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RESUMO

Ribeiro LGB. Neuroimagem funcional em idosos saudaveis: correlacdo entre
ressonancia magnética funcional no estado de repouso e varidveis cognitivas,
demograficas, e deposicdo de peptideo amiloide [dissertacdo]. Sé&o Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2021.

A compreensdo das alteracdes cerebrais durante o envelhecimento saudavel se
torna imperativa no contexto global atual de aumento na expectativa de vida. A
literatura disponivel sobre funcionamento cerebral reporta alteracdes
importantes na conectividade funcional (CF) durante o envelhecimento. Diversos
estudos, no entanto, se restringem a areas especificas do cérebro ao pesquisar
essas mudancgas. O presente trabalho investigou, em uma amostra de idosos
saudaveis, associacdes entre a CF no cérebro inteiro, medida por meio da
técnica de ressonancia magnética funcional (RMf) no estado de repouso, e
indices de deposicao do peptideo B-amiloide por meio do exame de tomografia
por emissao de pasitron apos injecao venosa do composto B de Pittsburgh (PET
11C-PiB). Além disso, foram investigadas associacdes com outras variaveis
relevantes nos processos de alteragbes de CF no envelhecimento segundo a
literatura, a saber: a idade e escolaridade dos sujeitos; escores no Teste de
Aprendizado Auditivo-Verbal de Rey (RAVLT), como medida de memoria
episodica; e escores no Mini Exame do Estado Mental (MMSE), como medida
cognitiva geral. Participaram do estudo 26 idosos saudaveis que foram
submetidos a extensa bateria de testes neuropsicolégicos para exclusdo de
quaisquer doencas neuroldgicas ou psiquiatricas, e a analise de seus exames
de ressonancia magnética estrutural para exclusdo de pacientes com lesdes
graves. Dois médicos nucleares realizaram uma avaliacdo visual do exame de
PET 1C-PiB dos participantes, dicotomizando a amostra com base em seu pefrfil
amiloide nos subgrupos A- e A+. Também obtivemos uma medida semi-
guantitativa de deposicdo amiloide calculando valores de captacao normalizados
(SUV) de PET 'C-PiB em diversas areas do cérebro, obtendo sua média e
normalizando-a pelo SUV cerebelar (SUVr-PiB). Apds aquisicdo e pré-
processamento dos dados de RMf de repouso, os dados de CF dos sujeitos
foram parcelados em 278 regides contiguas compreendendo o cérebro inteiro
que tiveram sua conectividade média calculada. As conectividades médias de
cada regiao foram entdo analisadas par a par, indicando para cada par se havia
correlacéo positiva ou negativa, o que nos forneceu um panorama da CF de cada
sujeito. Com o método de Quadrados Parciais Minimos (PLS), verificamos se
havia associacao entre as diferencas de CF dos nossos sujeitos e suas variaveis
cognitivas, demograficas e o SUVr-PiB. Quando as analises de PLS se
mostraram estatisticamente significativas, realizamos nova dicotomizacdo da
amostra para comparar as conectividades médias de cada subgrupo, dividindo
a amostra em idosos jovens e longevos. As diferengas entre subgrupos foram
categorizadas pela natureza da mudanca de conectividade (aumentos ou
diminuicdes de correlagdes positivas ou negativas) e mapeadas de acordo com
a sua localizacdo em uma de sete grandes redes funcionais. Pela avaliacéo
visual, foram identificados 5 sujeitos que apresentam deposi¢do amiloide visual
(grupo A+), enquadrando-os no espectro da Doenca de Alzheimer (DA). Nao foi
encontrada significancia estatistica nas andlises buscando associacao entre CF
do cérebro inteiro e SUVr-PiB, escolaridade, escores nos testes RAVLT ou



escores no MMSE. Encontrou-se resultado significativo na andlise de associacao
entre CF e a idade dos sujeitos. Apos dicotomizar a amostra em subgrupos de
sujeitos idosos mais jovens e mais longevos, encontramos um padrao complexo
e difuso de alteracdes funcionais no cérebro inteiro. Tanto entre redes funcionais
quanto intrinsecamente a cada uma delas, notaram-se em maior grau
diminuicdes de conectividade, mas em padrbes muito distintos entre os dois
casos. Em um grau menor, aumentos de conectividade também foram
encontrados em proporcdo ao avanco da idade. Embora ndo tenhamos
encontrado associagao entre CF e deposi¢cao amiloide, nota-se que, excetuando
0s 5 sujeitos do grupo A+, todos os demais participantes apresentavam valores
muito proximos de SUVr-PiB. Isto indica que amostras maiores serdo
necessarias para aumentar o poder estatistico das analises e confirmar este
achado. Por outro lado, os achados da analise de correlagcédo entre CF e idade
cronoldgica estéo respaldados pela literatura, mostrando associacao significativa
mesmo em uma amostra de faixa etéria restrita, e demonstrando tanto presenca
de diminuicdes de CF com o decorrer da idade quanto aumento de CF em funcéo
de mecanismos compensatorios.

Descritores: 1doso; Imagem por ressonancia magnética; Conectividade
funcional; Tomografia por emissdo de positrons; Envelhecimento; Memoria
episodica; Cognicao.



ABSTRACT

Ribeiro LGB. Functional neuroimaging of healthy elderlies: correlation between
resting-state functional magnetic resonance imaging and cognitive and
demographic variables, and amyloid peptide deposition [dissertation]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2021.

The comprehension of brain alterations due to aging becomes imperative in the
global context of life expectancy increase. Available literature on brain functioning
reports important alterations in functional connectivity (FC) during aging. Several
studies, however, are restricted to certain brain areas when looking for those
changes. The present study investigated associations between the whole-brain
functional connectivity (FC) of a sample of healthy elderlies measured by resting-
state magnetic resonance imaging (rs-fMRI) and B-amyloid deposition indexes
evaluated by the positron emission tomography after venous injection of the
Pittsburgh compound B (*C-PiB PET). Furthermore, we investigated association
to other relevant variables to the FC alterations process according to the
literature, such as: the participants’ age and years of education; their scores on
the Rey Auditory-Verbal Learning Test (RAVLT) as measure of episodic memory;
and scores on the Mini Mental State Examination (MMSE) as measure of general
cognition. The 26 healthy elderlies enrolled in this study underwent a thorough
neuropsychological test battery to exclude subjects presenting neurological and
psychiatric diseases, and structural magnetic resonance imaging to exclude any
patients with gross brain lesions. A visual inspection of our sample’s 1*C-PiB PET
was carried out by two expert nuclear medicine physicians dichotomizing it by
amyloid profile, thus dividing A- and A+ subgroups. We also obtained a semi-
guantitative measure of amyloid deposition by calculating standard uptake values
(SUV) of 11C-PiB PET in several brain regions, averaging them and normalizing
the result by the cerebellar SUV (SUVr-PiB). After rs-fMRI acquisition and pre-
processing, the participants’ FC data were parceled into 278 whole-brain
contiguous regions that had their mean connectivity calculated. The mean
connectivity of each region was then analysed in pairs, indicating whether the
correlation was positive or negative in each pair, thus providing a FC panorama
for each subject. Using the Partial Least Squares (PLS) method, we verified
whether the FC differences between our subjects were associated with the
subjects’ cognitive and demographic variables, and SUVr-PiB. In the case of
statistically significant PLS analyses, we performed a new dichotomization of the
sample to compare the mean connectivity of each subgroup, dividing our sample
into younger and older elderlies. We categorized the differences between
subgroups by the nature of the FC change (increases or decreases of positive or
negative correlations) and mapped the results according to their location in the
brain in one of seven functional networks. The visual inspection led to the
identification of 5 subjects presenting important amyloid deposition (the A+
subgroup), placing them on the Alzheimer’s Disease (AD) continuum. We did not
find statistically significant results in the analyses searching associations
between whole-brain FC and SUVr-PiB, education, RAVLT or MMSE scores. We
found significant association between FC and age. After dichotomization into
younger and older elderlies subgroups, we found a complex pattern of FC
alterations widespread across the whole brain. Both between- and intra-networks



results were mostly categorized as FC decreases, but with very different patterns
in each case. To a lesser extent, FC increases due to aging were also noted.
Even though we did not find association between FC and amyloid deposition, it
is notable that all but our five A+ subjects had close SUVr-PiB values. This
indicates that bigger samples are warranted to augment statistical power and
confirm this result. On the other hand, our results from the FC and age analysis
are backed by the available literature, showing significant association even in a
sample with small age difference between subjects, and demonstrating both FC
decreases during aging and FC increases because of compensatory
mechanisms.

Descriptors: Aged; Magnetic resonance imaging; Functional connectivity;
Positron emission tomography; Aging; Episodic memory; Cognition.



1. INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento populacional

Dados atuais da constituicdo demografica global indicam um processo
importante de envelhecimento da populacédo geral (ONU, 2019). Em paises de
alta renda, observa-se com clareza a inversdo da piramide etéria, mostrando
uma populagdo idosa superando o numero de individuos de idades
intermediarias (de 18 a 60 anos). Nos paises ditos em desenvolvimento (ou de
renda mais baixa), caso do Brasil, o0 que se observam sdo piramides etarias
“amendoadas”, nas quais a queda na taxa de natalidade é representada por uma
base estreita; ademais, ha uma predominancia dos individuos em faixas etarias
intermediarias.

Piramides etarias dessa natureza denotam o processo de envelhecimento
populacional quando aliadas a um aumento da expectativa de vida. Embora seja
importante ressaltar as discrepancias entre a esperanca de vida ao nascer no
Brasil quando contabilizados raca e situacdo de domicilio (PNUD, 2017), a
expectativa média de vida brasileira j& ultrapassa os 75 anos de idade (IBGE,
2014). Esse quadro implica, portanto, uma tendéncia de crescimento da
populacdo idosa no pais. Prospecta-se para os proximos 50 anos que 0 numero
de idosos acima de 65 anos triplique, chegando a 60 milhdes de individuos
(Figura 1). Nesse sentido, pesquisas robustas acerca da populagéo idosa sé&o
cada vez mais priorizadas gracas a crescente demanda por um gerenciamento
eficiente a nivel de politicas publicas sociais (Pool et al., 2017). Para garantir

1
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Figura 1. Evolucdo da populacdo idosa no Brasil entre 1950 e 2019, com projecbes
probabilisticas até 2100. O tracejado vermelho delimita os intervalos de confianga das
projeces de populacdo acima de 65 anos, contendo 85% e 90% das 60 simulacbes
realizadas (linhas cinzas). Adaptado de (ONU, 2019).

qualidade de vida a essa populagdo, é mister o estudo das alteracdes causadas
pela senescéncia, que engendra no cérebro alteracées metabdlicas, cognitivas,
estruturais e funcionais (Constantino et al., 2015; Grady, 2012; Mattson e
Arumugam, 2018; Wyss-Coray, 2016). Apenas com relacdo a sindromes
demenciais associadas a processos neurodegenerativos durante o
envelhecimento, sabe-se que séo gastos anualmente bilhdes de dolares com as
consequéncias do processo demencial, com tendéncia de aumento dessa cifra

sobretudo nos paises em desenvolvimento (ONU, 2019a).

