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RESUMO

Bezerra ROF. Estudo piloto de viabilidade para avaliar alteragcbes do
metabolismo tecidual em células tumorais usando a técnica Chemical Exchange
Saturation Transfer (CEST) [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2023.

Introdugdo: A D-glicose esta sendo investigada como uma alternativa de
contraste para RM usando a técnica de Transferéncia de Saturacao por Troca
Quimica (glucoCEST). Mais recentemente, a avaliagcdo dinamica do sinal da
glicose (DGE - Dynamic Glucose Enhanced) demonstrou resultados promissores
em pacientes com glioma. Ainda assim, os dados sobre o uso desta técnica em
campo magnético de uso clinico de 3 Tesla sao limitados. Objetivos: Avaliar o
efeito glucoCEST com imagem DGE usando equipamento de 3T em tumores
cerebrais malignos primarios em comparagao com a substancia branca (WM) e
substancia cinzenta (GM) de aparéncia normal. Métodos: Este estudo
prospectivo foi realizado através de ressonancia magnética 3T em fantomas,
voluntarios saudaveis e pacientes com tumores cerebrais primarios. A avaliagao
quantitativa do CEST foi realizada através da analise do Z-Spectrum obtida com
a varredura dos pulsos de radiofrequéncia ao redor da ressonéncia da agua,
compensagao por compensacado. O efeito de transferéncia de magnetizagéo foi
medido através da assimetria da curva do Z-Spectrum, sendo chamado de
MTRasym. Os Z-Spectrum completos em estado estacionario e as imagens em
DGE foram adquiridos antes e depois da injegao intravenosa de D-glicose. Apés
a conclusao da primeira fase do estudo (coorte 1), os pacientes seguintes
realizaram dois procedimentos idénticos com intervalo de 24 horas para
avaliacao de repetibilidade dos dados quantitativos (coorte 2), em um desenho
de teste-reteste. As analises dindmicas foram realizadas usando area sob a
curva (AUC) e graficos de Bland-Altman para avaliar a repetibilidade.

Resultados: As varreduras nos fantomas indicaram que a D-glicose tinha um

melhor contraste CEST saturando a +2ppm e usando um pulso de

radiofrequéncia (B1) de 2uT. Na analise dos trés voluntarios saudaveis, o




protocolo com 18 aquisi¢gdes de +2 ppm a 0 ppm permitiu tragcar um mapa
adequado de DGE, com maiores variagdes de sinal em +2 ppm. Apenas as
imagens de um voluntario com prétese dentaria ndo foram passiveis de analise

devido ao desvio de BO maior que =1 ppm. Vinte pacientes foram incluidos no

estudo, sendo 18 com gliomas de alto grau (15 primeiros na coorte 1 e 0s 5
subsequentes na coorte 2). Os valores médios MTRasym em +2 ppm para
regides tumorais de interesse (ROls) foram significativamente maiores do que
para ROls de controle (p<0,05). A curva ROC apresentou uma acuracia de 90%
para diferenciacdo de tecidos tumorais e normais (p < 0.0001), sendo que
MTRasym > 1,6 apresentou sensibilidade e especificidade de 88,5% e 77,8%,
respectivamente. Nas analises dinadmicas, o efeito médio de DGE apds correcao
de BO e de movimento foi de 0,53% (1C95% 0,47-0,60) para o ROI tumoral e
foram encontradas diferengas significativas entre ROIs tumorais e substancia
cinzenta (p<0,05). Além disso, a fase de infusdo (-0,23; IC95% -0,25 - -0,21)
apresentou valores médios de AUC significativamente maiores do que a fase de
contraste (-0,47; 1C95% -0,49 - -0,44) (p<0,0001) e variabilidade
significativamente menor dos valores médios de AUC (0,05 vs 0,27) (p<0,0001).
Na coorte 2, cinco pacientes completaram 2 estudos em 24 horas e os graficos
de Bland-Altman mostraram boa repetibilidade para a mediana dos valores de
AUC, com a maioria dos pontos dentro das duas barras de erro (2 desvios
padrdo). Conclusao: Aquisicdo de imagens DGE sao possiveis no campo
magnético clinico de 3 Tesla quando as corregbes de BO e movimento s&o
adequadamente utilizadas. Embora existam baixas variagdes de sinal, foi
possivel detectar diferengas significativas entre regides tumorais versus

substancia cinzenta e os dados quantitativos mostraram boa repetibilidade.

Palavras-chave: Glucose. Ressonancia magnética multiparamétrica. Glioma.

Metabolismo dos carboidratos. Tecidos. Quimica.



ABSTRACT

Bezerra ROF. Feasibility study to assess changes in the tissue metabolism of
tumor cells using a Chemical Exchange Saturation Transfer (CEST) technique
[thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2023.

Introduction: D-glucose is being investigated as an alternative for contrast-
enhanced MRI using Chemical Exchange Saturation Transfer (CEST) technique
(glucoCEST). More recently, the use of dynamic glucose enhanced (DGE)
imaging using glucoCEST has demonstrated promising results on patients with
glioma. However, limited data are available reflecting the use of this technique in
a 3 Tesla clinical field strength. Objectives: To assess the glucoCEST effect with
DGE imaging at 3T in primary malignant brain tumors compared with that in
normal appearing white matter (WM) and gray matter (GM). Methods: This
prospective study was performed using 3T magnetic resonance imaging in
phantoms, healthy volunteers and patients with primary brain tumors. The
quantitative evaluation of the CEST was carried out through the analysis of the
Z-Spectrum obtained with the sweep of the radiofrequency pulses around the
water resonance, offset by offset. The magnetization transfer effect was
measured through the asymmetry of the Z-Spectrum curve, being called
MTRasym. Full steady-state Z-Spectrum and DGE images were acquired before
and after intravenous D-glucose injection. After completion of the first phase of
the study (cohort 1), the following patients underwent two identical procedures 24
hours apart to assess the repeatability of the quantitative data (cohort 2), in a
test-retest design. Dynamic analyzes were performed using area under the curve
(AUC) and Bland-Altman plots to assess repeatability. Results: Phantoms data
indicated that D-glucose had better CEST contrast saturating at +2ppm and using

a 2uT radiofrequency (B1) pulse. In the analysis of the three healthy volunteers,

the protocol with 18 acquisitions from +2 ppm to 0 ppm allowed drawing an
adequate DGE map, with greater signal variations at +2 ppm. Only the images of
a volunteer with a dental prosthesis could not be analyzed due to a BO deviation

greater than £1 ppm. Twenty patients were included in the study, 18 with high-




grade gliomas (15 in cohort 1 and the last 5 in cohort 2). Mean MTRasym values
at +2 ppm for tumor regions of interest (ROIs) were significantly higher than for
control ROIs (p<0.05). The ROC curve demonstrated an accuracy de 90% for
differentiating tumor and normal tissues (p < 0.0001), and MTRasym > 1.6
showed sensitivity and specificity of 88.5% and 77.8%, respectively. In dynamic
analyses, the mean effect of DGE after BO and motion correction was 0.53%
(95%CI1 0.47-0.60) for tumor ROI, and significant differences were found between
tumor ROIs and gray matter (p <0.05). Furthermore, the infusion phase (-0.23;
95%Cl -0.25 - -0.21) had significantly higher mean AUC values than the contrast
phase (-0.47; 95%CI -0.49 - -0.44) (p<0.0001) and significantly less variability of
mean AUC values (0.05 vs 0.27) (p<0.0001). In cohort 2, five patients completed
2 studies within 24 hours and the Bland-Altman plots showed good repeatability
for median AUC values, with most points within the two error bars (2 standard
deviations). Conclusions: The results demonstrated that dynamic glucoCEST
acquisitions are possible in clinical magnetic field of 3 Tesla using adequate
motion and BO corrections. Although there are low signal variations, it was
possible to detect significant differences between tumoral regions versus gray

matter and quantitative data showed good repeatability.

Keywords: Glucose. Multiparametric magnetic resonance imaging. Glioma.
Carbohydrate metabolism. Tissues. Chemistry.
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1 INTRODUGAO

O método de RM por transferéncia de saturacdo por troca quimica
(Chemical Exchange Saturation Transfer- CEST) permite detectar baixas
concentragcdes de metabdlitos que contém residuos de proétons trocaveis (como
amina, amida ou hidroxila) Esta técnica permite identificar componentes em
concentragdes muito baixas (variando de uM to mM), que nao alteram o sinal de
RM em sequéncias convencionais (T1, T2, densidade de prétons e T2*) e ndo
podem ser diretamente medidos pela técnica padréo de espectroscopia (MRS)
(1, 2)_

A espectroscopia (MRS) é a sequéncia de RM mais estudada para
avaliacdo da composigdo quimica tecidual, mas apresenta algumas limitagdes
em raz&o da baixa concentragdo desses componentes em relagdo a agua e a
superposicao de espectros de sinal dos diferentes nucleos em campos
magneéticos usados na pratica clinica (1,5T a 3,0T). Dessa forma, muitas
excitagdes sao necessarias para atingir um adequado sinal-ruido, resultando em
longo tempo de aquisi¢édo e com limitada resolugéo espacial, de cerca de 20 mm?
em sequéncias de voxel Unico (single voxel) ).

