas amostras de sangue serdo coletadas de sua artéria durante o exame (um acesso sera colocado
para que ndo sejam necessarias vérias picadas). E preciso sua colaboragio para ndo mexer a cabega e
costas durante o exame. Apesar de a medicagao ser radioativa, ela ¢ segura e ndo causa maleficios para
sua saude. A quantidade de radiag@o que vocé recebera ¢ pequena (menor que a radiacdo de um exame
de radiografia com contraste). A ocorréncia de qualquer alergia ou reagdo ¢ muito rara.

Além de realizar os exames de ressonancia e PET que vocé leu acima, vocé também serd avaliado
clinicamente pela equipe. A avaliacdo inclui perguntas sobre o historico da sua doenga (esclerose
multipla), um questionario sobre as outras doengas que vocé possa ter (comorbidades), testes para avaliar



a memoria e a velocidade de raciocinio (avaliagdo neuropsicoldgica) e um exame neuroldgico completo
com a finalidade de estabelecer seu grau de incapacidade no dia-a-dia.

4. Explicitacao de possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participacio na pesquisa

Durante os exames de ressonancia magnética e de PET, o desconforto ¢ o do tempo em que € preciso
ficar no aparelho (70 minutos em cada fase). Algumas pessoas podem se sentir incomodadas com o
barulho forte que o aparelho faz. Geralmente, no entanto, as pessoas conseguem relaxar e completar o
exame sem grandes dificuldades. Nao ha outros riscos esperados neste tipo de exame. Caso se sinta
desconfortavel, o exame sera interrompido imediatamente e remarcado, se vocé assim desejar.

Para o exame PET, um desconforto adicional serd de uma picada da inje¢do na veia e a picada para
colocar o cateter na artéria; em cada fase do exame.

Durante estes exames, vocé devera se esforcar para ndo mexer a cabeca. As imagens do cérebro e
da medula espinhal ndo ser@o utilizadas para outro fim, sendo o de estudar a presenga de inflamacao e
mudancas em mielina.

Estes exames sdo muito comuns e os Unicos desconfortos que podem ocorrer sdo dores no local da
puncdo ou manchas rochas transitérias chamadas de equimose.

5. Beneficios esperados para o participante da pesquisa
Esta pesquisa pode trazer conhecimentos importantes para a utilizagdo da imagem PET como
instrumento de monitoramento e analise de resposta terapéutica de cada tipo de esclerose multipla.

A ressonancia magnética sera utilizada como padrdo para informagdes anatomicas e o PET sera
utilizado para avaliar se as alteracdes identificadas pela ressonancia magnética sdo devido a processo
inflamatorio ou alteragdo em quantidade de mielina.

Essas informagdes poderdo contribuir para tornar os métodos de imagem ferramentas para avaliagao
de novos e/ou atuais tratamentos da esclerose multipla.

6. Esclarecimento sobre a forma de acompanhamento e assisténcia a que terdo direito os
participantes da pesquisa
A sua participagdo nesta pesquisa sera restrita a realizacdo dos exames de imagem descritos acima
e da avaliacdo clinica realizada concomitante. Nenhum acompanhamento ou assisténcia adicional sera
realizada através desta pesquisa.

7. Garantias de plena liberdade ao participante de recusar-se a participar ou retirar o seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa sem penalizacio alguma, de sigilo e
privacidade.

A participagdo no estudo ¢ livre e vocé podera sair a qualquer momento sem que isso interfira em
sua assisténcia no Hospital. E dado a liberdade de recusa de realizar qualquer procedimento sem prejuizo
no seu tratamento.

Informamos que vocé recebera uma copia deste termo assinado por nos, pesquisadores, para ter
consigo.

8. Explicitacio das garantias de ressarcimento por despesas decorrentes da pesquisa e
explicitacdo da garantia de indenizacdo por eventuais danos decorrentes da pesquisa
Nao héd quaisquer despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também ndo ha compensagdo financeira relacionada a sua participag@o. Se existir
qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.