1.2 Alteragdes cerebrais morfologicas e funcionais no envelhecimento



Uma miriade de alteragBes cerebrais morfoldégicas e funcionais séo
percebidas durante o envelhecimento humano. Diversos fatores podem influir em
reducBes volumétricas de substancia cinzenta (SC) e perda de integridade de
substancia branca (SB) e, como consequéncia, um processo de declinio
cognitivo € esperado em sujeitos idosos, mesmo que de maneira discreta
(Jaroudi et al., 2017). Embora haja fungbes cognitivas preservadas durante o
envelhecimento saudavel, como a memdéria semantica e habilidades espaciais
(Cohen et al., 2019), outras tantas sdo comumente observadas, como gueixas
de atencdo, funcdo executiva e comprometimentos de memoria episodica
mensuraveis sobretudo a partir da aplicacdo de testes neuropsicolégicos, 0s
quais podem revelar significativas dificuldades de armazenamento e

recuperacdo de conteudo nos idosos (Cohen et al., 2019).

Ha também mudancas de ordem funcional no cérebro correlatas ao
envelhecimento. Sabe-se que o envelhecimento normal acarreta, ndo raro, uma
diminuicdo de assimetria cerebral e reducgfes significativas da conectividade
funcional (CF) entre areas distintas do cérebro (Ferreira e Busatto, 2013; Onoda
et al., 2012). Também consta na literatura, por outro lado, que € comum entre
idosos saudaveis a hiperativagdo de determinadas areas (como o cortex pré-
frontal - CPF) como mecanismo compensatorio contra a neurodegeneracao;
sujeitos de maior sucesso no desempenho de tarefas de memdéria e de
percepcdo em geral apresentam um recrutamento maior das areas cerebrais

(Cabeza et al., 2018).



1.3 Biomarcadores de doenca de Alzheimer (DA) em idosos sem

comprometimento cognitivo

O envelhecimento também € fator correlacionado a alteracdes
metabdlicas no cérebro. Tanto no envelhecimento sem déficits cognitivos
significativos quanto nos casos de perda cognitiva patoldgica, alguns
biomarcadores sdo de grande importancia para a compreensao desse processo.
Assim, destaca-se a prevaléncia da doenca de Alzheimer (DA), que constitui a
forma mais comum de deméncia na populagéo idosa (Blennow et al., 2006). Esse
processo neurodegenerativo € exponencialmente mais prejudicial de acordo com
a idade, atingindo de 25% a 33% da populacdo acima dos 85 anos (Blennow et
al., 2006). Como biomarcadores caracteristicos da DA presentes na analise
anatomopatolégica do tecido cerebral post-mortem, encontram-se 0s
emaranhados neurofibrilares (ENF) e os aglomerados ou placas de peptideo -
amiloide (para uma descricdo atualizada dos biomarcadores e da fisiopatologia
da DA, ver Blennow e Zetterberg, 2018). Sabe-se também que algumas
moléculas que participam no foco de acumulo amiloide extracelular, como as
citocinas e os radicais livres, desencadeiam um processo inflamatério e estresse

oxidativo (Singh et al., 2019).

Os biomarcadores tipicos de DA, entretanto, sdo também encontrados em
individuos assintomaticos e de cognicdo preservada. Estudos recentes indicam
que de 20% a 33% dos idosos saudaveis apresentam uma quantidade
expressiva de placas amiloides (Rodrigue et al., 2009; Oh et al., 2012; Zwan et
al., 2014). Atualmente, entende-se que a deposicdo amiloide tenha inicio

bastante precoce, antecedendo assim em torno de 15 anos a incidéncia da



neurodegeneracao caracteristico da DA (Rowe et al., 2013). Uma meta-analise
de estudos longitudinais conduzida por Chen e colaboradores (2014) revela um
risco 3.7 vezes maior de desenvolvimento de deméncia nos idosos
cognitivamente normais que possuem deplecao amiloide exuberante. A relagcéo
entre declinio cognitivo e a presenca das placas amiloides, posto que muito
prevalente, pode ser modificada por diversos fatores, como a existéncia de uma
reserva cognitiva prépria do individuo (Oh et al., 2012; Pike et al., 2007). Sendo
assim, uma parcela de individuos com sinais de deposi¢cdo amiloide podem
nunca apresentar deficits cognitivos desproporcionais, ou somente ir&o

apresentar tal declinico patolégico apenas em idades muito avancadas.

A Associagao de Alzheimer do Instituto Nacional de Envelhecimento dos
Estados Unidos (NIA-AA, National Institute on Aging - Alzheimer’s Association)
passou em 2018 a definir a DA para fins de pesquisa como patologia marcada
simultaneamente pela presenca de neurodegeneracdo e dos biomarcadores
classicos, notadamente os aglomerados de peptideo B-amiloide e os ENF de tau,
detectados in vivo pela analise liquérica e por técnicas de neuroimagem; ou por
estudo post-mortem (Jack et al., 2018). Nesse sentido, embora seja comum
tratar os idosos sem comprometimento cognitivo e no geral assintomaticos por
“‘individuos saudaveis”, cabe a ressalva de que esses pacientes podem, a
depender do seu metabolismo cerebral e atrofia neuronal, apresentar tracos
anatomopatolégicos que indicam incidéncia de DA. Nestes casos, estes
individuos assintomaticos passam a ser classificados como pacientes com DA

(Jack et al., 2018).



1.4 Neuroimagem e envelhecimento

A partir desse panorama de consideraveis mudancas devidas ao
processo de senescéncia, as modalidades de neuroimagem estrutural e
funcional se colocam como métodos seguros e ndo-invasivos de investigacao
das alteracbes morfologicas, funcionais e metabdlicas do cérebro. Esse
ferramental possibilita estudos in vivo, que podem, por exemplo, ser usados para
descartar o diagnéstico de DA, diferenciando-a de outras deméncias, bem como
documentar padrbes de progresséo das referidas alteracbes degenerativas do
envelhecimento saudavel ou subjacentes aos quadros demenciais (vede
Risacher e Saykin, 2019 para uma revisao compreensiva). A seguir, explicitamos
duas técnicas ndo-invasivas de neuroimagem funcional Uteis ao presente
trabalho: a Ressonéancia Magnética Funcional (RMf) e a Tomografia por Emisséo

de Pdésitrons (PET).

1.4.1 Ressonancia Magnética Funcional

A RMf é um método que permite avaliar variacdes do nivel de atividade
funcional de regifes cerebrais bem determinadas (Ahmed et al., 2014). Essa
técnica monitora mudangas locais na atividade de neurbnios a partir da
concentracdo de hemoglobina ligada ou ndo a oxigénio. Essa relacdo se da a
partir do principio de que quando uma regido cerebral apresenta atividade
neuronal elevada, ocorre um influxo regional de sangue oxigenado, fornecido
pelo sistema vascular. A hemoglobina oxigenada apresenta propriedades
magnéticas distintas da hemoglobina desoxigenada, de forma que a variagdo na
proporcao entre elas em uma dada regido pode ser detectada pelo aparelho de
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ressonancia magnética (RM) e transparecera nas imagens ponderadas em T2*,
A essa medida se da o nome de efeito BOLD (sigla em inglés para efeito
“‘dependente do nivel de oxigenacdo sanguinea”). Com métodos de aquisicao
rapida de RM podem-se obter imagens do cérebro todo com resolugéo
satisfatoria em menos de 3 segundos, permitindo a afericdo das variagdes do
sinal BOLD no tempo (Huettel et al., 2009).

Os primeiros estudos de RMf langaram mé&o de um protocolo consistindo
na execucao de uma tarefa pelo sujeito durante a aquisicdo das imagens, para
verificar quais areas do seu cérebro séo ativadas. Nas ultimas décadas houve
um crescimento vertiginoso no uso desta modalidade de neuroimagem, que vem
contribuindo de forma significativa para o conhecimento sobre o funcionamento
do cérebro humano (conforme mostram diversas revisdes recentes, como as de
Esteves et al., 2021 e Yap et al.,, 2021). Uma limitacdo desta linha de
investigacdo consiste na pluralidade de comportamentos possiveis durante a
realizacdo de uma mesma tarefa por sujeitos distintos, resultando na ativacéo de
diferentes areas cerebrais em cada individuo (Gusnard et al., 2001). Entretanto,
esta limitacdo é superada através do uso de “tarefas-controle” engenhosamente
desenhadas para serem utilizadas durante a mesma sessdo de aquisicao de

imagens.

Em anos recentes, tem sido pratica corrente também estudos de RMf nos
quais é feita a analise da sincronia de areas cerebrais quando o sujeito esta
rigorosamente imével e em repouso na maquina de RM, portanto sem se engajar
a qualquer tarefa especifica, num tipo de técnica que € chamada de RMf de
estado de repouso (Biswal et al., 1995). Também a RMf de repouso tem sido

muito utilizada nos ultimos anos para estudar a atividade cerebral intrinseca,
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sobretudo relacionadas ao envelhecimento (vede revisdes em Foo et al, 2020; e
Ibrahim et al, 2021). A RMf de repouso é simples na sua execugdo, 0 que
constitui importante aspecto em estudos cujos sujeitos apresentem dificuldades
para se engajar em tarefas especificas. Entrentanto, ainda que intuitivamente
possa se imaginar que durante o protocolo de repouso o cérebro permaneca
ocioso, a realidade é muito distinta, apresentando um mapa bem definido de
ativacao cerebral persistente (Buckner et al., 2008). Mais do que isso, sabe-se
que essa atividade cerebral de base é importante para um funcionamento
saudavel do cérebro (Fox e Raichle, 2007). Por isso, correlagcdes funcionais entre
diferentes regides podem ser estimadas no estado de repouso, constituindo um
mapa do que se chama de CF do sistema nervoso no estado de repouso (Friston

et al., 1993).

1.4.1.1 Redes funcionais do cérebro humano em repouso

A medicao do efeito BOLD mostra que o cérebro compreende diversas
regides que, sejam anatomicamente adjacentes ou distantes entre si,
apresentam correlacdo funcional, compartilhando informa¢cbes umas com as
outras (Van den Heuvel & Hulshoff Pol, 2010). As regifes cujas trocas de
informacdes sdo mais proficuas possuem flutuacdo BOLD coerente entre si ho
decorrer do tempo (De Luca et al., 2006) — dizemos que suas séries temporais
apresentam uma correlagao positiva. A partir desse comportamento funcional
coincidente, é possivel delimitar grandes redes funcionais que se estendem pelo
cérebro inteiro com uma organizacdo quase horizontal (isto €, que por vezes nao
estabelece hierarquia entre si). Usando o método de RMf no estado de repouso,
€ possivel delimitar sete grandes redes funcionais: uma rede somatosensorial;
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uma rede ligada ao processamento visual; uma rede da regido frontoparietal, que
exerce fun¢cdo moduladora; uma rede do sistema limbico, duas redes atencionais
e a rede de modo padrao (default mode network, DMN), associada diretamente
com recuperacdo de memorias, autorreferéncia, comportamento social e

divagacdo mental (De Luca et al., 2006; Yeo et al., 2011).