No CEST, a magnetizacdo é transferida de outras moléculas a molécula
de agua e, portanto, o efeito de saturacéo (reducao de sinal) pode ser observado
na agua. A condig&o para que isso acontega € que a substancia quimica avaliada
tenha um préton de hidrogénio ('H) trocavel com a agua. Na pratica, um pulso
de ressonancia é aplicado na frequéncia da substancia de interesse até atingir o

estado de saturagcdo. Apos esse passo, o proton do metabdlito excitado é
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transferido pela troca quimica com os prétons n&o excitados de agua.
Consequentemente, ocorre queda do sinal de agua que pode ser detectada
pelas sequéncias-padrdao de RM, permitindo uma medida indireta da
concentragéo do metabdlito estudado ? 4 %),

A maior parte das aplicagbes de CEST envolve metabdlitos encontrados
no corpo humano ou que podem ser administrados como agentes de contraste,
como por exemplo, glicose, glutamato e creatina. Na pratica clinica, os estudos
vém abordando a aplicacdo da técnica in vivo, sobretudo para avaliacdo de
acidente vascular isquémico e tumores cerebrais ). Como é possivel o uso de
glicose como meio de contraste, este método tem potencial para aplicagédo na
imagem diagnostica complementar a do '®FDG-PETCT, porém sem exposi¢&o a
radiagdo ionizante ou a radiofarmacos ).

Entretanto, a quantificacdo das alteracbes teciduais in vivo ainda €
desafiadora em razdo de inumeros fendmenos concomitantes que podem
acontecer nos tecidos, alguns conhecidos como RF spillover, transferéncia de
magnetizagdo macromolecular semi-sélida (MT) e nuclear overhauser effect
(NOE). Além disso, a aplicagdo em tecido tumoral, visando a avaliacdo do
consumo de glicose e suas possiveis implicagdes ainda ndo € totalmente
conhecida, notadamente em aparelhos usados na pratica clinica de 3 Tesla ®),

Desta forma, este estudo tem como objetivos: 1) avaliar as alteragdes
teciduais dindmicas relacionadas ao metabolismo da glicose em tumores
cerebrais primarios, comparando com tecidos normais, usando a técnica de
CEST em aparelho de uso clinico de 3 Tesla e 2) avaliar em um subgrupo de

pacientes a repetibilidade do método pelos parametros quantitativos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Estudo exploratério para avaliar alteragdes teciduais dinamicas
relacionadas ao metabolismo de glicose em tumores cerebrais primarios usando
a técnica de CEST, demonstrando a viabilidade deste método (prova de
conceito) em aparelho de uso clinico de 3 Tesla, comparando com tecidos

normais.

2.1.1 Avaliar o efeito de CEST pela assimetria da taxa de transferéncia de

magnetizagédo na frequéncia de saturagao da glicose;

2.1.2 Otimizar o protocolo de estudo de modo a determinar o ponto de
melhor diferenciagdo entre o tumor e o tecido normal usando fantomas e

voluntarios sadios.

2.2  Avaliar a confiabilidade dos parametros quantitativos obtidos pela analise

de repetibilidade, em um modelo de teste e reteste.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 AVALIAGAO DO METABOLISMO TECIDUAL POR MEIO DE RM

3.1.1 Espectroscopia

Desde o final da década de 1980, a espectroscopia de ressonancia
magnética de prétons (1H MRS) é utilizada para avaliagcdo de metabdlitos
cerebrais. Mas, apesar do longo tempo de desenvolvimento, ainda hoje n&o é
usada em larga escala pelos inumeros desafios técnicos e permanece restrita a
centros de referéncia e projetos de pesquisa. Na pratica clinica, os aparelhos de
3Testa sdo preferidos em relagdo aos de 1,5T, mas também promovem maior
heterogeneidade do campo magnético estatico (B0O). Essa heterogeneidade
resulta em linhas espectrais alargadas e degradagao das imagens. Outro desafio
€ o0 erro de localizagdo do metabdlico pelo deslocamento da transferéncia
quimica (chemical shift displacement - CSD), que exige otimizagao do pulso de
radiofrequéncia com maior poténcia B1 9.

A maioria dos estudos avaliou a espectroscopia cerebral no diagnodstico
tumoral, ou mesmo na diferenciagdo entre subtipos de gliomas. Mas, o valor
clinico desta técnica ainda é motivo de debate, permanecendo com sequéncia

adicional, recomendada somente para casos selecionados (1),
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3.1.2 Avaliagcao do metabolismo tecidual por meio de RM - CEST
Atualmente, estdo disponiveis novos contrastes de RM que exploram
diferentes propriedades fisicas ou estruturais dos tecidos, como difusdo,
perfuséo, rigidez, caracteristicas dependentes do nivel de oxigenagéao do sangue
(BOLD), transferéncia quimica e outros (''). Mais recentemente, a transferéncia
de saturagao por troca quimica, conhecida na lingua inglesa como chemical
exchange saturation transfer (CEST), foi descrita por Wolff e Balaban ('), como
uma forma alternativa de obter contraste em imagens de RM. O CEST explora
as propriedades quimicas de certos metabdlitos que podem ser detectados com
maior sensibilidade com base em suas mudangas especificas no grau de
magnetizagdo de protons de agua. A magnetizagdo é transferida dos protons
trocaveis (prétons 1H) as moléculas de agua, de forma que, a saturagdo que
originalmente afetava uma determinada molécula de interesse, pode ser
observada afetando a agua. Como resultado, o CEST pode detectar a presenca
de baixas concentragdes de prétons trocaveis através da queda do sinal de agua.
E digno de nota que o sistema de trocas deve ocorrer em regime lento ou
intermediario, em outras palavras, a diferenga de troca quimica entre o solvente
e o0 soluto (Acs) deve ser maior ou igual a taxa de transferéncia
(kex=kaptksa):kex<Acs. Nessa situacdo, os dois pools de spins podem ser
diferenciados e suas linhas espectrais separadas. Importante destacar, que o
conceito de “lento” ou “intermediario” é relativo, uma vez que o mais importante
€ a relacao (ratio). No caso de uma troca quimica muito rapida, os dois pools

serdo indistinguiveis pela técnica CEST (-2,
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Do ponto de vista quantitativo, a métrica utilizada para analise do CEST é
a assimetria por transferéncia de magnetizagdo, conhecida como MTRasym

(Magnetization Transfer asymmetry), definida de acordo com a férmula:

MTRasym(ACS)=I(-ACS)-1(ACS)/I0

Nesta formula, I(-ACS) e I(ACS) sao as intensidades de sinal adquiridas
com o pulso de pré-saturacdo de RF aplicado com o pool de troca
(ACS=Achemical shift). 10 é o sinal de referéncia sem o pulso de pré-saturacéo
de RF. Na literatura, MTRasym & comumente chamado de “efeito CEST” .
(Figura 1).

Diversas moléculas podem servir como agentes para o CEST. De modo
geral, esses agentes sdo divididos de acordo com a natureza do soluto em:
CEST diamagnético (diaCEST) e CEST paramagnético (paraCEST). No caso da
troca proténica, que € o assunto desta tese, ela pode ser dividida em diaCEST
endogena ou exdgena (3. Ainda temos outros tipos de trocas (molecular e
compartimental), mas a descri¢do destes principios vai além do escopo deste
estudo.

A maioria dos agentes diaCEST envolve trocas de protons endogenos,
nao sendo necessaria injecdo de nenhum meio de contraste, o que torna o
método muito atrativo. S&o exemplos destas técnicas descritas na literatura:
glicogénio (glycoCEST), glicosaminoglicanos (gagCEST), glutamato (gluCEST)
e amido (APT) (*4-16) Em cada uma destas técnicas ha um grupo diferente de

troca que pode ser OH-CEST, NH-CEST e NH.-CEST (13),
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Em alguns casos, ha a possibilidade de injecédo exdgena do agente para
aumentar a sensibilidade do sinal, como no caso da imagem do pH pelo
iopamodol ou do glucoCEST usando a glicose. Nesse ultimo caso, a abordagem
CEST mostrou potencial para uso em imagens estaticas (MTRasym) e dindmicas
realgadas com glicose (dynamic glucose enhanced - DGE) (17 18),

De maneira geral, os estudos com a técnica CEST tem demonstrado
resultados promissores em diversas areas, desde avaliacdo de isquemia
cerebral, oncologia, osteoartrites, fisiologia muscular, escleros mdultipla e outras

desordens neuroldgicas (19,
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(A) O pool A (solvente) estd em troca com o pool B (soluto). (B) Os pools A e B possuem
deslocamentos quimicos distintos (CS - chemical shift), e a diferenga entre eles é chamada de
ACS. O pulso de radiofrequéncia (RF) é aplicado em ressonéncia com o pool B, resultando em
transferéncia de saturagao e diminuigao do sinal do pool A. (C) Z spectrum: intensidade de sinal
sinal agua normalizada (1/10) vs frequéncia fora de ressonancia do pulso de RF saturado (ARF).
A ressonancia da agua recebe um valor de 0 ppm.