9. Compromisso do pesquisador sobre utilizar os dados e o material biolégico coletado
Nenhum material bioloégico (amostras de sangue coletados durante a imagem) sera armazenado apos
término dessa pesquisa.

As imagens bem como os dados clinicos coletados poderdo ser incluidas em outros estudos, sem a
necessidade de repeticao do exame, desde que vocé autorize.

(-.....) SIM. Eu autorizo o uso destas imagens para cada pesquisa futura e estou informado(a) que a
Comissdo de Analise de projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas (CAPPesq) ira examinar nova
pesquisa e decidir sobre a utilizagdo ou ndo das imagens geradas neste estudo.

(-.....) NAO. Eu n2o autorizo o uso destas imagens e quero ser consultado para autorizar ou ndo cada
pesquisa futura com estes dados.

Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de duvidas.

O principal investigador ¢ o Prof Dr Carlos Alberto Buchpiguel (médico nuclear) que pode ser
encontrado no Centro de Medicina Nuclear da Faculdade de Medicina da USP localizado na Rua Ovidio
Pires campos 872 — HCFMUSP, Telefone: 2661-8053 (enderego onde vocé realizara os exames).

A pesquisadora executante ¢ a Dra Daniele de Paula Faria, que pode ser encontrada no mesmo
endereco e telefone acima.

Vocé podera contatar também a médica neurologista Milena Sales Pitombeira, que fara todo seu
acompanhamento e sua avaliagdo clinica, pelo telefone: 97280-0108.

Se vocé tiver alguma considerag@o ou diivida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com a
Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCEMUSP (CAPPesq) — Av. Dr. Ovidio
Pires de campos, 225 — Prédio da Administragdo — 5° andar — telefone: (11) 2661-7585; (11) 2661-1548,
(11) 2661-1549; e-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo “IMAGEM PET EM PROCESSOS RELACIONADOS A
DOENCA ESCLEROSE MULTIPLA”.

Eu discuti com o Dr Carlos Alberto Buchpiguel e/ou Dra Daniele de Paula Faria e/ou Dra Milena
Sales Pitombeira sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sao
os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias
de confidencialidade e de esclarecimentos pertinentes. Ficou claro também que minha participagdo ¢
isenta de despesas e que tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /




Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente

ou representante legal para a participacao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

DADOS DE IDENTIFICACAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFICACAO) DO PARTICIPANTE DA PESQUISA
OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ...ccccooiviiiiiiiininieenee, SEXO: MoFno
DATA NASCIMENTO: ........ [ R
ENDERECO i N APTO:

DATA NASCIMENTO.: ....../ .../ ......
ENDERECO i N APTO:



ANEXO 4 - Instrumento de avaliacio clinica e funcional

DATA: /

Numero:

PROTOCOLO DE PESQUISA: ESCLEROSE MULTIPLA - HCFMUSP

FICHA: DADOS CLINICOS E ETIQUETA DO PACIENTE
DEMOGRAFICOS

Paciente: Exame namero:
Grupo: 1() 2() 3() 4()
Arteria: PET PK: PET PIB:
Aval. Neuropsi:
DADOS DE IDENTIF ICACAO E DEMOGRAFICOS

INICIAIS TELEFONES DT. NASC. COR PROCEDENCIA/ NATURALIDADE

MIGRACAO

DADOS SOCIO-ECONOMICOS-CULTURAIS

ESCOLARIDADE ESTADO PROFISSAO DESEMPREG | APOSENTAD | BENEFICIARIO

CIVIL ADO O

FORMA CLINICA E AVALIACAO DE ATIVIDADE/PROGRESSAO

Forma Clinica Atividade Ultima atividade Ultima atividade | Progressio
clinica radiologica

Data do 1° Data do Seguimento HC Data ultima RM Data ultima

Sintoma Diagnoéstico | desde consulta




HISTORICO DE SURTOS (TAS):

(Gltimos 2 anos)