1.4.1.2 Correlages positivas e anti-correlacdes em redes funcionais do cérebro

humano em repouso

Dizemos que quaisquer duas regides do cérebro apresentam correlacdo
funcional positiva quando ambas apresentam padrdes temporais semelhantes

de ativacdo e desativacéo (Figura 2). Analogamente, duas regides apresentam

T Sinal BOLD

=== QOccipital E
== QOccipital D

r=0.87

- CCP
=== CPFm

r=048

- CCP
=== Qccipital D

r=0.03

>

2 Tempo

Figura 2. Sequéncias temporais de atividade cerebral nos cortex occipital direito e
esquerdo, cortex cingulado posterior (CCP) e cértex pré-frontal medial (CPFm) de um
sujeito. Nota-se forte correlacao positiva entre as séries na primeira curva, entre os lobos
occipital direito e esquerdo (coeficiente de correlacdo de Pearson: r = 1), correlacdo
moderada entre o CCP e o CPFm (r = 0.5), e correlagéo fraca entre CCP e o cortex
occipital direito (r = 0). Adaptado de (Ferreira e Busatto, 2013).



correlacdo negativa (ou anti-correlacdo) quando, no decorrer de suas séries
temporais de RM funcional no estado de repouso, nota-se que a ativagao de uma

regido implica inativacdo da outra, e vice-versa.

E interessante destacar que correlagdes positivas costumam ser
reportadas com mais frequéncia na literatura, mas anti-correlacdes sé&o
igualmente importantes para o0 desenvolvimento cognitivo, para o
estabelecimento de especificidade na funcdo de cada rede e para garantir o

funcionamento orquestrado entre redes (Barber et al., 2013; Chai et al., 2014).

1.4.1.3 RMf no estado de repouso e envelhecimento saudavel

A importancia da investigacdo usando a RMf no cérebro de idosos
saudaveis tem sido reiterada em conformidade com a proeminéncia de seus
resultados. Sabe-se que o0 envelhecimento cerebral apresenta correlagdo com
alteracbes de CF de repouso (Ferreira e Busatto, 2013). Diversos estudos
sinalizam, por exemplo, que adultos mais velhos apresentam diminuicdo de
conectividade se comparados a adultos jovens, especialmente na DMN (Chong
et al., 2019; Mancho-Fora et al., 2020; Mevel et al., 2011; Hafkemeijer et al.,
2012). Por outro lado, alguns estudos de cérebro inteiro também reportam
aumentos de conectividade correlatos ao envelhecimento entre redes
funcionalmente independentes em adultos mais jovens (Chan et al.,, 2014;
Ferreira et al., 2016; Song et al.,, 2014). Em geral, essas mudancas sao
creditadas a perda de lateralizacdo cerebral de forma a auxiliar o cumprimento
de uma determinada tarefa (Logan et al., 2002; Rypma e D’Esposito, 2000;
Stebbins et al., 2002). Nos estudos sobre envelhecimento, sao frequentemente

percebidas diminuigcbes na especificidade funcional de diversas estruturas
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cerebrais, processo que se nomeia como desdiferenciacdo (Goh, 2011). Isso
pode se traduzir, no nivel funcional, em uma diminuicao de correlagdes negativas
no cérebro (Geerligs et al., 2015).

A maioria dos estudos de RMf de estado de repouso em idosos se
concentra sobre a DMN, em parte em funcéo da localizacao coincidente desta
grande rede com as areas de neurodegeneracao precoce e pronunciada na DA
(Mevel et al., 2011). De fato, a DMN envolve o cingulo posterior, o cértex pré-
frontal medial, o I6bulo parietal inferior e o hipocampo (Figura 3) (Mevel et al.,
2011; Hafkemeijer et al., 2012). Nao obstante, modificacbes na conectividade
funcional de idosos séo também observadas na rede sensoério-motora e na rede
limbica, entre outras (Chan et al., 2014; Geerligs et al., 2015; Onoda et al., 2012).
Essas evidéncias sugerem a necessidade de estudos abrangentes que analisem
a conectividade cerebral de forma integral, sem se ater a redes especificas, a

fim de documentar as alteracdes em sua totalidade. Entretanto, na literatura se

Figura 3. Rede de Modo Padrao (DMN). a) Corte sagital; b) Corte coronal; c) Corte axial.
A DMN inclui o cortex pré-frontal medial, cortex cingulado posterior, I6bulo parietal
inferior e o hipocampo. Adaptado de (Hafkemeijer et al., 2012).

concentram os trabalhos que analisam o cérebro a partir de uma regido de
interesse Unica, estratégia que diminui substancialmente o numero de analises

e ndo carece de um aporte estatistico mais complexo.
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Na contramé&o dessa tendéncia, alguns estudos recentes analisaram a CF
de repouso do cérebro inteiro, definindo padrdes espaciais estatisticamente
relevantes em que mudancas na conectividade do estado de repouso estavam
correlacionados a idade dos individuos. Esses estudos apontaram alta incidéncia
do aumento de magnitude das correlagdes positivas no envelhecimento do
cérebro (Ferreira et al., 2016; Geerligs et al., 2015; Meier et al., 2012), sobretudo
entre redes distintas. Esse fendmeno pode ser explicado pela perda de
lateralizacdo funcional e pela fusdo de redes que, em jovens, funcionam
isoladamente (Chan et al., 2014; Geerligs et al., 2015; Song et al., 2014).

Em adicédo a isso, a literatura sobre envelhecimento também indica a
relevancia da perda de anti-correlacdes, que também é mais frequente entre
redes distintas (Ferreira et al., 2016; Meier et al. 2012; Wu et al., 2011). Num
estudo recente conduzido por Ferreira et al. (2016), no qual foram avaliados
sujeitos de 20 a 75 anos de idade, aproximadamente 93% das conexdes que
apresentaram correlacdo com a idade dos individuos ligavam redes diferentes.
Esse estudo ainda destaca uma porcentagem significativa de diminuicdo de
correlagdes positivas majoritariamente intra-redes - o que sugere uma
diminuicao da sua coeréncia interna. Alguns estudos recentes usando teoria dos
grafos para analisar alteracdes de CF correlatas a idade também apresentam
alteracdes em indices que sugerem tanto aumento quando diminuicdo de

conectividade em idosos (Chong et al., 2019; Mancho-Fora et al., 2020).

1.4.2 Uso de Tomografia por Emissdo de Pdsitrons (PET) para avaliacdo de

alteracOes cerebrais associadas ao envelhecimento cerebral humano
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Nos exames de imagem por PET, um radiois6topo emissor de pésitrons
(composto marcado pela presenca de um carbono 11 ou fldor 18, por exemplo)
€ administrado. No decaimento desse radiois6topo, ocorrera conversao de um
proton em néutron com a emissao de um poésitron e um neutrino. Pésitrons séo
particulas que apresentam exatamente as mesmas caracteristicas dos elétrons,
excetuando-se sua carga elétrica, que é igual em méddulo a do elétron, mas
positiva; neutrinos, por sua vez, sao particulas sem carga e quase sem matéria
e que ndo interagem com matéria (Lameka et al., 2016).

Quando um pésitron emitido se choca a um eventual elétron préximo a
ele, ocorre um evento de aniquilagdo com emissdo de dois fétons (outrossim
chamados raios gama). Esses dois raios gama viajam na mesma direcdo e em
sentidos opostos, e sdo captados simultaneamente pelos detectores presentes

no aparelho de PET (Lameka et al., 2016).
1.4.2.1 Composto B de Pittsburgh

O método de PET mais usado para avaliacdo de alteracBes cerebrais
metabdlicas envolve o uso do tracador fluoro-deoxi-glucose marcado com fltor-

18 para o mapeamento do metabolismo de glucose cerebral. Além disso,

destaca-se também a utilizagdo do composto B de Pittsburgh (11C-PiB) nos
exames de PET (PET 1C-PiB), que tem permitido nas Ultimas décadas identificar

e mapear in vivo os agregados de peptideo R-amiloide em humanos pela

primeira vez (Klunk et al., 2004). O 11C-PiB, composto derivado da tioflavina-T,
€ capaz de penetrar a barreira hematoencefalica e se liga especificamente as

placas amiloides, sendo, portanto, eficaz no monitoramento de mudancas no
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perfil amiloide de sujeitos idosos (Coutinho et al., 2020; Klunk et al., 2003; Mathis

et al., 2005).

Exames com deteccdo proeminente de placas amiloides se provaram alta
e positivamente correlacionados com o achado post-mortem dessas placas
extracelulares, indicando confiabilidade do exame. Além disso, valores de cutoff
de captacdo de PiB ja estdo estabelecidos na literatura para interpretacdo dos
resultados tanto para analise visual no caso de discordancia entre mdultiplos
examinadores, quanto para métodos semi-quantitativos (Clark et al., 2012; La
Joie et al., 2019; Lopresti et al., 2005). Com isto, o exame de PET 'C-PiB é hoje
considerado um método ndo-invasivo eficaz para detec¢éo de placas 3-amiloide
no cérebro idoso, e pode indicar também em idosos livres de comprometimento

cognitivo o avango da patologia amiloide.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estabelece-se como objetivo primério deste trabalho a investigacdo das
alteracdes de CF de repouso no cérebro inteiro de idosos saudaveis a partir da
analise de imagens de RMf no estado de repouso. Sem regides cerebrais de
interesse definidas a priori, buscamos entender se fatores socio-demograficos
descritos na literatura e patologia do tipo DA se relacionam significativamente
com o panorama de mudancas de conectividade funcional no cérebro de idoso

saudaveis.
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2.2 Objetivos especificos e hipbteses

(i) Estudar a correlacao entre alteracées na CF de repouso dos idosos
participantes com sua idade. Hipotetizamos que a idade dos sujeitos saudaveis
sera o fator mais significativamente associado a alterac6es de CF, de forma a
permitir tragar um padrdo para as mudancas de CF relacionadas a idade nos

idosos.

(i) Estudar a correlacdo entre alteragdes de CF e a escolaridade dos
sujeitos, e seus escores em testes de avaliacdo cognitiva geral e de memoria
episédica verbal. Hipotetizamos que a correlagdo entre essas variaveis
cognitivas e conectividade seja mais fraca do que a correlagdo com idade

cronolégica, por se tratar de uma amostra de idosos saudaveis.

(iii) Estudar a correlacdo entre alterac6es de CF e o nivel de deposicéo
amiloide em placas extracelulares medida por PET 'C-PiB. Nossa hipétese, com
base em dados da literatura disponivel, é de que a presenca de idosos com
abundante deplecdo amiloide ainda que a amostra seja composta por sujeitos
de performance cognitiva normal segundo a avaliagdo neuropsicolégica. A partir
disso, hipotetizamos que também essa variavel se correlacione com CF de

repouso nos participantes.

3. METODOS

3.1 Recrutamento e avaliagéo clinica
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O presente trabalho € do tipo transversal. O estudo se vale de um banco
de dados adquirido pela equipe do Centro de Medicina Nuclear do Instituto de
Radiologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo (HC- FMUSP) em conjunto com o Laboratério de Neuroimagem
em Psiquiatria da FMUSP (LIM-21). A constituicdo desse banco de dados
ocorreu durante o desenvolvimento do Projeto Tematico de nimero 2012/50329-
6 da FAPESP, intitulado “Neurociéncia translacional da doenga de Alzheimer:
estudos pré-clinicos e clinicos do peptideo amiloide e outros biomarcadores” sob
coordenacao do Prof. Dr. Geraldo Busatto Filho. O estudo cujo banco de dados
utilizamos foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HC-FMUSP
(CAPPesq 368.037). Todos os participantes assinaram termo de consentimento

apos terem sido adequadamente informados sobre o estudo.