MTRasym: assimetria do Z spectrum vs valor fora da ressonancia do pulson de RF.
(Fonte: adaptado de Vinogradov et al ("))

Figura 1 - Principios basicos da técnica CEST
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3.1.2.1 CEST- Efeitos confundidores

Ha diversos efeitos confundidores que podem ocorrer quando analisamos
o efeito CEST. Dentre eles, destacamos a transferéncia de magnetizagdo (TM)
chamada de CEST-TM, os artefatos de lipidios, o efeito nuclear Overhauser
(nuclear Overhauser effect - NOE), corregdo de BO e os artefatos de

movimentagdo ().

a) Transferéncia de Magnetizacao - TM

A TM sempre acompanhara o efeito CEST nos tecidos. Dessa forma, o
perfil de do Z-Spectrum n&o é simétrico ao redor da agua em estudos in vivo. O
fato ocorre por provavel contribuicdo de prétons alifaticos (sem moléculas de
benzeno em sua estrutura) que reduzem o “peso” da troca quimica e promovem
contaminagao do sinal. Assim, o efeito CEST n&o deve ser considerado “puro” e
explica a preferéncia de muitos autores pelo termo MTRasym, que, muitas vezes,
e negativo pela existéncia de ™

subjacente 9),

b) Artefatos de lipidios

A presenca de lipidios, como artefatos de oscilagdo no lado negativo do
Z-Spectrum da linha de agua, foi observada em estudos cerebrais. Uma vez que
esta € uma regido sem troca quimica identificavel e o cérebro possui baixa
concentracao de lipidios, o fato foi atribuivel aos lipidios da calota craniana. Ha
interesse na identificacdo desses artefatos, uma vez que eles ocorrem em -3

ppm de agua, ponto exatamente simétrico aos prétons de amido 7).
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c) Efeito Nuclear Overhauser - NOE

Este efeito foi descrito por Albert Overhauser, em 1953, e descreve a
transferéncia de polarizagdo para o spin nuclear, quando ocorre saturacdo da
ressonancia dos spins dos elétrons ??. Em outras palavras, € o processo de
relaxamento paramagnético que ocorre por meio de interagdo ultrafina entre
elétrons e spins nucleares. A mudanga na intensidade de ressonancia do nucleo
€ consequéncia da proximidade espacial do mesmo com outros nucleos
diretamente afetados pelo pulso de RF. De maneira pratica, estudos de CEST
em magnetos de alto campo observaram um efeito adicional na TM entre -5e 0

ppm no Z-Spectrum, que foi atribuido aos proétons alifaticos e oleofinicos (23 24),

d) Correcao de B0

A heterogeneidade de campo magnético (BO) pode introduzir artefatos
nas medidas de CEST, porque a comparagdo das imagens obtidas com a
imagem de referéncia ndo é mais simétrica ao longo da frequéncia de
ressonancia de agua e, consequentemente, a analise de assimetria n&o
consegue remover o chamado efeito de transbordamento (spillover effect). Esse
efeito, de forma resumida, promove aumento de atividade nos voxels adjacentes

ao objeto estudado (2% 26),

e) Artefatos de Movimentagao
A técnica CEST requer a aquisigao de imagens pela saturagao de troca
quimica e, normalmente, as aquisi¢cdbes duram varios minutos para que a

amostragem adequada na frequéncia de saturacao seja obtida. Dessa forma, os
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desalinhamentos nas imagens sao quase inevitaveis em razdo da movimentagéo
do objeto, causando graves erros de mensuragao do efeito CEST. De fato,
mesmo a movimentagdo muito discreta pode causar erros significativos. Assim,
diversas técnicas de correcdo de movimento foram descritas e sdo consideradas
essenciais em qualquer experimento desta natureza. De maneira geral, as
imagens s&o registradas e comparadas com uma imagem de referéncia, usando
ferramentas de pds-processamento, como o built-in function imregister e SPM
(statistical parametric mapping) disponiveis no MATLAB (MathWorks, Natick,

MA) (26, 27, 28)_

3.1.3 Avaliacao do sinal de glicose pela RM - glucoCEST

A sensibilidade para deteccdo do sinal de glicose depende da poténcia
B1, uma vez que quanto maior a poténcia, mais saturagao podera ser alcangada
antes que ocorra a troca ©®). Estudos anteriores mostraram a viabilidade de
glucoCEST em campos de alta intensidade e em modelos animais com
resultados promissores, mas ha dados limitados para uso desta técnica em
aparelhos de campo clinico de 3T e inferiores “4 5 7). Os estudos iniciais de
viabilidade da imagem glucoCEST em humanos, usando scanners clinicos,
abriram o caminho para o desenvolvimento desta técnica, mas a medigao do
efeito glucoCEST em 3T tem varias limitagdes a serem abordadas 8. Como
descrito anteriormente ?°), prétons hidroxila (-OH) na glicose trocam muito rapido
(taxas de troca de 2.000 Hz ou maiores), levando a coalescéncia das

ressonancias dos prétons -OH com as de agua. Além disso, o deslocamento do
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campo magnético (BO) e a corregdo do movimento devem ser levados em
consideracgao para evitar medigdes imprecisas %)

No lado tecidual, uma alteracdo no metabolismo celular € uma marca
registrada das células tumorais e um dos principais contribuintes ao
desenvolvimento e proliferagdo do tumor G". O efeito Warburg (ou glicolise
aerdbica) € a mudanca metabdlica em que a maioria das células tumorais
converte glicose em acido latico mesmo sob concentragdes normais de oxigénio
para suportar sua rapida proliferagédo 2 33), Intuitivamente, a técnica glucoCEST
pode fornecer avaliacdo dinamica do metabolismo do tecido tumoral de modo
nao invasivo, livre de radiagao e com multiplas aplicagdes clinicas potenciais.

Ha muitos desafios relacionados a padronizagao de glucoCEST para uso
clinico, sobretudo relacionados as estratégias de aquisicdo, analise de imagens,
algoritmos de pds-processamento e interpretagao da relagdo do sinal de glicose
em tecidos tumorais versus tecidos normais  29. Potencialmente, estes
problemas podem impactar o uso de dados derivados de glucoCEST como

biomarcador na pratica clinica.
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4 METODOS

4.1 DELINEAMENTO

Trata-se de um estudo prospectivo observacional, unicéntrico e nao

randomizado, conduzido no Hospital Sirio-Libanés.

4.2 ETICA

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital
Sirio-Libanés (numero 27682719.0.0000.5461 - 12/02/2020) (Anexo A). Esta
investigacdo seguiu as diretrizes e normas regulamentadoras da pesquisa
envolvendo seres humanos em vigor no Brasil 34),

Todos os participantes foram informados a respeito dos objetivos e
meétodos do estudo e incluidos, apos assinarem o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido (TCLE) (Anexo B).

4.3 CASUISTICA

Foram convidados a participar do estudo os pacientes do Hospital Sirio-
Libanés encaminhados do Departamento de Oncologia com o diagnéstico por
imagem de tumor primario cerebral.

Os critérios de inclusdo foram:
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I. ldade maior que 18 anos;

[I. Diagnéstico por imagem, confirmado ou ndo por meio de bidpsia, de
tumor primario do sistema nervoso central.

Os critérios de exclusao foram:

I. Pacientes com contra-indicacéo para realizacdo de ressonancia
magnética;

II. Diabéticos descompensados; e

lll. Pacientes que se recusem a participar do protocolo do estudo.

4.4 FASES DO ESTUDO

4.4.1 Fantoma

Na primeira fase, foi usado um fantoma feito com quatro garrafas de
plastico para configurar a sequéncia de pesquisa CEST e identificar se a glicose
seria detectavel em diferentes conjuntos de parametros de sequéncia (B1 de
1,0uT e 2uT), concentragdes de glicose (somente solugdo salina, + 5% D -
glicose, + 10% D-glicose e + 20% D-glicose) e frequéncias de compensacao de

saturagao (de +7ppm a -7ppm com diminui¢cao de 0,5 ppm)

4.4.2 Voluntarios saudaveis

Na segunda fase, trés voluntarios saudaveis foram submetidos a
diferentes métodos de aquisicdo de imagem cerebral, variando o B1 entre 1uT e
2uT, variando a aquisigdo dinamica entre trés abordagens diferentes (1.

Adquirindo trés espectros Z de +7ppm a -7ppm para gerar trés mapas MTRasym
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apo6s a infusdo, 2. Adquirir 6 Z-Spectra de +5ppm a -2ppm com foco na criagéo
de mapas MTRasym em torno de +1ppm, 3. Adquirir multiplos Z-Spectra de
+2ppm a Oppm para observar mudangas rapidas no sinal em torno de +1ppm
durante a infusdo). Estas imagens foram entdo usadas para desenvolver a
ferramenta de pds-processamento e, em seguida, avaliadas para determinar
qual abordagem seria usada em pacientes juntamente com a avaliagdo da

influéncia do movimento da cabega e o algoritmo de corre¢cdo do movimento.

4.4.3 Pacientes

Todos os participantes do estudo prospectivo e voluntarios assinaram um
termo de consentimento informado e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa local. Entre agosto de 2020 e margo de 2021, 20 pacientes com 18
anos ou mais com tumores cerebrais malignos primarios foram inscritos em duas
coortes (Tabela 1 - Demografia dos pacientes). Quinze pacientes foram incluidos
na coorte 1 e foram solicitados a jejuar por, pelo menos, 8 horas antes de serem
submetidos a uma sequéncia de glucoCEST modificada (CEST3 — GE research
PSD) em 3T (Discovery MR 750, GE Healthcare, Milwaukee, EUA), seguida por
uma aquisicdo convencional de RM de cérebro, incluindo sequéncias
ponderadas de perfusdo e difusdo. Para induzir um estado hiperglicémico,
glicose D50 (30 g de glicose em 60 ml de solugao de agua estéril, Isofarma®) foi
injetada, seguida de 60 ml de solugdo salina administrados usando um injetor a
uma taxa de infusdo de 0,3 ml/s (Mallinckrodt Company), conforme

anteriormente descrito @),
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Apods o término do recrutamento na coorte 1, cinco pacientes foram
adicionados em sequéncia na coorte 2. Estes pacientes foram submetidos ao
procedimento glucoCEST, que foi repetido 24 horas depois, em um desenho de
teste-reteste 5. Além disso, os pacientes desta segunda coorte utilizaram um
dispositivo de imobilizagdo de cabeca, customizado, imediatamente antes do
inicio do procedimento, nos moldes utilizados para pacientes em tratamento com

radioterapia 9.