Més/ano

Sintoma

Tratamento

Data do Melhora (Parcial
tratamento | ou completa)

HISTORICO DE DMDs DMD atual:

Més/ano
de inicio

DMD

Dose

Se interrompido:
Més/ano e motivo




COMORBIDADES (Questionario) / ANTECEDENTES RELEVANTES:

OUTRAS MEDICACOES EM USO

Finalidade Medicagdo Dose Tempo de uso | Dia e hora da
ultima dose

Depressao

Fadiga

Espasticidade

Dor

Alteracdo urinaria

Com 1:

Com 2:

Com 3:

Vitamina D

Outros

EXAME NEUROLOGICO DATA: / /

Alterado

Se sim, descrever:

Cognitivo

Motor

Sensibilidade

Coordenacao

Nervos
cranianos

Marcha

HISTORICO DE EDSS EDSS DESTA AVALIACAO: DATA:

/ /

Més/ano

EDSS

Sistemas funcionais acometidos

MSFC MSFC DESTA AVALIACAO:

DATA: /




Teste

Pontuagao

9-pin-hole (9-HTP)

25-foot-walk (25-FW)- abaixo

Paced Auditory Serial Addition test (PASAT)

1.

Cronometrada de 25 pés (7.62 metros)

Utiliza alguma ortese? Sim Nao

Dispositivo de apoio foi usado? Sim Nao

Timed 25-Foot Walk Funcdes Motoras dos Membros Inferiores:

Dispositivo usado (marcar uma): Bilateral Muleta Unilateral Muleta

Trial 1: Cronometragem:

segundos

Registrar quaisquer circunstancias

Caminhada

que afetaram o desempenho dos pacientes.

Se a triagem ndo for completa: * Especificar: Incapaz de completar a triagem devido a

limitacdes fisicas. Outros

Trial 2 : Cronometragem:

segundos

Registrar quaisquer circunstancias

que afetaram o desempenho dos pacientes.

Se a triagem
ndo for completa: * Especificar: Incapaz de completar a triagem devido a limitagdes fisicas.
Outros

Demorou mais de duas tentativas para realizar o teste complete? Em caso afirmativo,
especificar 0s motivos.




ANEXO 5 — Bateria Neuropsicoldgica

Nome: DN: / / Idade:
Escolaridade: Género: (M) (F) Lateralidade: (D) (S) (A) Raga: (B) (N) (I) (A) (P)
Ocupagdo:

Selective Reminding Test (Portuguese)

PALAVRAS 1 2 3 4 5 6| Delay
LEITE

PE
PRAIA
CARTA
REI
CASA
PAU
PASSE
RELVA
MOTOR
RIO
IRMAO

1 2 3 4 5 6| Delay

Long Term Storage
Consistent Long Term
Retrieval

Spatial Recall Test

Trial 1 Trial

Corretos: Corretos:

Corretos: Corretos:



. . R 9-Hole peg test
Symbol D101t Modalltles Test -
6 4 9

--------------- Mo Dominante
T1
--------------- .
Mao Nao-dominante
--------------- T -

T2

---------------
---------------
---------------
---------------
3 4 9 2 6 4 9 2 &8 5 1 3 6 7 8

Paced Auditory Serial Addition Test (PASAT)

9+1 3 5 2 6 4 ) 7 1 4

10 4 8 7 8 10 13 16 8 5
1+4 8 1 5 1 3 7 2 6 9
5 12 9 6 6 4 10 9 8 15
4 7 3 5 3 6 8 2 5 1
13 11 10 8 8 9 14 10 7 6
5 4 6 3 8 1 7 4 9 3
6 9 10 9 11 9 8 11 13 12
7 2 6 9 5 2 4 8 3 1
10 9 8 15 14 7 6 12 11 4
8 5 7 1 8 2 4 9 7 9
9 13 12 8 9 10 6 13 16 16
3 1 5 7 4 8 1 3 8 2
12 4 6 12 11 12 9 4 11 10
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