Os participantes (vinte e sete idosos cognitivamente saudaveis) foram
recrutados por anuncios online e panfletos distribuidos em centros de atividade
para idosos, por convites feitos a familiares de sujeitos com DA e
comprometimento cognitivo leve (CCL) arrolados em outras pesquisas do LIM21,
e por convites a outros idosos que passaram por triagem em outros laboratdrios
parceiros na nossa instituicdo. Apenas idosos com pelo menos 60 anos de idade

foram incluidos.

Os sujeitos foram submetidos a: um questionario neurolégico que
determinou a inexisténcia de histérico de doencas neurolégicas (tais como
doenca de Parkinson, epilepsia, doencas inflamatoérias ou derame cerebral -
enxaqueca nao foi adicionada como critério de exclusdo); e entrevista
estruturada usando a versao traduzida da Entrevista Clinica Estruturada para o
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DSM-IV (Structured Clinical Interview for DSM-IV, SCID-1V; Del-Ben, 2001), por
meio do qual também determinou-se auséncia de transtornos psiquiatricos
maiores. Historico de depressao, ansiedade ou abuso de &lcool prévios também
ndo entraram como critérios de exclusdo. Uma extensa avaliacdo
neuropsicoldgica foi igualmente conduzida, consistindo em testes avaliando
memoéria episddica verbal e ndo-verbal, funcdo visuoconstrutiva, memdria
semantica, atencéo, velocidade de processamento, linguagem e funcdes
executivas (a descricdo de todos os testes cognitivos utilizados estd em
Squarzoni e colaboradores, 2020). Todos os sujeitos arrolados apresentaram
performance cognitiva normal para sua faixa etaria e auséncia dos transtornos
psiquiatricos e condi¢Bes neuroldgicas descritos acima. Dois testes cognitivos
foram selecionados para investigacdo de associacbes com a conectividade
funcional de cérebro inteiro nos pacientes, a saber: o escore de recordacao tardia
no Teste de Aprendizagem Auditorio-Verbal de Rey (Rey Auditory-Verbal
Learning Test, RAVLT), usado como medida de memoria episddica verbal (Ilvnik
et al., 1990); e o escore no Mini Teste do Estado Mental (Mini Mental State
Examination, MMSE; Folstein et al., 1975), usado como indice de performance
cognitiva geral.

Todos os sujeitos foram classificados com relagdo ao seu status
socioeconbmico e lateralidade dos membros superiores. Esta Ultima foi avaliada
pelo Inventario de Lateralidade de Edinburgo (Edinburgh Handedness Inventory;
Oldfield, 1971), enquanto o critério socioconémico utilizado foi a escala ABA

validada para uso no Brasil (http://www.aba.com.br/wp-

content/uploads/content/7727632a373615b34f2a5726fcc5c9e2.pdf). Essa

escala utiliza a renda mensal da familia dos participantes para categoriza-los em
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cinco faixas (de “A”, representando as familias com renda mais alta, até “E”, com
renda mais baixa). A educacédo foi medida de acordo com o nimero total de anos
de educacéo formal informado pelos participantes; ndo houve indagacéo quanto
a repeténcia no nivel educacional.

Os critérios adicionais para exclusdo de sujeitos foram: presenca de
condicdo médica grave e transtornos sistémicos associados com
comprometimento cognitivo; histérico familiar de deméncia com padréo
dominante de hereditariedade; comprometimentos visuais ou auditivos que
afetassem a avaliacdo cognitiva; e presenca de lesdes cerebrais grosseiras

detectadas incidentalmente pelo exame de RM.

3.2 Aguisicéo de imagens de RM estrutural

Para a aquisicdo das imagens de RM, foi utilizado equipamento de 3 Tesla
localizado no InRad do HC-FMUSP (Software Versdo 3.2; Philips Achieva
Healthcare, Best, the Netherlands), equipado com uma bobina phased array de
oito canais para anatomia de cabeca. Uma sequéncia spoiled gradient echo
(SPGR) foi adquirida simultaneamente a sessdo de escaneamento usando o
seguinte protocolo: TR 7 ms, TE 3.2 ms, angulo de giro 8°, Sense 1.5, campo de
visdo 240 x 240, matriz 240 x 240, 180 camadas de 1 mm cada sem espaco
entre elas, resultando em um tamanho de voxel de 1 x 1 x 1 mm. Uma sequéncia
ponderada em T2 também foi adquirida de acordo com o0s seguintes parametros:
TR 2500 ms, TE 233 ms, angulo de giro 90°, campo de visdo 228 x 226, matriz
228 x 226, 43 camadas de 3 mm cada sem espaco entre elas, resultando em um

tamanho de voxel de 0.98 x 0.98 x 3 mm.

18



Todos os dados de RM foram examinados por radiologistas experientes
que néo foram informados dos objetivos do estudo. Eles identificaram a
presenca, numero e localizacdo de quaisquer lesdes cerebrais graves, incluindo
infartos cerebrais (os quais foram detectados como regifes de baixa intensidade
de sinal na sequéncia SPGR) ou sinais de hiperintensidade nas imagens
ponderadas em T2. Lesdes vasculares de 3 a 15mm de diametro foram

classificadas como lacunares (Fanning et al., 2014; Wardlaw et al., 2013).

3.3 Aquisicéo de RM funcional no estado de repouso

As imagens de RM funcional no estado de repouso (RMf-r) foram
adquiridas usando um scanner Philips Achieva 3T no Instituto de Radiologia da
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo. Foi usada uma sequéncia
de pulsos do tipo eco-planar pesada em T2* com 0s seguintes parametros: TE
30 ms, TR 2000 ms, angulo de giro 80°, campo de visdo 240x240, matriz 80x80,
com camadas de 4mm (tamanho do voxel: 3 x 3 x 4 mm), nimero de fatias 31-
32, com espaco entre elas de 0.5mm, Sense 2.5, Softone 3.7 - reducéo de ruido
acustico (Rondinoni et al., 2013). Os participantes foram instruidos a manter os
olhos abertos e fixados em uma cruz. Durante 6 minutos e 48 segundos, foram
adquiridos 204 volumes; os 4 primeiros foram descartados de forma que cada
sujeito totalizou 200 volumes. Durante a aquisi¢ao, foram usados 4 eletrodos de
eletrocardiograma afixados ao peito dos sujeitos e uma faixa de respiragcéo
colocada no abdomen para monitorar os sinais de batimento cardiaco e
movimentos respiratorios. A RMf-r foi realizada imediatamente ap6s o scan de
referéncia e no dia da RM, e os testes neuropsicolégicos ou tarefas cognitivas

foram administrados dias antes do exame.
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3.4 Pré-processamento de RMf-r

As imagens de RMf-r dependem de um pré-processamento que envolve
inicialmente a ferramenta AZTEC (van Buuren et al., 2009) (http://www.ni-
utrecht.nl/downloads/aztec). Esse software remove os fatores de confuséo
gerados por processos cardiorrespiratorios, como diferencas no ciclo
respiratério, volume de respiracdo, pulsacao cardiaca e flutua¢des na frequéncia
cardiaca; esses fatores causam alteragfes no efeito BOLD (van Buuren et al.,
2009). Em seguida, utilizamos o AFNI - Analysis of Functional Neurolmages (Cox
and Hyde 1997), Versédo AFNI_2011_12 21 1014 (http://afni.nimh.nih.gov/afni/),
um programa especializado no pré-processamento de imagens de RMf.

Com o AFNI, correcdes foram realizadas nas imagens de RMf relativas a
diferenca de tempo entre a aquisicao de cada camada e a movimentagdo do
paciente durante o exame. As imagens de RMf foram normalizadas usando as
imagens de RM ponderadas em T1, as quais foram submetidas a uniformizacéo
de intensidade usando AFNI para guiar o registro espacial e por skull-stripping
manual, realizado pela equipe do LIM-21 usando o software MRIcro (http://www.
mccauslandcenter.sc.edu/mricro/). Apos skull-stripping as imagens em T1 foram
corregistradas ao centésimo volume de RMf de cada sujeito e normalizado linear
e nao-linearmente para corresponder ao template MNI ponderado em T1 do
AFNI; as transformacdes lineares e néo-lineares foram aplicadas a todos os
volumes de RMf-r de cada sujeito para completar a normalizacdo. Em seguida,
demarcamos o sinal das regiées de substancia branca e liquor nos baseando no
sinal de 4 voxels reconhecidamente pertencentes a cada um. Foram aplicados

também um filtro temporal passa-faixa (de 0.01 a 0.08 Hz) e um filtro gaussiano
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para realizar a suavizacao espacial (largura a meia-altura de 6mm). Por fim, dois
censores de movimentacgao foram aplicados sobre as imagens de RMf conforme
preconizado por Power e colaboradores (2012). Para o primeiro, calculou-se o
deslocamento da cabeca entre cada frame e marcaram-se os frames com
deslocamento acima de 0.5; no segundo filtro, a partir do céalculo da média
quadratica da mudanca de intensidade do sinal BOLD no cérebro inteiro,
marcaram-se os frames excedendo 0.5% de mudanca. Os frames marcados por
ambos o0s censores, mais um frame anterior e dois posteriores foram removidos

das imagens finais.

3.5 Processamento de RMf-r
Posteriormente, os dados de CF foram parcelados de acordo com um
atlas que divide o cérebro em 278 regifes contiguas de sinal BOLD homogéneo

(disponivel em: http://www.nitrc.org/frs/?group_id=51; Shen et al.,, 2013). A

analise de CF foi feita no cérebro inteiro, de forma que toda inter-relacao entre
cada uma das regides seja levada em conta. Apds correspondéncia do grid do
atlas com o das imagens de RMf, calculamos as séries temporais de cada uma
das 278 regifes a partir da média das séries temporais de cada voxel contido na
regiao. Com o software Matlab, comparamos as séries temporais de cada par de
regides calculando o coeficiente de correlagdo de Pearson entre elas e
submetemos esses coeficientes a transformagdo de r para z de Fischer
(Andrews-Hanna et al., 2007). Assim, obtivemos 38.503 conexdes por sujeito

para analise.

3.6 Producéo farmacéutica de 'C-PiB
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O composto N-metil-11C2-(4'-metilaminofenil)-6-hidroxibenzotiazol (*'C-

PiB) foi produzido pela equipe do Centro de Medicina Nuclear (CMN) do InRad

P . ~ . 11 .
através do processo de metilacdo da molécula precursora com ~C (Faria et al.,

2019). O processo de metilacéo foi conduzido com [Y1C]JCH3OTf em 2-butanona

(MEK). [*1C]-metiltriflato foi preparado a partir do 11COz, e foi destilado dentro da
solucdo precursora. A mistura de reacao foi purificada por cromatografia liquida

de alta eficiéncia (HPLC).

A coleta de ""C-PiB ocorreu com um tempo de retencdo de 12 minutos.

Acetonitrila foi removida da reacéo utilizando-se a unidade de formulacdo. Como

etapa final, o *'C-PiB foi filtrado com filtro estéril especial para essa finalidade. A
atividade especifica bem como a pureza radioquimica foram medidas com
sistema padronizado de controle de qualidade por HPLC. O tempo total de
sintese foi de 40 minutos. A preparacao usando HPLC foi feita usando os
seguintes parametros: coluna - Luna C18 (250 x 10 mm); fase movel - acetonitrila
/ &4gua: 40 / 60; fluxo — 5ml/min; loop de injecdo — 2ml. Os tempos de retencéo
sdao: PiB: 12min; PiB precursor: +8 min. O produto foi liberado para uso com

pureza radioquimica maior ou igual a 95%.