Uma mascara termoplastica, utilizada para planejamento de radioterapia, moldou a cabega do
paciente e foi acoplada a bobina para minimizar os movimentos da cabeca dos pacientes da
coorte 2.

Figura 2 - Mascara termoplastica acoplada a bobina para minimizar os
movimentos da cabecga do paciente
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Um neurorradiologista independente (20 anos de experiéncia) revisou as
imagens convencionais de ressonancia magnética e selecionou um unico corte
de 10 mm com a melhor visibilidade do cancer. Usando como referéncia as
sequéncias de perfusdo e difusdo, foram delineadas oito regides de interesse
(2D ROIs) para serem usadas no processamento de glucoCEST. Quatro ROls
tumorais foram identificadas seguindo a mesma regra: ROI 1 eliptica estava na
area de maior perfusdo (quando aplicavel, uma vez que nem todos os tumores
tinham areas de aumento do volume de sangue cerebral (CBV — cerebral blood
volume)), ROI 2 eliptica estava na area central area, ROI 3 eliptica estava na
periferia e ROl 4 a mao livre englobava todo o tumor; e quatro ROIs em tecidos
normais: ROIs 5 e 6 elipticos foram identificadas na substancia branca normal e
ROIs 7 e 8 na substancia cinzenta normal. As ROls 1, 2, 3, 5, 6, 7 e 8 tinham

formas e tamanhos idénticos (0,2 cm?) (Figura 3).
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Imagem de ressonancia magnética convencional com uma unica selegdo de corte de 10 mm
onde foram selecionadas oito regides de interesse (ROI) por um neurorradiologista
independente. ROI1= vermelho, ROI2=amarelo, ROI3= azul, ROI4= verde (ROls tumorais),
ROI5=azul claro, ROI6=branco (substancia branca), ROI7=preto e ROI8=lilas (substancia
cinzenta)

Figura 3 - Imagem de ressonancia magnética para selegao das oito regides de
interesse (ROI)

4.5 AQUISIGAO DOS DADOS - PACIENTES

Apos as observagdes e ajustes feitos durante as fases 1 (fantoma) e 2
(voluntarios normais), foi definido o seguinte protocolo de aquisicdo aos
pacientes.

Todas as sequéncias foram adquiridas, usando uma bobina de cabec¢a de

oito canais de matriz de fase. A aquisicdo da sequéncia de glucoCEST foi
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realizada antes da inje¢ao de gadolinio. A versao experimental do 2D single-shot
fast spin echo (pacote CEST3) foi usada para adquirir imagens saturadas
individuais de uma faixa de deslocamentos de frequéncia, produzindo um
espectro para cada voxel que foi usado para gerar o contraste CEST. A técnica
de referéncia da mudanga de saturacdo de agua (Water saturation shift
referencing - WaSSR) com uma amplitude de pulso de 0,5 pT foi usada para
compensagao B0, a saturagdo seletiva da mudanga quimica (Chemical shift—
selective saturation - CHESS) para saturagdo de gordura antes da injecao de
glicose e, a seguir, uma repeticdo multifasica. Os parametros foram campo de
visdo (field of view -FOV)=22 cm, corte unico de 8 mm de espessura, matriz
128x128, tempo de eco efetivo (TEeff) de 28,9 ms, tempo de repetigcdo (TR),
variando de 4000 ms a 4300 ms, dependendo dos requisitos da taxa de absorgao
especifica (specific absorption rate - SAR), pulso CEST de onda continua unica
com duracao de 2000 ms e amplitude de 2 uT, e duragao da sequéncia, variando
entre 16 a 19 minutos, dependendo do TR e da coorte.

Antes da infusdo de glicose, exames anteriores foram revisados e
imagens anatémicas em FLAIR foram obtidas para identificar a melhor imagem
para localizagdo do tumor. Apds o procedimento glucoCEST, foram adquiridas
sequéncias convencionais de RM universalmente utilizadas para avaliagao de
tumores cerebrais para todos os pacientes. As sequéncias utilizadas incluiram
ponderadas em T1 (T1W); ponderada em T2 (T2W); Eco gradiente ponderado
em T2* (T2*W); e imagens T1W pds-contraste, incluindo perfusdo com injecéo
de gadoterato de meglumina (Dotarem®, Guerbet) na dosagem de 0,1 mmol/kg

pela injetora (Mallinckrodt Company).
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4.5.1 Coorte 1

A mesma sequéncia glucoCEST foi utilizada em todos os pacientes desta
coorte (Figura 4), onde cada paciente realizou apenas um estudo. A sequéncia
de aquisicao foi dividida em duas partes: estatica e dindmica. A parte estatica
consistiu em imagem nao saturada SO, WaSSR (1,875 ppm a -1,875 ppm, com
passos de 0,375 ppm e B1 de 0,5 uT) e Z-Spectrum (+7 ppm a -7 ppm, com
passos de 0,5 ppm e B1 de 2 pT) antes da infusdo de glicose. A parte dindmica
seguiu a parte estatica nas frequéncias de saturagdo (1) com o melhor efeito
CEST sobre a glicose nas frequéncias (3 ppm, 2,5 ppm, 2 ppm, 1,5 ppm, 1 ppm)
e B1 de 2 uT. Cada grupo de cinco aquisi¢des, com duragdo de 20 s, nas
frequéncias 1, foi chamado de fase. A parte dindmica consistiu de 36 fases
divididas em trés periodos 1) seco 2) infusédo e 3) contraste. O periodo seco teve
trés fases que foram adquiridas antes do inicio da infusdo de glicose, a infusdo
englobou o periodo de infusdo de glicose e incluiu sete fases e o contraste

finalizou com mais 26 fases.

4.5.2 Coorte 2

A sequéncia de aquisigao de glucoCEST foi ligeiramente modificada aos
participantes da coorte 2 (Figura 4), apos a observacgao dos resultados da coorte
1. A sequéncia de aquisi¢c&o foi mais longa no periodo de contraste, que teve 29
fases. Além disso, outra aquisicdo do Z-Spectrum (Z-Spectrum final) foi realizada
ao final do estudo com objetivo de comparagcdo com a aquisi¢cdo inicial (Z-

Spectrum inicial).
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Cohort 1
S0 WaSSR Z-Spectrum
T2image +1.875 to -1.875 ppm (0.375 ppm step) +7 to -7 ppm (0.5 ppm step) skip

[1T2T3Te 5678 o iofua] [1]2]3Ta]5 6 78] o ro[11]12[13[1a]1s]16]17]18[10]20[21]22]23]24]25]26[27]28]29]

#1 #2 #3 #4 #13 c #14 #36 :
+3 to+1 ppm +3 to +3 to +1 py Start +3 to +1 ppm +3 to +1 p, End +3 to +1 ppm +3 to+1 ppm
IIIIlIIIIIIIIIIIII.nfus.onIIIIII [Tz ]3] [5] it [ET2 3[4 [5]ee v+ (L2131 4 [5]

Dry Images Infusion Images Contrast Images
Cohort 2
SO WaSSR Z-Spectrum - Initial
T2 image +1.875 to -1.875 ppm (0.375 ppm step) +7 to -7 ppm (0.5 ppm step) Skip

[iT2T5Ta]s e[ 7[e]o[ioaa] [ ]2]3 2[5 678 o [10[11]r2[13]aa]15[16[17]18[1s]20]21]22]23]24]25 26 [27]28]29]

#1 2 3 , # #13 3 , #14 #39 3
+3to+1p Start +3 to +1 ppm End +3 to +1 ppm +3 to+1 ppm
IIIIIIIIIIIIIIIIII.nfus.onIIIIII IIIIII.nms.onIIIIII «=[1]2]3]4]5]

Dry Images Infusion Images Contrast Images

Z-Spectrum - Final
+7 to -7 ppm (0.5 ppm step)

[1]2]3]4]s]6]7]8]9]r0]r1]12]13[14]15]16]17]18]19]20]21]22]23]24]25]26]27]28]29]

Sequéncias de aquisi¢cdo para as coortes 1 e 2 com os periodos seco, de infusdo e de contraste,
cada um deles com suas respectivas fases. As primeira e terceira imagens S0 foram descartadas
para assegurar um estado estacionario adequado. Destaque para a aquisigdo do Z-Spectrum
final na coorte 2.

Figura4 - Sequéncias glucoCest usadas nas coortes 1 e 2

4.6 ANALISE DOS DADOS

Para analise das aquisicbes estaticas, o MTRasym a +2 ppm foi
selecionado e neste texto sera chamado de efeito glucoCEST de modo
intercambiavel. Para aquisi¢gdes dinamicas, DGE e sua area sob a curva (AUC)
foram selecionados. O processamento dos dados foi realizado no MATLAB
(R2016a, MathWorks, Natick, MA).

Todas as imagens adquiridas tiveram corre¢ado de movimento nos eixos X
e Y e de heterogeneidade de BO por meio de um software de pos

processamento.
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Para a parte estatica, WaSSR e Z-Spectrum foram usados para criar o
mapa de ndo homogeneidade BO com objetivo de compensacéo BO e o mapa de
MTRasym. Como o MTRasym em +1,0 ppm foi influenciado pela saturagéo direta
de agua (direct water saturation - DWS), o mapa de +1,0 ppm foi sensivel a n&o
homogeneidade de BO e teve uma baixa relac&o sinal-ruido (SNR). Os fantomas
foram escaneados para encontrar a frequéncia de deslocamento ideal. Uma
interpolacao spline foi usada para melhor ajustar esses valores parciais. Nesse
meétodo, os valores das células intermediarias sdo estimados usando uma fungao
matematica que minimiza a curvatura geral da superficie 7).