3.7 Aquisicao de imagens de PET cerebral

As imagens de PET !C-PiB foram obtidas no CMN durante 70 minutos,
iniciando imediatamente apds a administracao intravenosa do radioligante (296-
740MBq), em um scanner de tomografia por emissao de positrons/tomografia
computadorizada (CT) (Discovery 710, GE Healthcare, Milwaukee, WI, USA)

usando uma matriz de 256 x 256 mm. As imagens foram obtidas em condicéo
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de repouso; foram recostruidas usando algoritmo OSEM, 4 iteracdes e 16
subconjuntos e corrigidas para decaimento radioativo, tempo morto, atenuagéo

e espalhamento. As imagens adquiridas de 40 a 70 minutos apdés a injecao foram

condensadas no tempo para criar uma imagem de "'C-PET PiB estatica. Antes
da aquisicdo de PET 'C-PiB, foi realizada uma CT do cranio a 120 kVp e 70 mA
(140 mA e 0.5 s por rotacao), usada para correcao de atenuacao.

Um individuo foi excluido devido a problemas técnicos durante a

aquisicdo de imagens de PET 1C-PiB, deixando a amostra final com 26 sujeitos.

3.8 Processamento de imagens de PET !C-PiB

Inicialmente, os dados de PET !C-PiB foram analisados pelo software
PMOD 3.4 (PMOD Technologies LTD., Suica). Utilizando a ferramenta
PNEURO, asimagens de PET 1C-PiB de cada sujeito foram corregistradas com
sua ressonancia magnética estrutural ponderada em T1. O parcelamento
cerebral foi realizado com base no atlas HAMMERS de 83 regifes para gerar
diferentes volumes de interesse (VOISs).

Todas as imagens de PET !C-PiB foram corrigidas para efeitos de
volume parcial (PVE) de forma a evitar efeitos de confusao secundarios ao grau
de atrofia cerebral regional (Thomas et al., 2011) e a alta captacédo de substancia
branca (Matsubara et al., 2016). As imagens de PET 1C-PiB corregistradas
foram corrigidas para PVE por meio do método de Meltzer (Meltzer et al., 2000),
um algoritmo otimizado baseado em voxel completamente implementado no
software PVElab (http://pveout.ibb.cnr.it/PVEOut_Software.htm) (Quarantelli et

al., 2004).
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Com a versao 8 do Statistical Parametric Mapping (SPM) (Wellcome Trust
Centre of Neuroimaging, Londres, Reino Unido) executado sob a plataforma de
comandos Matlab (versdo R2012a; The MathWorks, Inc), o banco de dados de
ressonancia magnética T1 de cada individuo foi espacialmente normalizado para
0 espaco padrdo MNI usando um registro anatémico difeomérfico que utiliza
algebra de Lie exponencial (Ashburner, 2007). Em seguida, os passos utilizados
na normalizacdo das imagens ponderadas em T1 de cada individuo seréo
aplicadas as imagens de PET PiB corrigidas para PVE de forma a normaliza-las
espacialmente para o espaco MNI (Ashburner & Friston, 2005). Finalmente, as
imagens de PET PiB corrigidas para PVE e normalizadas espacialmente foram

suavizadas com um filtro Gaussiano de 8mm no FWHM.

3.9 Protocolo para definicdo de positividade amiloide e medidas de razédo de

valor de captacdo normalizado (SUVTr)

Para gerar medidas semi-quantitativas de captacao de 11C-PiB, realizou-

se o calculo da SUVr a partir da divisdo dos valores de captacédo normalizados

(Standard Uptake Values - SUV) de captacéo de "'C-PiB de diferentes regioes
cerebrais pelo SUV do cerebelo total (Klunk et al., 2015). Apés o calculo da SUVr
para todas as regides, foi criada uma “meta-VOI” combinando os valores de
regides frontais, temporais e parietais especificas, como sugerido por Jack e
colaboradores (2019).

Além da medida semi-quantitativa acima, os individuos também foram
classificados como apresentando ou nao sinais de deposi¢ao (3-amiloide (A+ ou
A-) a partir de um protocolo de inspecéo visual descrito por Coutinho e

colaboradores (2020). Dois médicos nucleares analisaram as imagens de PET
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11C-PiB, categorizando um sujeito como A+ se houvesse aumento de captacdo
em areas de substancia cinzenta (SC) cortical causando perda de contraste entre
SC e substancia branca (SB), de forma a ser impossivel diferenciar SC de SB
em ao menos duas das seis areas a seguir: cortex frontal, cortex temporal, cortex
parietal lateral, cértex anterior ou posterior cingulado e precineo, ou se uma
grande area cortical de SC apresentasse captacao forte e difusa do radioligante.
Os sujeitos foram classificados como A- se houvesse clara separacao entre SC
e SB, com alta captacéo de SB e captacdo nao significante de SC. Esse método
visual de andlise foi validado com diferentes radioligantes (Camus et al., 2012;
Clark et al., 2012; Yamane et al., 2017), e foi conduzido com a ajuda de um
método 3D-SSP semi-quantitativo criado para analise clinica de PET 'C-PiB

cerebral (Cortex ID Suite, GE Healthcare).

3.10 Analise Estatistica - Quadrados Parciais Minimos

A fim de caracterizar a relacdo entre CF e variaveis clinicas e

demograficas (SUVr de 11C-PiB, indices de resiliéncia, idade e escolaridade), foi
usado um método estatistico multivariado de Quadrados Parciais Minimos -
Behavioral Partial Least Squares (bPLS) para neuroimagem (Mclntosh e
Lobaugh, 2004; Krishnan et al., 2011), implementado para o Matlab. O PLS é
uma ferramenta de procura por padrdes que revelem correlacdes entre dois
conjuntos de dados extensos organizados em matrizes. No nosso estudo,
testamos a CF aferida por RMf-r, relacionando-a com fatores como idade,
escolaridade e grau de deposicdo em placas B-amiloide, todas tratadas como
variaveis continuas. A aquisicdo das imagens de RMf € um método espaco-

temporal em que o conjunto de todas as observacdes em um determinado
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instante resulta em uma sub-matriz (vetor) que, disposta adjacente as demais,
compde a matriz principal. A matriz de dados clinicos (por exemplo, de valores
de SUVr de PiB) é composta analogamente, sendo um vetor com um namero de
colunas igual ao numero de medidas que se deseja procurar correlacao.

Esses dados foram combinados em uma matriz de correlagéo que, por
sua vez, passou por decomposicdo em valores singulares, resultando em 3
matrizes: a primeira, contendo os valores singulares; a segunda, contendo as
saliéncias cerebrais; a terceira, contendo as saliéncias “comportamentais” (nome
dado pelos autores para as saliéncias que no nosso estudo advém dos dados
clinicos e demograficos). As matrizes de saliéncias foram entdo combinadas com
os dados originais (projecdo da matriz de saliéncia sobre a matriz de dados
original) a fim de obter variaveis latentes, que representam a maior quantidade
de informacédo comum aos dois conjuntos de dados que servem como input do
método. As varidveis latentes sdo compostas de “escores cerebrais”
(combinacdo dos dados de RMf-r com a matriz de saliéncias cerebrais) e
“escores comportamentais” (combinacdo dos dados clinicos e demograficos com
a matriz de saliéncias comportamentais) (Krishnan et al., 2011).

Para obtencdo de validade estatistica, realizamos teste com 1000
permutacdes e, com a distribuicdo dos resultados obtidos, pudemos testar a
validade da hipétese (a partir da porcentagem de vezes em que a rejeicdo da
hipotese nula implique falha) (Krishnan et al., 2011). Definimos o threshold em p
< 0.05. Também rodamos 1000 reamostragens com reposicao (bootstrap), de
forma a obter uma distribuicéo de valores de correlacao entre escores cerebrais
e nossas variaveis de estudo. Com ela, foi possivel definir o intervalo de

confianga dos valores de correlagdo; consideramos significativas as associacdes
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que ndo continham o valor zero. Além disso, através da reamostragem obteve-
se uma distribuicdo de saliéncias cerebrais cuja média dividida pelo desvio
padrao fornece a razdo de bootstrap. Tal razao é considerada uma estimativa da
estabilidade dos resultados em cada voxel; consideraram-se estaveis aqueles

com razao 2 |3| (Grady, 2012).

3.11 Classificacéo dos resultados

Para as andlises em que a correlagdo entre os dados de CF e as variaveis
clinicas/demogréaficas apresentou significAncia estatistica, realizou-se a
dicotomizacdo da amostra em dois subgrupos, com limiar definido pela variavel
em questdo. Neste estudo, a Unica associacao estatisticamente significativa foi
encontrada na analise com a idade. Por isso, dividimos a amostra nos subgrupos
de menos idosos e mais velhos usando a média aritmética simples da idade, e
calculamos o sinal BOLD médio de cada uma das 38.503 conexdes para cada
subgrupo de forma a comparar as médias e entender a natureza das alteracdes
entre subgrupos. Essa comparacéao levou a aumentos e diminuicées de CF, que
classificamos em 6 tipos, conforme o estudo de Ferreira e colaboradores (2016):
aumentos de CF foram classificados como 1) aumentos de magnitude de
correlagao positiva (AMCP), 2) mudancas de correlacdo negativa para positiva
(MCNP), ou 3) diminuicbes de magnitude de correlacdo negativa (DMCN);
diminuicdes de CF foram classificadas como 4) diminuicbes de magnitude de
correlagao positiva (DMCP), 5) mudancgas de correlagéo positiva para negativa
(MCPN), ou 6) aumentos de magnitude de correlacdo negativa (AMCN).

3.12 Razao de vulnerabilidade de rede
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Finalmente, foi usado um atlas funcional para determinar a localizacdo dos
achados em redes funcionais previamente determinadas, de forma a ressaltar
quais redes foram as mais afetadas no nosso estudo. A partir do atlas de Yeo e
colaboradores (2011) - disponivel em

http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu/fswiki/CorticalParcellation Ye02011 -, 0

cérebro foi parcelado em 7 grandes redes funcionais de estado de repouso. Cada
uma das 278 regifes do atlas de Shen foi classificada como pertencente a rede
com a qual a regidao compartilhava o maior numero de voxels. A maior rede foi a
DMN, seguida, nessa ordem, pelas redes visual, somatomotora, frontoparietal,

atencional dorsal, atencional ventral e limbica.

Caso as alteracdes de CF estivessem espalhadas uniformemente por
todo o cérebro, as redes maiores em tamanho (portanto, com ndmero maior de
conexdes possiveis) pareceriam mais afetadas, enquanto as redes menores
(com menos conexdes possiveis) falsamente apareceriam nosS NOSS0S
resultados como mais protegidas, embora isto apenas apontasse para a
disparidade de tamanho entre as redes. Para resolver essa questao, dividimos a
porcentagem dos resultados afetando determinada rede pelo seu tamanho
relativo no cérebro, obtendo o que chamamos de “razéo de vulnerabilidade”, uma
variavel que pode assumir valores menores ou maiores que 1: quanto maior a
razdo, mais afetada a rede; razbes proximas a 1 mostram um numero de

alteracdes de CF simplesmente correspondente ao tamanho relativo da rede.

4. RESULTADOS
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4.1 Dados sociodemograficos e cognitivos da amostra

Os dados sociodemograficos da amostra estdo descritos na Tabela 1. A
idade média da amostra foi de 70,8 (+ 6,7) anos, numa propor¢ao de 20 mulheres
para 6 homens. Os escores meédios do MMSE e de memoria episédica medida
pelo escore no RAVLT foram respectivamente de 28,0 (+ 3,92) e 10,8 (+ 4,69),
e ndo houve diferenca na comparacgao estatistica entre os subgrupos de sujeitos
menos e mais longevos. Também ndo houve diferencas significativas na
comparacdo de subgrupos nos critérios socioecondmico, lateralidade dos
membros superiores ou escolaridade (média de 12,4 anos; + 5,17). Quanto a
classificagdo amiloide dos sujeitos, 2 sujeitos A+ se enquadraram no subgrupo

mais jovem, ao passo que os 3 restantes estavam no subgrupo mais longevo.

4.2 Classificacdo dos sujeitos quanto a presenca de placas de peptideo B-

amiloide

A dicotomizacao dos idosos participantes nos grupos A+ e A- com base
nos sinais presentes de deposicao 3-amiloide mostrou que, na nossa amostra, 5
sujeitos se enquadraram no grupo A+, e os demais 21, no grupo A-. Levando em
consideracao o critério semi-quantitativo de classificagéo da presenca de placas
amiloides, o valor médio de SUVr da meta-VOI definida na nossa amostra foi de
1,16 (desvio padrdo — DP — de 0,34). Dentre os 5 sujeitos A+, a média do SUVr
foi de 1,55 (DP = 0,33); no grupo A-, a média foi 1,07 (DP = 0,34). Comparando
os dois subgrupos a partir do teste U de Mann-Whitney, verificamos que ha

diferenca estatisticamente significativa entre as duas médias (P = 0,0007).
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Tabela 1. Dados demogréficos da amostra total e subgrupos divididos pela idade

A Idosos Idosos
mostra :
total (n = 26) jovens longevos Valor P
(n=12) (n=14)
ldade me(g';‘)em anos - 70,8 (6,67) 65,3 (3,03) 75,6 (3,13) < 0,0001*
Mulheres:Homens 20:6 84 12:2 0,25
Educagflgpe)m anos 12,4 (5,17) 12,8 (4,73) 12,1 (5,68) 0,86
Lateralidade
(Destros: Canhotos: 24:1:1 10:1:1 14:0:0 0,28
Ambidestros)
Socioeconémico A Ao . .9-9-A-
(A:B:C:D:E) 9:14:3:0:0 5:6:1:0:0 4:8:2:0:0 0,75
MMSE (DP) 28,0 (3,92) 27,6 (1,38) 28,3 (2,13) 0,34
RAVLT (DP) 10,8 (4,69) 11,1 (3,00) 10,5 (3,05) 0,63

Comparacgdes entre grupos usando Teste U de Mann-Whitney para idade, educacgéo e
escore no MMSE, teste t de Student bicaudal para escores de RAVLT e teste qui-
quadrado para as variaveis categoricas. *Resultado com significancia estatistica (P <
0,05). Socioeconbmico: classe socioecon6mica determinada por renda familiar; DP:
desvio-padréo.

Na Figura 4, apresentamos um grafico de dispersédo dos SUVr da nossa
amostra dividida nos subgrupos A- e A+. Enquanto no grupo A- todos os SUVr
orbitam em torno do valor 1, observa-se uma distribuicdo mais espacada entre
0S sujeitos A+, todos com valores acima de 1,3, e chegando até

aproximadamente 1,8.
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Figura 4. Disperséo das razoes de valor de captacdo normalizado (SUVr) de 'C-PiB
dos 26 idosos saudaveis incluidos no estudo divididos nos subgrupos A- e A+ por
inspecéo visual.

4.3 Resultados de conectividade funcional de repouso com ou sem significancia
estatistica na investigacdo de correlacbes com variaveis demograficas,

cognitivas e SUVr

Dentre os dados demograficos, a analise realizada através do método de
bPLS para investigar correlacdes com CF mostrou-se significante para a variavel
idade, mas ndo para a escolaridade dos sujeitos (Tabela 2).

Ja a investigacdo realizada com o método de bPLS para encontrar

~ 11 . ~ . . .
correlacédo entre CF e SUVr de "~ C-PiB mostrou-se nao-significativa. Igualmente,
nao se atingiu o limiar estatistico em ambas as analises feitas com escores de

RAVLT e MMSE (Tabela 2). Todas as andlises de bootstrap apresentaram
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intervalos de confiangca de 95% que ndo continham o valor zero, portanto foram

significativas (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de P e intervalos de confianca para analises de correlacdo
entre CF e variaveis continuas

Analise Valor P Intervalo de confianca
SUVr-PiB 0,59 [0,861, 0,97641]
RAVLT 0,18 [0,85785, 0,95983]
MMSE 0,18 [0,85518, 0,95835]
Escolaridade 0,89 [0,84913, 0,95522]
|dade 0,04* [0,85749, 0,96009]

SUVr-PiB: razdo de valor de captacdo normalizado de 11C-PiB; RAVLT: escore de
recordacao tardia no Teste de Aprendizagem Auditério-Verbal de Rey; MMSE: escore
no Mini Exame do Estado Mental; escolaridade e idade em anos. *Resultado
significativo: P < 0,05. Intervalos que ndo contém o valor zero sdo considerados
significativos.

4.4 Detalhamento das comparagOes dos dados de conectividade funcional de

repouso (CF-r) entre os subgrupos menos e mais longevos

A partir da andalise de bPLS com resultado significativo para a variavel
idade (escrita no sub-item acima), dicotomizamos nossa amostra de 26 sujeitos
em um subgrupo de “sujeitos menos idosos” (n = 12) e um subgrupo de “idosos
longevos” (n = 14). Os dados sociodemograficos de cada subgrupo mencionado
sdo mostrados na Tabela 1, incluindo os resultados dos testes de comparacdes
adequados para cada varidvel de forma a investigar se ha diferencas
estatisticamente significativas entre os subgrupos. Houve apenas diferenca

significativa entre a idade média dos dois subgrupos, gracas ao nosso critério de
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dicotomizag&o. Do ponto de vista dos testes cognitivos, ndo houve diferencas

significativas entre os dois subgrupos (Tabela 1).

A comparacédo das conectividades médias entre os dois subgrupos acima
levou & descoberta de diferencas em 736 conexdes, das quais 644 (88% do total)
foram entre redes funcionais, e apenas 92 foram conexdes entre duas regides

intrinsecas a uma Unica rede funcional.

Tabela 3. Razao de vulnerabilidade de cada rede funcional

Rede Tamanho relativo  Razdo inter-redes  Razéo intra-rede
DMN 24% 1.20 0.77
VIS 16% 0.60 1.43
SMT 15% 1.04 1.30
FTP 13% 0.67 0.08
DAN 13% 1.13 1.59
VAN 11% 1.35 0.99
LIM 7% 1.09 0.93

A razao é definida pela porcentagem de alteracdes em cada rede dividida por seu
tamanho relativo. Redes: DMN: rede de modo padrédo; VAN: ventral atencional; DAN:
dorsal atencional; FTP: frontoparietal; VIS: visual; SMT: somatomotora; LIM: limbica.

Nas mudancas inter-redes observadas a partir da comparacédo da média
dos dois subgrupos, a rede funcional mais afetada no subgrupo de idade mais
avancada (levando-se em conta seu tamanho relativo) foi a VAN, seguida da
DMN e DAN (razbes de vulnerabilidade respectivas: 1,35, 1,20 e 1,13; Tabela
3). Quanto a classificacdo dos resultados, metade dos achados foram
categorizados como SCPN, ou seja, &reas com correlacdo positiva no grupo

menos idoso, passando a apresentar correlacdo negativa no subgrupo de idosos
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longevos. Os demais tipos de mudancas de CF inter-redes no subgrupo mais
longevo se apresentaram da seguinte forma: 21% de AMCN, 11% de DMCP, 9%
de SCNP, 7% de AMCP e, por fim, quase ndao houve DMCN (contabilizando

menos de 0,5% das alteracdes significativas; Tabela 4).

No campo das alteragcbes intra-rede, as redes funcionais que
apresentaram maior vulnerabilidade com a idade mais avangada foram DAN, VIS
e SMT (razdes de vulnerabilidade respectivas: 1,59, 1,43 e 1,30; vede a Tabela
3). Apos classificar a natureza dessas mudancas, encontraram-se sobretudo
DMCP e AMCP (48% e 34% dos resultados, respectivamente); todos 0s outros
tipos de alteracéo foram encontrados em quantidades menos expressivas (11%
de SCPN, 8% de SCNP; nado houve quaisquer DMCN ou AMCN, conforme

descrito na Tabela 4). Para visualizar ambos os resultados inter e intra-redes,

Tabela 4.Classificacdo das alteracdes de CF inter-redes/intra-redes

Lo Negativo Lo Positivo
Aumento Diminuig&o Diminuicdo Aumento
L X p/ - : p/ TOTAL
Positivo Negativo L Positivo Negativo .
Positivo Negativo
DMN 8/7 1/0 10/2 3717 91/0 225/1 372/17
VIS 9/6 1/0 30/0 14/6 31/0 39/9 124/21
DAN 26/11 0/0 27/5 25/3 25/0 87/0 190/19
VAN 17/2 0/0 17/0 23/8 50/0 84/0 191/10
SMT 9/0 1/0 18/0 25/18 28/0 120/0 201/18
FTP 15/0 1/0 18/0 18/1 10/0 50/0 112/1
LIM 2/5 - 2/0 4/1 39/0 51/0 98/6

DMN: rede de modo padrédo; VAN: ventral atencional; DAN: dorsal atencional; FTP:
frontoparietal; VIS: visual, SMT: somatomotora; LIM: limbica. Aumento Positivo: AMCP;
Diminuicdo Negativo: DMCN; Negativo p/ Positivo: MCNP; Diminuicdo Positivo: DMCP;
Aumento Negativo: AMCN; Positivo p/ Negativo: MCPN. Resultados antes da barra sao
inter-redes; resultados depois da barra séo intra-rede.
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dispusemos as conexdes com diferenga significativa entre os subgrupos no

gréfico circular apresentado na Figura 5.

Figura 5. Representacdo visual das alteragBes significativas entre e intra redes
funcionais nos sujeitos menos idosos em comparagdo aos idosos mais longevos.
Quanto mais larga a fita unindo duas redes, maior o nimero de conexdes alteradas
entre elas.

5. DISCUSSAO

5.1 Consideracdes gerais
O presente estudo buscou investigar a CF de repouso em uma populagao
de idosos livres de queixas cognitivas. Ao passo que muito estudos importantes

sobre envelhecimento cerebral se debrugcam sobre as patologias relacionadas
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com o processo de senescéncia (sobretudo na deméncia), € também
significativo de um ponto de vista académico que o processo saudavel seja
igualmente entendido. E sabido que a progressdo da idade acarreta diversas
alteracOes cerebrais, inclusive no aspecto funcional (Ferreira et al., 2016). Por
Isso, investigamos a relagéo da CF de repouso na amostra de participantes em
uma faixa etaria restrita, de forma a caracterizar as mudancas especificas entre
os idosos menos e mais longevos, assim como a relagao da CF de repouso com
relacdo a outras variaveis correlatas com desempenho cognitivo, como anos de
escolaridade e escores nos testes MMSE (avaliando performance cognitiva no
geral) e o RAVLT (instrumento especifico de avaliagdo de memoria episodica
verbal). Por fim, a partir do mapeamento do status amiloide desses idosos,
investigamos também a relacdo entre CF e a deposicéo do peptideo R-amiloide
em placas extracelulares, usando para isso o método de PET 'C-PiB.