Para a parte dinamica, o mapa de n&do homogeneidade BO foi usado para
ajustar as amostras em 1 ppm. O mapa da area sob a curva (AUC) foi criado a
partir do mapa DGE para avaliar as mudangas dinamicas causadas pela infus&o
de glicose (DGE AUC dinédmica).

Os mapas de DGE usados:

g — DGE = Sn — Sbase
S0 S0

Onde a Sn ¢é a intensidade da imagem (S) de cada fase, Sbase é o valor médio
de intensidade da imagem na pré-infusdo com o BO fixado em +2 ppm e SO é a
intensidade da imagem néo saturada da fase estatica. A parte dinamica gerou
36 mapas de DGE; um mapa foi gerado por fase. Os mapas DGE foram

calculados usando:



Métodos 44

n
AUC = »1 Z Sn - Sbase_ — 1A Z AS(II)
n & So n So

Onde n foi escolhido para acomodar todas as fases (36 fases), apenas o periodo
de infusdo (sete fases) ou apenas o periodo de contraste (26 fases na coorte 1
e 29 na coorte 2). O uso de DGE para mapear a variagdo nas leituras de CEST
em relacao a referéncia Sbase reduz a influéncia de amidas, aminas e quaisquer
outros compostos que também sao afetados por CEST nas leituras ao redor de
+2 ppm; pois, hipoteticamente, as variagdes desses compostos devem ser

minimizadas durante a infusdo de glicose.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

4.7.1 Coorte 1

Os procedimentos adotados na inferéncia estatistica foram precedidos e
norteados pelos testes classicos sobre as pressuposicoes do modelo. A
verificagdo da normalidade dos dados foi realizada através dos testes de
Shapiro-Wilk e de Kolmogorov-Smirnov para amostras de até 30 e maiores que
30 elementos, respectivamente. Para a homogeneidade de variancias, o teste F
de Bartlett-Box foi adotado.

Os testes foram realizados com base no limite de significancia o = 0.05.

Os testes de pressuposi¢cbes dos modelos estatisticos foram, em geral,
significativos e, nesse contexto, as analises estatisticas foram realizadas via

testes ndo paramétricos: para trés ou mais niveis, a ANOVA Kruskal-Wallis
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complementada pelo teste de comparagdes multiplas de Dunn e, para dois
niveis, o teste de Mann-Whitney e o teste de Wilcoxon para amostras
independentes e pareadas, respectivamente 8,

Para analise quantitativa, uma curva ROC foi utilizada para definir o ponto

de corte com maior acuracia.

4.7.2 Coorte 2

Para avaliar a repetibilidade das medigdes dindmicas de glucoCEST, a
diferenca entre os dois valores quantitativos médios de AUC para os periodos
de infusdo e contraste foi determinada em uma base ROI por ROl em cada
paciente. usando a andlise de Bland—Altman 9. Com respaldo do teorema do
limite central, foram utilizados testes “t” com amostras pareadas para testar as
distdncias médias com zero e os coeficientes de inclinagdo das regressdes
lineares para analisar o viés de proporgao.

Os graficos criados sdo graficos de dispersdo, com o eixo Y
representando a diferenca entre as medidas nos dois momentos e o0 eixo X
representando a média destas medidas. Ha uma boa concordancia entre as
medi¢cdes em dois pontos de tempo se 95% dos dados estiverem dentro de £ 2
desvios padrao da média das diferengas.

A analise estatistica dos dados foi realizada com os softwares SPSS (IBM
SPSS Statistics for Windows, Verséo 20.0. Armonk, NY: IBM Corp) e UNISTAT

Statistical Package, Highgate, London N6 5UQ, England.
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5 RESULTADOS

5.1 FASE 1 - FANTOMA

Dados de Z-Spectrum obtidos nos fantomas foram usados para tracar a
variagao do sinal durante as mudancas de compensagao de saturacdo. Foram
colocados os ROls na solugao salina, solugdo de +5% D-Glucose e +10% D-
Glucose. Nenhuma assimetria significativa de Z-Spectrum foi observada no
fantoma apenas com solugéo salina ou de 20%, em fantomas de glicose a 5% e
10%, um pico de cerca de 8% de variagdo S/S0O no MTRasym foi observado em
torno de +2ppm com B1 de 1uT e um pico de cerca de 20% de S/S0O também em
torno de +2ppm com B1 de 2uT. Dessa forma, varreduras nos fantomas
indicaram que a D-glicose tinha um melhor contraste CEST, saturando (1) a

+2ppm e usando um B1 mais alto. (Figura 5)
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0 x
Exam: 19431 Series: 8

C

As concentragdes da solugéo foram: A) Solucao salina, B) +5% de glicose, C) +10% de
glicose, D) +20% de glicose. B) Z-Spectrum do ROI selecionado mostrou um pico de
MTRasym em +2 ppm as solugdes de glicose de +5% e 10% na imagem a direita.

Figura 5 - Fantoma usado para encontrar a melhor resposta de frequéncia de
saturacéo de glicose
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5.2 FASE 2 - VOLUNTARIOS SAUDAVEIS

Na analise dos resultados nos trés voluntarios saudaveis, as opg¢des 1 (3
Z-Spectra de +7ppm a -7ppm, com trés mapas de MTRasym apos a infuséo) e
2 (6 Z-Spectra de +5 ppm a -2 ppm com foco na criagdo de mapas MTRasym
em torno de +1 ppm) ndo forneceram uma visualizagédo clara da dinamica de
glicose no cérebro. Apenas a opgéo 3, que usou 18 aquisigdes de +2 ppm a 0
ppm nos permitiu tragar um mapa DGE, tendo resultados semelhantes a outros
relatados na literatura ). As maiores variagbes de sinal foram observadas em
torno de +2 ppm, semelhante ao estudo no fantoma. Nas aquisi¢coes
subsequentes, o plano foi modificado para ocorrer entre +3 ppm e +1 ppm,
permitindo uma corre¢cao de B0 usando interpolacdo SPLINE quando o desvio
de BO for menor que £1 ppm. No entanto, isso n&o foi suficiente em pacientes
com protese dentaria, que causou o desvio de BO maior que +1 ppm observado
no primeiro voluntario (Figura 6). Como esperado, os segundo e terceiro
voluntarios apresentaram um campo BO homogéneo, com desvios menores que
+1 ppm. B1 de 2uT forneceu a melhor variagéo de sinal quando comparado com
B1 de 1uT, conforme observado nos estudos de fantomas. Para as aquisicdes
dinamicas, a infusdo de glicose foi iniciada 1m30s apds o inicio da aquisicéo
dinamica, fornecendo sinal basal lido a +2 ppm antes da infusdo de glicose
(periodo seco). Houve menor variagado de sinal em +2 ppm durante o periodo
seco em comparacgao com a variagao de sinal em +2 ppm observada durante e

apos a infusdo de glicose (perfusdo e contraste). O software de corregédo de
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movimento funcionou bem para movimentos de direcdo X e Y e para movimentos

de guinada observados nos voluntarios na analise visual.

BO[Hz]

BO[Hz]

A. voluntario 1 apresentado com artefato nos mapas B0 (esquerda) relacionado a um
aparelho dentario e DGE AUC (direita). B. voluntario 2 apresentou resultados esperados
para os mapas B0 e DGE AUC.

Figura 6 - Voluntarios com ajuste de BO e DGE AUC
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5.3 FASE 3 - PACIENTES

Dentre os pacientes, 17 eram do sexo masculino e a mediana de
idade foi de 50,5 anos. Os demais dados demograficos, incluido os diagndsticos
e status do tratamento no momento do estudo, estdo descritos nos dados da
Tabela 1. No material em anexo pode ser encontrada a tabela completa,

incluindo tratamentos realizados (Anexo C -Tabela 1S).
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Tabela 1- Caracteristicas demograficas

# Sexo Idade CEST Data CEST Data Diagndstico Diagnédstico Tratamento
1 M 37 CEST 20/8/2020 06/12/2019 GBM Sistémico
2 M 38 CEST 26/8/2020 01/10/2013 GBM Sistémico
3 F 58 CEST 27/8/2020 17/8/2019 GBM Sistémico
4 M 59 CEST 31/8/2020 01/8/2020 NA Pré-cirurgia
5 M 71 CEST 03/09/2020 09/07/2020 GBM Pré-cirurgia
6 M 53 CEST 04/09/2020 01/09/2020 LGG Pré-cirurgia
7 M 32 CEST 08/09/2020 23/02/2020 GBM Sistémico
8 M 36 CEST 09/09/2020 20/05/2020 GBM Sistémico
9 M 61 CEST 10/09/2020 10/01/2019 GBM Sistémico
10 M 75 CEST 11/09/2020 08/09/2020 GBM Cirurgia
11 F 49 CEST 14/9/2020 24/08/2020 AOG Cirurgia
12 M 48 CEST 15/09/2020 19/12/2019 AA Sistémico
13 M 43 CEST 16/09/2020 29/05/2020 AA Cirurgia
14 M 40 CEST 17/09/2020 31/03/2020 GBM Sistémico
15 F 59 CEST 18/09/2020 24/05/2018 GBM Sistémico
16 M 60 CEST 1 11/03/2021 17/02/2021 GBM Cirurgia
CEST 2 12/03/2021
17 M 48 CEST 1 19/02/2021 19/12/2019 GBM Sistémico
CEST 2 19/02/2021
18 M 56 CEST 1 19/03/2021 18/09/2019 GBM Sistémico
CEST 2 20/03/2021
19 M 43 CEST 1 09/03/2021 12/04/2017 AA Sistémico
CEST 2 10/03/2021
20 H 52 CEST 1 29/03/2021 07/04/2020 GBM Sistémico
CEST 2 30/03/2021