A metodologia de RMf utilizada neste trabalho pode fornecer novos insights
para o estudo de padrées de CF no cérebro humano em envelhecimento. A
maioria dos estudos de CF de repouso escolhem previamente alguns VOIs para
estudar alteracfes de conectividade funcional. Em idosos, particularmente ha um
grande interesse na DMN pela sua correspondéncia com areas afetadas na DA
e pela deposicao amiloide preferencial nessas regides (Damoiseaux et al., 2008;
Lim et al., 2014; Tomasi e Volkow, 2012; Wang et al., 2010); ou na relacdo de
outras areas cerebrais com a DMN (Lim et al., 2014). E comum que apenas
algumas conexdes funcionais sejam consideradas nesses estudos, com énfase
em entender o comportamento da ROI e desconsiderando outros dados. Aqui,
buscamos entender o padrdo de toda a conectividade funcional do cérebro

humano usando um atlas que divide o 6rgdo em 278 regibes contiguas, e
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analisando a conectividade entre todas as regides tomadas duas a duas. Isso
permite um panorama mais completo das altera¢des funcionais em idosos.
Também a nossa categoriza¢do dos resultados permite uma compreensao
maior das alteracbes do que geralmente é apresentado na literatura, em que
geralmente séo descritos aumentos ou diminui¢cdes de CF. Com a categorizacéo
escolhida, enfatizamos a diferenca entre correlacdes positivas e negativas entre
regibes cerebrais, e assim é possivel hipotetizar com mais clareza o que
significam as alteracdes. Por exemplo: um resultado descrito somente como
diminuicdo de CF pode implicar atenuacdo de uma correlacao positiva (DMCP),
aumento em médulo de uma correlacdo negativa (AMCN), ou, ainda, mudanca
de correlacao positiva para negativa (MCPN). Cada um desses resultados pode
ter significados muito distintos no funcionamento cerebral: no nosso estudo, uma
DMCP pode estar relacionada (mesmo que ndo exclusivamente) com morte
neuronal e atrofia cerebral, processo esperado em idosos (Pfefferbaum et al.,
2013); uma AMCN implica que a ativacao de uma area esta cada vez mais ligada
a inativacao de outra; e, por fim, um resultado do tipo MCPN mostra um processo
profundo de dessincronizacao funcional. Nesse sentido, o presente trabalho
procura discriminar com mais clareza o padrao de alteracdes funcionais no

cérebro idoso.

5.2 Classificacao pelo perfil amiloide dos sujeitos

Nosso estudo classificou, dentre os idosos livres de comprometimento
cognitivo de acordo com a bateria de testes realizada, 5 sujeitos como
apresentando deposicdo amiloide (enquadrados no grupo A+). Isto representa

aproximadamente 20% da nossa amostra. Ainda que modesta, essa
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porcentagem estéd de acordo com a literatura disponivel sobre o tema — como ja
mencionado, Rodrigue e colaboladores (2009) sugerem que, na populagéo, uma
taxa de 20 a 33% dos idosos saudaveis apresentam processo expressivo de
deposicdo em placas. Sabe-se que esses sujeitos estao predispostos a um maior
declinio cognitivo nos anos subsequentes, ao passo que o0s individuos
classificados como A- apresentam risco menor de declinio (Jack et al., 2014;
Mormino et al., 2014). O presente trabalho, portanto, € corroborado por esses
achados prévios ao mostrar que uma minoria dos idosos cognitivamente
saudaveis se encontram no continuo da DA, faltando apenas indicio de tauopatia
para definir o diagndstico segundo o framework de Jack e colaboradores (2018).
Ademais, a partir dos resultados dessa classificacdo, optou-se por néo realizar
andlise de PLS comparando os subgrupos A- e A+, pois o0 poder estatistico dessa
andlise seria muito reduzido em virtude do baixo nimero de sujeitos A+ na

amostra.

5.3 Associacdo entre CF de repouso e idade

Mesmo em uma amostra de tamanho relativamente modesto e com um
intervalo de idade compreendendo somente participantes de 60 a 87 anos, a
analise multivariada mostrou relacdo significativa entre os padrées de CF e a
idade cronoldgica dos sujeitos investigados. Com o detalhamento dos resultados
através da dicotomizacdo da amostra em 2 subgrupos, pudemos observar uma
diferenca significativa na CF de repouso entre os idosos menos e mais longevos,
atestando, portanto, a importancia dessa variavel mesmo entre individuos que ja
chegaram a terceira idade. Os resultados obtidos séo interpretados e discutidos

nos sub-itens abaixo.
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5.3.1 Resultados inter-redes

A maioria dos nossos achados de comparacédo entre os subgrupos menos
e mais longevos (88%) foram entre redes funcionais distintas. Essa
predominancia ndo € supreendente, pois intuitivamente sabe-se que 0 niumero
de conexdes possiveis entre redes distintas supera enormemente o nimero de
conexdes possiveis intrinsicas a cada rede — basta lembrar que cada uma das
redes é um subconjunto do cérebro inteiro, e cada um dos seus elementos (aqui
chamados de regifes) se liga a todas as outras regides do restante do cérebro.
N&o obstante, a divisdo entre achados intra e inter-redes € muito importante para
uma analise correta das alteracbes de CF. Pela definicdo de rede funcional,
espera-se que regifes intrinsecas a uma rede tenham correlacdo funcional
positiva (Biswal et al., 1997; Damoiseaux et al., 2006; Fox e Raichle, 2007); esse
quadro ja ndo é verdadeiro para regides pertencentes a determinadas redes
distintas, que podem apresentar correlacéo fraca entre si ou até mesmo forte
correlacédo negativa (Fox et al., 2005).

Duas redes atencionais (DAN e VAN) e a DMN foram as mais afetadas nas
suas conexdes com as demais redes quando comparamos 0s subgrupos de
sujeitos menos idosos e mais longevos, levando ainda em consideracdo o
tamanho relativo das redes. O achado de diferengas entre subgrupos na DMN
corrobora a literatura de RMf em idosos, que, como comentado previamente,
largamente cita o papel pivotal da DMN nas mudancas funcionais observadas
(Ferreira e Busatto, 2013; Mevel et al., 2011). Da mesma forma, ja foram
reportadas na literatura alteragbes nas redes atencionais durante o
envelhecimento (Chen et al., 2019; Tomasi e Volkow, 2012). Nosso achado, no

entanto, aprofunda esse entendimento, ressaltando que o processo de perda de
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sincronicidade nestas redes ndo se da apenas internamente, mas também na
relacdo com as demais redes funcionais.

No nosso estudo, mais de 20% dos achados inter-rede se traduzem em
AMCN, isto &, correlacBes negativas que se intensificam com a progresséo da
idade (Figura 6). Embora incomuns, AMCNSs inter-redes também ja foram citadas
associadas ao envelhecimento em estudos de CF de repouso por um outro grupo
de pesquisadores, analisando uma amostra de faixa etaria mais ampla do que a
nossa (Geerligs et al., 2015). Nao obstante, sabe-se que as conexdes inter-redes
(e sobretudo entre as redes atencionais e a DMN, as mais afetadas no presente
trabalho) s&o, no funcionamento normal do cérebro, correlagbes negativas (Fox
et al., 2015); e um estudo prévio de RMf, ao analisar a relagcéo entre essas redes,
descreveu uma associacdo entre o envelhecimento e perda de correlagcéo
negativa (ou seja, ocorréncia de DMCN ou MCNP) entre as redes atencionais e
a DMN (Ferreira et al.,, 2016). Isto contrasta com nossos resultados, que
apresenta porcentagem significativa de AMCN. Este trabalho de Ferreira e
colaboradores, entretanto, analisou as alteracées de CF de repouso numa
progressao etaria desde adultos jovens até idosos, apresentando uma média de
idade dos participantes muito inferior a do presente estudo. Por isso,
hipotetizamos (tomando em conjunto esses resultados) que esse processo de
perda de correlacdo negativa se dé em uma faixa etaria anterior aquela por nos
aqui estudada. Nesse sentido, o que parece se desenhar entre os idosos
saudaveis da nossa amostra é uma preservagao das correlacdes negativas que
restaram, dado que o processo mais aviltante ja teria ocorrido.

Por outro lado, a grande maioria dos nossos achados (quase 70%) diz

respeito a correlacdes positivas que sdo alteradas com a progressao da idade
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(Figura 6). De fato, verificamos que 50% dos nossos resultados na analise com
idade foram SCPN, e mais 11% de DMCP. Isso mostra uma forte diminui¢cdo da
CF inter-redes na nossa amostra. Esse resultado é respaldado pela literatura,
que comumente descreve de forma geral perdas de conectividade como
caracteristicas ao envelhecimento (Allen et al., 2011; Damoiseaux et al., 2008;
Onoda et al., 2012). O estudo supracitado de Ferreira e colaboradores (2016),
por outro lado, descreve em sua andlise correlacdes positivas preservadas ou
até intensificadas (AMCP e MCNP) no envelhecimento (novamente, ao
considerar uma populagcdo mais jovem). Neste quadro, estas correlacdes
positivas restariam expressivamente ativas na populacdo mais idosa, e, caso
houvesse alteracdes de perda de conectividade, elas ocorreriam somente na

terceira idade.

® Aumento Positivo ® Diminuigdo Negativo @ Negativo -> Positivo
Diminuigéo Positivo @ Aumento Negativo @ Positivo -> Negativo

Figura 6. Porcentagem de cada tipo de alteracdo encontrada nas nossas analises (a)
inter-redes e (b) intra-redes. Aumento Positivo: AMCP; Diminuigcdo Negativo: DMCN;
Negativo -> Positivo: MCNP; Diminui¢cdo Positivo: DMCP; Aumento Negativo: AMCN;
Positivo -> Negativo: MCPN.
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Além dessa aparente prevaléncia de alteracdes inter-rede afetando as
conexdes estabelecidas pelas redes atencionais e a DMN, reportamos
alteracOes inter-redes significativas em todas as demais redes funcionais, no
geral com uma destribuicdo parecida entre cada um dos 6 tipos de mudanca.
Isto explicita a importancia do estudo se dar no cérebro inteiro, uma vez que as
nossas analises mostram claramente que o padrdo de mudancas com o avancgar

da idade é generalizado.

5.3.2 Resultados intra-redes

No campo dos resultados intrinsecos a cada uma das redes funcionais, por
outro lado, o quadro se modifica. Embora quase todas as redes (com excecéo
da FTP, que se mostrou bastante preservada) apresentem diversas conexdes
internas  significativamente alteradas, se destacam com raz0es de
vulnerabilidades mais expressivas as redes DAN, VIS e SMT. Dentre elas, a DAN
€ a que apresenta um panorama de alteracdes mais distinto dos demais: suas
alteracdes intra-rede representam na grande maioria aumento de CF
(aproximadamente 58% sdo AMCP e 26% sao MCNP), sugerindo nesta rede um
mecanismo especifico de compensacao e/ou desdiferenciagéo cerebral (Cabeza
et al., 2018; Logan et al., 2002; Grady et al., 2005).