Nota.—AA = astrocitoma anaplasico. AOG = oligodendroglioma anaplasico. GBM = glioblastoma multiforme. LGG = low-grade glioma. NA = ndo avaliavel.
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5.3.1 Analise de corregao de movimento e BO

O efeito médio de DGE foi calculado a partir das % médias de SO apos
corregao de BO e de movimento. Os valores foram de 0,60% (1C95% 0,47-0,72);
0,41% (IC95% 0,33-0,49); e 0,31% (IC95% 0,07-0,55) aos ROIS 4, 5 e 7,
respectivamente na coorte 1. Para a coorte 2, o efeito médio de DGE foi de
0,53% (1C95% 0,47-0,60); 0,51% (1C95% 0,43-0,60); e 0,21% (IC95% 0,04-0,39)
aos ROIS 4, 5 e 7, respectivamente. Nao houve significancia estatistica na %
média de SO entre coortes a todos os ROls. No entanto, a varidncia média ao
efeito DGE apos BO e corregcdo de movimento entre as coortes foi
significativamente menor a coorte 2 (0,10 vs 0,27; p<0,0001, Bartlett-Box F Test).
Nos Graficos 1A e 1B, pode ser encontrada a variacdo de sinal as aquisicdes

DGE de todos os ROIS em ambas as coortes.
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Variagbes de sinal na coorte 1 (corregéo de BO e movimento) e 2 (corregéo de BO, movimento e
fixagao de cabega com mascara termoplastica). Na coorte 2, a % média de SO para quase todos
os ROls é negativa, mostrando uma tendéncia consistente de redugao de sinal ao longo do tempo
a todos os tecidos, com valores concentrados em torno de - 0,5%. Na coorte 1 temos 10
pacientes e na coorte 2 sdo 5 pacientes numerados no eixo X

Graficos 1A e 1B mostram a variagao de sinal de todos os ROls nas coortes 1
e 2, respectivamente
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Vale a pena notar, antes de qualquer correcéo ter sido aplicada, que o
efeito DGE para ROIs 4, 5 e 7 foi 15%, 42% e 27% na coorte 1 € 4%, 2% e 19%
na coorte 2, respectivamente. Estes dados confirmam que as variagdes de BO e
movimentos sdo contribuintes significativos para mudangas de sinal (efeitos

confundidores). Figura 7

Paciente 13: DGE com corregéo de movimento (A) e sem corregéo (B). Na Figura B, ha um claro
efeito confundidor da movimentagdo, com aumento artificial na mensuragéo da intensidade de
sinal GlucoCEST.

Figura 7 - Imagens dindmicas mostrando o efeito de correcdo do movimento
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5.3.2 GlucoCEST estatico (MTRasym + 2 ppm)

Todos os pacientes apresentaram distribuicdo normal de probabilidades
para a variavel MTRasym em + 2 ppm na avaliagdo da média de todos os ROls,
a excecao do paciente 7.

O efeito glucoCEST foi significativamente maior no ROI tumoral 4 do que
nos ROls 5 e 7 de controle (p<0,0001) para ambas as coortes. Os ROIs tumorais
tiveram valores médios de MTRasym de 2,70 (IC95% 2,50-2,90) e os ROls de
controle encontraram valores médios de 1,16 (IC95% 1,06-1,27) (p<0,0001). A
variancia também foi significativamente diferente nos ROIs tumorais e de
controle, estimadas em 1,46 e 0,37, respectivamente (p<0,0001). Os valores
para todos os ROIs em ambas as coortes podem ser encontrados no Grafico 2;
a Figura 8 exemplifica o posicionamento dos ROls e os valores de MTRasym no
paciente 13.

No geral, houve diferenga na varidncia de MTRasym a 2 ppm (efeito
glucoCEST) entre diferentes pacientes (teste F de Bartlett-Box; p<0,0001), mas
a variancia do efeito glucoCEST entre coortes ndo foi significativa (coorte 1 =

1,71 vs coorte 2 = 1,33).
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Média MTR,,,,,, (+2 ppm)
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O Grafico A mostra a média dos valores de MTRasym para todos os ROls em ambas as cortes.
Houve significativa diferenca de valores entre os ROIs tumorais (1, 2, 3 e 4) e os ROls de controle
(5, 6, 7 e 8) (p<0,0001). No Grafico B, observamos analise de variancia e, novamente,
significativa diferenca entre os ROIs tumorais e de controle (p<0,0001).

Grafico 2 - Coortes 1 e 2 mostram os valores médios de MTRasym e a variancia
em +2ppm por ROls na fase estatica, antes da infusao da glicose
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A. B.
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Figura 8A - Posicionamento dos oito ROIs: ROI 1, 2, 3 em areas selecionadas
do tumor, ROI 4 envolvendo todo o tumor e ROI § e 6 na substancia
branca, ROl 7 e 8 na substancia cinzenta (SO Imagem)

Figura 8B - Os valores de MTRasym para cada ROI (paciente 13), destaque

em +2 ppm, pois é o deslocamento em observagcao para o efeito
glucoCEST

Para analise quantitativa, uma curva ROC foi utilizada para definir o ponto
de corte com maior acuracia do MTRasym na diferenciagédo entre ROIls tumorais
e normais. A acuracia foi considerada adequada com uma area sob a curva ROC
> 0,9 (p <0.0001) (Figura 9). O ponto de corte estabelecido para o MTRasym foi
de 1,60 para o diagnostico de tecido tumoral. MTRasym > 1,6 demonstrou

sensibilidade e especificidade de 88,5% e 77,8%, respectivamente.
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Figura 9 - Plot mostrando a curva ROC para o MTRasym em +2ppm. O valor

de MTRasym > 1,6 demonstrou sensibilidade e especificidade de
88,5% e 77,8%, respectivamente

Na analise especifica da coorte 2, ndo houve diferenca significativa
entre a média dos valores do MTRasym inicial (pré-injecdo) e MTRasym final
(pbs-injecdo) para ROIls tumorais e de controle, porém observa-se uma
tendéncia de redugao dos valores absolutos na segunda aquisi¢do. Novamente,
os valores de efeito glucoCEST para o ROI 4 foram significativamente maiores
que nos ROIs 5 e ROI 7 (p<0,0001). Além disso, a variancia dos ROlIs tumorais

1, 2 e 3 foi maior que nos ROIs de controle 5, 6, 7 e 8. (p<0,01). (Grafico 3)
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O grafico A ndo demonstrou diferencgas significativas entre os valores de MTRasym inicial e final,
porém os valores indicaram uma tendéncia de redugéo na segunda medigéo. O grafico B mostra
que a variancia dos ROlIs tumorais 1, 2 e 3 foi maior que nos ROlIs de controle 5, 6, 7 e 8 em
ambas as medicdes.

Grafico 3 - Valores médios de MTRasym da Coorte 2 e variancia em +2ppm
por ROIs antes e apds a infusdo de glicose
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5.3.3 GlucoCEST dinamico (DGE)

Os resultados de DGE foram restritos aos periodos de infusdo e contraste.
No geral, o periodo de infus&o (-0,23; 1C95% -0,25 - -0,21) apresentou valores
meédios de AUC significativamente mais altos que o periodo de contraste (-0,47;
IC95% -0,49 - -0,44) (p<0,0001) e variancia significativamente menor da média
dos valores de AUC (0,05 vs 0,27) (p<0,0001). Estas diferengas significativas

também foram observadas para cada ROI individualmente (Grafico 4).
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Os Graficos demonstram diferenga significativa na comparagdo da média dos valores de AUC
ao final do periodo de infusdo com a média dos valores ao final do periodo de contraste em todos
os ROIs (p<0,05). ROIs tumorais (1, 2, 3 e 4) e ROIs de controle (5, 6, 7 € 8)

Grafico 4 - Valores de infusdo de AUC versus valores de contraste de AUC
(valores médios de todos os pacientes) da coorte 1 (A) e da coorte
2 (B) para todos os ROls
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llustragao do DGE no paciente 19: em A observamos a imagem SO e as diferengas dinamicas.
Na imagem B, temos a curva em fungéo do tempo para todos os ROIs durante o periodo de
infus&o (1-4 min) e no periodo de contraste (4-14 min). Nota-se a maior variancia a partir do final
do periodo de infuséo.

Figura 10A - Imagem dos valores médios de DGE AUC1-4 min e DGE AUC4-
14 min ao paciente 19 (varredura do 2° dia)

Figura 10B - Sinal DGE em fung&o do tempo de infusdo. A area hachurada de
azul representa o periodo de infusdo
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Na analise da média da variagcado da % de SO em cada ROlI, incluindo as
25 aquisi¢des, observou-se diferenga significativa entre o ROI 3 versus ROIs 7
e 8 e entre o ROI 4 versus ROI 8 (p < 0,05) (Tabela 2). Nao houve diferencga
significativa entre os ROIs tumorais e os ROls da substancia branca (5 e 6).

(Gréfico 5)

Tabela 2 - Variagdo de sinal DGE com significancia estatistica na comparagéao
dos ROls tumorais com a substéancia cinzenta

Comparagao Rank Probabilidade Inferior 95% Superior 95%
8-3 64,52 0,0023 13,3824 115,6576
7-3 51,6 0,0454 0,4624 102,7376
8-4 56,88 0,0143 5,7424 108,0176

Média Valores DGE

ROI1 ROI 2 ROI3 ROI 4 ROI5 ROI 6 ROI7 ROI 8

!
-0,406 -0,416

Os ROls de controle 5, 6, 7 e 8 apresentam valores absolutos menores que os ROls tumorais,
porém a diferenca estatistica foi observada apenas nas comparagbes 8x3, 7x3 e 8x4. ROls
tumorais (1, 2, 3 e 4) e ROIs de controle (5, 6, 7 € 8)

Grafico 5 - Média dos valores de DGE para todos os ROIls nas 25 aquisicoes
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5.3.4 Coorte 2 - Analise de repetibilidade

Os cinco pacientes da coorte 2 participaram de dois estudos CEST
sequenciais com, pelo menos, 24 horas de intervalo (Figura 10). A analise foi
conduzida para determinar a repetibilidade do efeito CEST entre dois estudos
sequenciais no mesmo paciente (design de intersess&o) usando B0, software de

corregcao de movimento e mascara de cabeca termoplastica personalizada.

24 horas de
diferenga

Figura 11 - Os pacientes foram escaneados duas vezes, usando o mesmo
protocolo e o intervalo foi de 24 horas. O mesmo corte foi utilizado
para ambos os testes e os ROIls foram selecionados e posicionados
apenas no estudo 1. No estudo 2, o posicionamento dos ROls foi
feito de maneira automatica, exatamente igual ao estudo anterior
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Nao houve diferenga no efeito glucoCEST entre os dois estudos com 24
horas de diferenga considerando a média do MTRasym de todos os ROIls.

(Tabela 3)

Tabela 3 - Comparacéao entre as médias dos valores de MTRasym no dia 1 com
o dia 2 de todos os ROIs

Paciente Dia Média Variancia Inferior 95%  Superior 95%
Dia 1 -0,5328 0,0637 -1,1598 0,0943
1 Dia 2 -0,6010 0,0381 -1,0861 -0,1159
Dia 1 -0,4312 0,0011 -0,5151 -0,3473
? Dia 2 -0,3861 0,2510 -1,6306 0,8584
Dia 1 -0,2761 0,0179 -0,6087 0,0565
’ Dia 2 -0,2515 0,0179 -0,5842 0,0812
Dia 1 -0,9142 0,0013 -1,0045 -0,8238
) Dia 2 -0,5138 0,0540 -1,0910 0,0633
5 Dia 1 0,1579 0,4426 -1,4949 1,8106

Dia 2 -0,3986 0,0105 -0,6530 -0,1442
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Os graficos de Bland—Altman mostraram boa repetibilidade para a

mediana dos valores de AUC, com a maioria dos pontos dentro das duas barras

de erro (dois desvios-padréo) na coorte 2, em ambas as fases de perfusdo e

A. B.
Bland-Altman mean AUC 1 4 i Bland-Altman mean AUC 4 14 min
15 25
Y 2
1
§ """"""""""""""""""""""""""""""""" PPN
T o5
c 1
g . s
H
t4 o . 05 L4 °
E-] p . 3
g . .
H . . s o .
5 os < .
g . .
5 % 0.5
L [TTTTTTTTT T AT m T 2 .
y 1
- SRR L T
15 £ 15
0.7 -06 -0.4 0.3 -0.2 -01 ) 01 02 ° 3 2.5 2 -15 1 0.5
mean between values mean between values
o ROI ROR o ROB ROM e ROI RO * ROB ROM
ROIS RO o RO e ROB ROIS ROI6 o ROV o OB
Bias === UpperLOA - - - - Lower LOA Bias — === Upper LOA - - - - Lower LOA

O eixo x representa a média das primeira e segunda aquisigoes. O eixo y representa a diferenga
das primeira e da segunda aquisi¢cdes. Cada ponto representa um paciente da coorte 2 e a cor
indica o ROI que esta sendo comparado. As linhas sélidas séo as diferengas médias d para cada
ROI e as linhas pontilhadas sé&o d — 1,96Sd (inferior) e d + 1,96Sd (superior).

Grafico 6 -

A) Grafico de Bland-Altman para AUC1-4 min médio em todos os
ROls da coorte 2 comparando dia 1 vs. dia 2. B) Grafico de Bland-
Altman para AUC4-14 min média em todos os ROIs do coorte 2
comparando dia 1 vs. dia 2
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6 DISCUSSAO

Esta é a maior coorte de pacientes com tumores cerebrais primarios na
qual imagens estaticas e de DGE foram adquiridas em campo magnético clinico
de 3T. O estudo demonstrou que a variagcao da % de sinal de SO para o DGE foi
0,60% no ROI tumoral, apds as corre¢cdes de movimento/B0 e 0,53% quando foi
adicionada a mascara termoplastica. Na coorte 2 essa variagdo demonstrou uma
clara tendéncia negativa para quase todos os ROls, com redug¢do de sinal dos
tecidos ao longo do tempo de aquisicdo, em concordancia com os dados
descritos por Xu et al #9, Além disso, o sinal glucoCEST foi significativamente
diferente entre as regides tumorais e areas normais de SB e SC na avaliagéo
estatica pelo MTRasym. O valor de MTRasym > 1,6 apresentou sensibilidade e
especificidade de 88,5% e 77,8%, respectivamente.

Este estudo também abordou os dados de repetibilidade de dois
procedimentos CEST sequenciais, com a maioria dos dados dentro de dois
desvios padrao nos graficos de dispersdo de Bland-Altman, tanto no periodo de
infusdo, como de contraste. Semelhante a outros estudos de viabilidade
relatados do glucoCEST, realizamos simulagbes em fantomas, voluntarios
saudaveis e pacientes com tumores cerebrais primarios (38).

Em razéo da estrutura molecular da glicose, pelo menos quatro diferentes
compensagdes (offsets) podem provocar o efeito glucoCEST em condi¢des
fisiologicas (0,66, 1,28, 2,08 e 2,88 ppm), conforme Zaiss et al. *!). Nosso estudo
observou melhores resultados em um deslocamento de 2 ppm para detectar

glucoCEST (B1 de 2 pT), consistente com outras publicagbes, com média do
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valor de MTRasym de 2,70% para o ROl tumoral, apds corregdo de movimento
e de B0, sendo este valor acima do limite de 2% considerado artefatual (- 4047,
Outros autores mostraram um sinal glucoCEST com valor de cerca de 2.02%
nas areas tumorais em equipamento de 7T (“2),

A (glicose contribui para o efeito CEST a + 2 ppm. Creatina, pH,
fosfocreatina e outros metabdlitos também contribuem para o sinal CEST nesta
frequéncia de compensagao (+ 2 ppm) e sdo visualizados juntos no mapa
MTRasym (24, Estas influéncias, apesar de presentes nos mapas de MTRasym,
nao deveriam ser significativas nos mapas dinamicos (DGE), uma vez que se
observa sobretudo a variagdo da intensidade de sinal causada pela
administragao de glicose ). As aquisigdes de DGE pos-injegéo de glicose foram
ajustadas ao mapa de referéncia de linha de base, portanto, indicando
preferencialmente a variagdo de glicose. Para as aquisicbes de DGE, a
amostragem de uma faixa de frequéncias de deslocamento (entre +3 ppm e +1
ppm) em vez de apenas + 2 ppm permitiu a corre¢do de BO no deslocamento
alvo, reduzindo os artefatos de ndo homogeneidade de BO.

Embora a variagdo na % de sinal seja pequena para o DGE (0,53%), as
aquisi¢cdes dinamicas identificaram diferengas na variagcéo de sinal entre os ROls
tumorais 3 e 4 versus ROls 7 e 8 localizados na substéncia cinzenta. Além disso,
o DGE demonstrou diferencgas significativas entre os valores de AUC da fase de
infusdo e da fase contrastada para todos os ROIs em ambas as coortes, com
variancia maior dos ROls tumorais. Esta observacao pode ser relacionado com
o efeito Warburg observado em tecidos neoplasicos cerebrais, onde as células

dependem de glicélise mesmo na presenca de oxigénio 3" Como mostrado por
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outros (‘0. 43, 44) " esta informagdo metabdlica pode ser uma importante
contribuicdo do DGE para a pratica clinica.

Ha poucos estudos pré-clinicos comparando diretamente glucoCEST com
[18F]F-FDG-PET/CT e fatores de confusdo devem ser levados em consideragéo
usando esta abordagem, especialmente, dependéncia de pH, resposta a
insulina, primeiros metabdlitos de glicose fornecendo contraste CEST e
distribuigdo compartimental ().

Os tumores cerebrais primarios apresentam uma complexa variagao de
patologias, algumas das quais estédo representadas neste estudo em diferentes
momentos do tratamento, desde tumores recém diagnosticados até pacientes
pos quimio e pos radioterapia. Dessa forma, nossa abordagem foi baseada na
comparagédo entre tecido patoldégico e tecido normal. Nasrallah et al. “9
publicaram dados sugerindo que os sinais de glucoCEST refletiam a captacéo e
o metabolismo da desoxiglicose, com pouca influéncia no fluxo sanguineo
cerebral ou na concentragdo de glicose no sangue.