Ha na literatura disponivel sobre CF de repouso no envelhecimento
corroboracdo quanto aos resultados vinculados a SMT. Tanto aumentos quanto
diminuices de CF foram percebidos no cortex motor (area pertencente a SMT)
de previamente (Langan et al., 2010; Stumme et al., 2020; Tomasi e Volkow,

2012; Wu et al.,, 2007), inclusive correlacionados a dificuldade em tarefas
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motoras (Wu et al.,, 2007). No presente estudo, todas as mudancas de
conectividade da SMT foram diminui¢des de CF (em especifico, DMCP).

Embora a rede visual (VIS) venha sendo menos mencionada na literatura,
h& também achados de diminui¢cdo de CF de repouso no cértex visual em idosos
saudaveis (Yan et al., 2011; Stumme et al., 2020). Além disso, existem diversas
evidéncias quanto a comprometimentos visuais durante a DA (para uma revisao,
ver Cerquera-Jaramillo et al., 2018). Esse processo, que pode ocorrer por
deposicao B-amiloide tanto em estruturas corticais e subcorticais relacionadas a
visdo quanto na propria retina (Armstrong, 1996; Chiu et al., 2012; Pelak e Hills,
2018), pode também ter efeito na nossa amostra, em que sujeitos sem queixas
cognitivas, mas com perfil amiloide heterogéneo foram incluidos. Soma-se a
isso, por fim, o protocolo de RMf utilizado neste estudo, em que se pediu aos
participantes que ficassem com os olhos abertos, fitando uma cruz na maquina
de ressonancia. E possivel que isso tenha gerado diferentes comportamentos
visuais entre os subgrupos comparados, 0 que por sua vez também explicaria
esse resultado. Aproximadamente 70% dos achados na VIS foram diminui¢cdes
de correlacdo positiva ou mudanca de correlacdo positiva para negativa; os
outros 30% foram categorizados como aumento de correlacéo positiva, contando
igualmente como mecanismo compensatorio (como no caso da DAN).

Também cabe mencionar aqui que, dentre as alteragcbes intra-rede,
encontramos nos Nossos resultados uma rede funcional quase completamente
preservada. Apenas uma conexao entre duas regidbes da rede FTP foi
considerada significativamente alterada (classificada como DMCP) apoés
aplicacdo do método PLS, o que rendeu, apds nossa normalizacao pelo tamanho

relativo de cada rede, uma razao de vulnerabilidade nesta rede de apenas 0.08.
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A titulo de comparacéo, todas as outras redes tiveram em torno de 20 conexdes
alteradas, exceto pela LIM, com apenas seis; no entanto, como a rede LIM
compreende aproximadamente metade do numero de regibes da FTP, na
normalizac&o dos resultados ela aparece com razdo muito maior (0.93). A FTP
funciona como uma rede de controle cognitivo, atuante sobretudo em processos
que requerem controle altamente adaptativo (Dosenbach et al., 2007). Ela se
comporta como hub, com conexdes ativas com todo o cérebro, atuando sobre
outras redes funcionais (Cole et al., 2010; Power et al., 2011). Por causa dessa
natureza de hub da FTP, achados prévios descrevem diminuicbes de CF
correlatas a idade dos participantes essencialmente entre ela e as demais redes,
e ndo mudancas internas (Meunier et al., 2009), reforcando a preservacao das
conexdes intra-rede aqui encontradas. Ademais, em se tratando de um grupo de
idosos numa faixa etaria bastante restrita e de cognicéo preservada, também é
possivel aventar que dentro da nossa amostra, todos apresentem um mesmo
nivel de controle cognitivo adequado para a idade, enquanto outras alteracdes
sdo mais decisivas.

Como esperado, nossos resultados intra-rede mostraram em sua ampla
maioria alteracdes em correlacdes positivas com o avancar da idade (92% das
conexdes no grupo de sujeitos idosos jovens eram desse tipo; Figura 6). Como
mencionado anteriormente, a propria definicAo de rede funcional explora o
conceito de regibes (contiguas espacialmente ou ndo) que apresentam
correlacao positiva na CF de repouso; sendo assim, é intuitivo que a maioria das
conexdes seja desse tipo. Ainda mais, quase metade dos resultados foram
DMCP, revelando perda de coeréncia nas redes afetadas, o processo mais

descrito na literatura do tema (Ferreira e Busatto, 2013). No entanto, uma parcela
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significativa dos achados (aproximadamente 34%), como jA comentamos, foi
categorizada como AMCP (Figura 6), revelando um processo complexo de

alteracdes funcionais na senescéncia.

5.4 Associacao entre CF de repouso e as demais variaveis

Nossas demais andlises, investigando associacdo da CF de repouso na
nossa amostra com variaveis sociodemogréaficas (escolaridade), cognitivas
(escores nos testes MMSE e RAVLT) e com o marcador de deposi¢cao amiloide,
nao apresentaram resultados significativos. Esses resultados devem ser
tomados com cautela, pois pesa contra eles o nimero baixo de idosos envolvidos
no nosso estudo, o que prejudica o uso do método escolhido, tolhendo seu poder
estatistico (Biswal et al., 2010). Além disso, buscamos fazer com que a nossa
amostra fosse a mais homogénea possivel, excluindo quaisquer participantes
gue apresentassem transtorno psiquiatrico, doenca neurolégica ou ainda
artefatos importantes nos seus exames de neuroimagem. No entanto, como
resultado, obtivemos uma amostra que também apresenta baixa variabilidade
nos quesitos acima descritos, sobretudo no escore de testes neuropsicologicos
e no perfil amiloide dos sujeitos incluidos. Isso também € um fator que contribuiu
para resultados aquém do limiar de significancia estatistica.

Ha alguns exemplos na literatura de estudos que encontraram de fato
associacdo entre a CF de repouso de idosos saudaveis e memobria ou
performance cognitiva (Antonenko et al., 2012; Charroud et al. 2016, Stumme et
al., 2020; Wang et al., 2010; Zheng et al., 2018). Da mesma forma, dois estudos
prévios indicaram alteragBes de CF relacionadas a escolaridade dos sujeitos.

Arenaza-Urquijo e colaboradores (2013) mostram uma tendéncia de associacao
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entre escolaridade e aumento na conectividade do cértex cingulado anterior;
outro grupo descreve associagcdo negativa entre nivel de educacdo e CF de
varias regibes da DMN (Chen et al., 2019). Esses resultados, embora em
direcOes opostas, destacam a escolaridade (enquanto sinal de reserva cognitiva)
como um fator determinante no funcionamento cerebral (Arenaza-Urquijo et al.,
2013). De uma forma geral, esses estudos usam métodos de analise de CF muito
diversos dos nossos. Mesmo assim, eles servem como indicativos que, uma vez
aplicados a uma analise de CF de repouso no cérebro inteiro, podem fornecer
novos caminhos importantes para desenvolvimento destas questdes, sobretudo
com o uso de amostras numerosas de idosos sem comprometimento cognitivo.

O nosso levantamento da literatura para esta dissertacdo n&o identificou
trabalhos até o presente momento que analisem alteracdes de CF em idosos
sem comprometimento cognitivo, mas com perfil heterogéneo de deposicao do
peptideo amiloide. Como ja mencionado, sabe-se que a deposicdo amiloide
pode preceder em anos o declinio cognitivo nesses sujeitos - que serao,
portanto, considerados clinicamente saudaveis. Nosso trabalho, nesse sentido,
€ um primeiro esforco em mapear em idosos sem queixas cognitivas um dos
biomarcadores que definem a DA, investigando se ha relacéo entre a presenca
de placas amiloides nessa populacéo e sua CF. Neste primeiro movimento nesta

direcdo, no entanto, a resposta é negativa.

5.5 Limitacdes
Nosso trabalho apresenta algumas limitagbes importantes de serem

destacadas. A principal delas, como ja mencionado, diz respeito ao numero
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modesto de participantes (26 idosos saudaveis foram arrolados apos aplicarmos
todos os critérios de exclusdo). Esse fato notadamente diminui o alcance
estatistico dos nossos resultados; com um maior niumero de sujeitos, a
variabilidade entre sujeitos pode ser melhor contornada. O supracitado estudo
de Biswal et al. (2010) preconiza que os estudos de RMf de repouso com menos
de 50 sujeitos estdo propensos a falsos negativos, colocando em suspeicéo
nossos achados negativos (mas nao a correlagéo encontrada entre idade e CF).
Estudos com numero maior de participantes se fazem necessarios para
confirma-los.

Ademais, ndo foi feito um controle para o alelo ¢4 do gene APOE,
amplamente associado com desenvolvimento de DA (ver Belloy et al., 2019, para
uma revisao recente do tema) e com mudancas de CF de repouso (Reivang et
al., 2013). Como o alelo ¢4 também influencia o estabelecimento tardio da DA
(Saunders et al., 1993), é possivel que uma parcela dos participantes deste
estudo apresentassem-no mesmo que sua cogni¢do fosse preservada. Contudo,
um estudo anterior (Ferreira et al., 2016) com adultos de diferentes faixas etarias
verificou que as alteracdes percebidas na CF durante o envelhecimento ndo sao
secundarias a presenca do gene, mas antes funcédo do proprio envelhecimento.
De gqualquer forma, resta responder se e como, em uma amostra constituida
exclusivamente por idosos, este alelo do gene APOE se coloca como importante
fator de mudancas de CF de repouso.

Também ndo houve aprofundamento da questao de CF e sexo, outro fator
que foi associado na literatura com altera¢des funcionais tanto em adultos mais
jovens quanto em idosos (Sie et al., 2019; Stumme et al., 2020). Este tipo de

analise ndo foi empreendida no presente trabalho em funcdo do niumero diminuto
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de homens. No entanto, deve-se ressaltar que os subgrupos dicotomizados para
a analise relacionando CF a idade estavam pareados para sexo, de tal forma
que ndo houvesse diferenca estatistica significativa na propor¢do de homens e
mulheres entre eles (conforme visto na Tabela 1); nesse sentido, ndo houve
interferéncia dessa variavel nos nossos resultados referentes a relagéo entre CF

e idade cronolodgica dos sujeitos.

6. CONCLUSAO

No presente trabalho, procuramos associacdo da CF de repouso com
algumas variaveis continuas em uma amostra de idosos saudaveis. Mesmo com
uma amostra de faixa etaria restrita, verificamos associacdo da idade dos
participantes com a CF de varias regides do cérebro, apresentando um padréo
complexo e difuso de alteracdes funcionais quando comparadas as CF médias
dos subgrupos de sujeitos menos idosos e mais longevos. Tanto entre redes
funcionais quanto intrinsecamente a cada uma delas, observou-se em maior
grau diminuicdes de conectividade, mas em padrdes muito distintos para cada
uma dessas andlises. Aumentos de conectividade também foram encontrados,
mas em menor quantidade. N&o encontramos associacdo da CF da nossa
amostra com o perfil amiloide dos sujeitos, escolaridade, memdria episodica ou
desempenho cognitivo. Tanto a escolha de uma anélise de cérebro inteiro quanto
a forma de caracterizagdo dos resultados, que da igual importancia a conexdes
positivas e negativas, analisando-as separadamente, permitiram o desenho de

um panorama abrangente da CF em idosos saudaveis.
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