Essa amostra heterogénea de pacientes introduziu um viés na analise dos
dados do glucoCEST. Estudos anteriores demonstraram que tecidos irradiados
apresentam diferentes parametros funcionais, sendo que areas de recorréncia
sdo mais perfundidas, com CBV relativo maior que 2,2. Parametros de
permeabilidade (Ktrans) e de celularidade tecidual (difusdo) também se
mostraram uteis na diferenciagdo da radionecrose de recorréncia, porém com
acuracia menor de 75,5% e 71,3%, respectivamente “%). Por outro lado, a
presenga de sangue e seus produtos de degradagcdo em diferentes fases de

evolugdo também alteram a analise de parametros funcionais, notadamente a
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difusdo “7). Dessa forma, a analise de glucoCEST deve considerar as diferentes
composi¢cées teciduais em estudos futuros, dentro de uma viséo
multiparamétrica da RM.

A corre¢ao de movimento foi um elemento fundamental neste estudo. Na
coorte 1, alguns pacientes exibiram alguns movimentos de inclinagéo e rotagéo
lateral da cabega. Em razdo das aquisigdes de corte unico, o algoritmo de
correcdo do movimento ndo conseguiu corrigir adequadamente esses
movimentos, 0 que pode levar a leituras incorretas na comparacao de estudos
entre pacientes “®). Para os pacientes da coorte 2, a mascara termoplastica
personalizada foi utilizada para imobilizar a cabe¢ca e minimizar o movimento
durante as aquisigdes. Esta mascara foi considerada confortavel pelos pacientes
e adequada para a pratica clinica. Como resultado, nem a inclinagéo longitudinal
da cabega ou movimentos de rolagem lateral foram observados na coorte 2,
permitindo um adequado funcionamento do algoritmo de corre¢do. Uma
estratégia semelhante também foi utilizada por Wang et al. 49).-

A analise de repetibilidade na coorte 2 mostrou boa concordéncia entre
as medidas na fase dinamica. Até onde sabemos, este € o primeiro estudo a
testar a repetibilidade em um cenario clinico para tumores cerebrais primarios e
estudos futuros sado necessarios para definir se o intervalo de concordancia é
suficiente para uso clinico.

A segunda aquisi¢do do Z-Spectrum ao final da aquisi¢do dinamica na
coorte 2 foi realizada, permitindo um segundo calculo de BO. Nao houve
diferenca significativa entre o MTRasym inicial e o MTRasym final, embora tenha

sido observada uma tendéncia para uma redugdo dos valores na segunda
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aquisicdo. Notavelmente, esta observagdo mostra que este estudo deve ter
mitigado um importante viés nas aquisicdées CEST, relacionado com flutuagéo
do BO devido ao aquecimento durante as aquisi¢ées, como descrito por Simegn
et al. 09,

Nosso estudo apresenta varias limitagdes. Embora tenhamos buscado as
melhores técnicas de correcdo de movimento, incluindo a mascara
termoplastica, a pequena intensidade na variacdo de sinal ainda pode ser
atribuida a artefatos nao corrigidos. Este foi um estudo de viabilidade, de forma
que utilizamos o0 mesmo scanner em todas as aquisigdes, num pequeno numero
de pacientes e com analise em apenas um corte (single slice). A populagéao foi
heterogénea, incluindo pacientes com diferentes tumores cerebrais primarios,
em distintas fases do tratamento. A comparagao entre efeito glucoCEST e dados
de perfusao/difusdo ou transferéncia de prétons amida (APT) nao foi realizada,
porém este é um desdobramento programado para o projeto. Finalmente, as
contribuigbes de cada compartimento tecidual (vascular, intersticial e
intracelular) para o sinal glucoCEST devem ser avaliadas em estudos futuros

numa coorte mais homogénea.
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7 CONCLUSOES

Os resultados mostram que as aquisicdes dindmicas DGE sao possiveis em
campo magnético de uso clinico de 3 Tesla quando utilizadas ferramentas adequadas
de correcdo de movimento e de B0, inclusive a mascara termoplastica customizavel.
Embora haja uma baixa variagéao de sinal nas aquisi¢des dindmicas, foi possivel detectar
diferengas entre as regides tumorais e a substancia cinzenta.

A anadlise estatica pelo MTRasym conseguiu diferenciar de forma acurada os
tecidos tumorais dos tecidos normais.

Os dados mostraram boa repetibilidade, mas o valor desta informagao deve ser
avaliado em cenarios clinicos especificos.

Estudos futuros comparando glucoCEST com técnicas de RM funcionais, como
imagem ponderada em difusdo e perfusédo, sdo necessarios em amostras homogéneas

de pacientes.
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DADOS DO PARECER

Ndamero do Parecer: 3.813.332

Apresentacao do Projeto:

Desenho: Inicialmente o tumor sera localizado através das seqléncias anatdmicas realizadas no protocolo
padrdo de RM dirigida para esses tumores. Apos essa etapa, sera iniciado o protocolo experimental CEST.
O protocolo utilizado consiste em usar inicialmente a compensagéao BO para aliviar os efeitos off-resonance
(RF offset=de +7 to -7 ppm in 0.5ppm step, total 29 offsets. 87seg/ RF B1=0.5 microT). Depois sera aplicado
antes da injecdo da glicose a seguinte estratégia: RF offset=from +7 to -7 ppm in 0.5ppm step, total 29
offsets. 87seg/RF B1=TBD.Apds essas fases iniciais, sera feita injecao continua de 250 ml de soro
glicosado 5% em infus@o rapida. A aquisi¢do dinamica do CEST sera realizada com o seguinte protocolo em
trés fases sequenciais: 1-RF offset: from +2 to 0 ppm in 0.5ppm step, 5 offsets, n = 18 phases (more
frequent), Total 2+5*18 = 92 offsets = 276 sec/ 2- RF offset: from +5 to -2 ppm in 0.5ppm step, 15 offsets, n =
6 phases, Total 2+15"6 = 92 offsets = 276 sec/ 3- RF offset: from +7 to -7 ppm in 0.5ppm step, 29 offsets, n
= 3 phases (less frequent),Total 2+3*29 = 89 offsets = 267 sec).O poés-processamento das imagens sera
feito em software desenvolvido pelo fabricante do equipamento com objetivo de quantificar o sinal da glicose
no interior do tumor comparando-o aos tecidos adjacentes normais.

Resumo: No CEST, a magnetizagéo ¢ transferida de outras moléculas para a molécula de agua e,
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portanto, o efeito de saturagéo (redugdo de sinal) pode ser observado na agua. A condigdo para que isso
acontega € que a substancia quimica avaliada tenha um préton de hidrogénio (1H) trocavel com a agua. Na
pratica, um pulso de ressonancia é aplicado na freqiiéncia da substancia de interesse até atingir o estado de
saturagdo. Apos esse passo, o proton do metabdlito excitado é transferido através de troca quimica com os
prétons néo excitados da agua. Consequentemente ocorre queda de sinal da agua que pode ser detectada
através de sequéncias padrdao de RM, permitindo uma medida indireta da concentragdo do metabdlito
estudado.

Introdugdo: O método de RM por transferéncia de saturagao por troca quimica (Chemical Exchange
Saturation Transfer- CEST) permite detectar baixas concentragdes de metabdlitos que contém residuos de
prétons trocaveis (como amina, amida ou hidroxila) presentes na molécula de glicose e seus metabdlitos.
Esta técnica permite identificar componentes em concentragdes muito baixas e que nao alteram o sinal de
RM em seqiiéncias convencionais (T1, T2, densidade de prétons e T2*) e ndo podem ser diretamente
medidas através de espectroscopia (MRS). (1)A espectroscopia (MRS) é a seqléncia de RM mais estudada
para avaliagdo da composi¢ao quimica tecidual, mas tem algumas limitagées devido a baixa concentragao
desses componentes em relagédo a agua e a superposicao de espectros de sinal dos diferentes nicleos em
campos magnéticos usados na pratica clinica (1,5T a 3,0T). Dessa forma, muitas excitagdes sado
necessarias para atingir um adequado sinal-ruido resultando em longo tempo de aquisi¢do e com limitada
resolugdo espacial, de cerca de 20 mm3 em sequéncias de voxel Unico (single voxel). (2-3)No CEST, a
magnetizagao € transferida de outras moléculas para a molécula de agua e, portanto, o efeito de saturagao
(redugédo de sinal) pode ser observado na agua. A condigao para que isso acontega & que a substancia
quimica avaliada tenha um préton de hidrogénio (1H) trocavel com a agua. Na pratica, um pulso de
ressonancia é aplicado na freqiiéncia da substancia de interesse até atingir o estado de saturagédo. Apos
esse passo, o proton do metabdlito excitado é transferido através de troca quimica com os prétons nao
excitados da agua. Consequentemente ocorre queda de sinal da agua que pode ser detectada através de
sequéncias padrao de RM, permitindo uma medida indireta da concentragédo do metabodlito estudado. (1-4)A
maior parte das aplicagdes do CEST envolve metabélitos encontrados no corpo humano ou que podem ser
administrados como agente de contraste, como por exemplo, glicose, glutamato e creatina. Na pratica
clinica, os estudos tem abordado a aplicagéo da técnica in vivo principalmente para avaliagdo de acidente
vascular isquémico e tumores cerebrais (5-6). Devido ao uso da glicose como meio de contraste, este
método tem um potencial para aplicagdo na imagem diagnéstica semelhante a do 18FDG-PETCT,
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porém sem a exposi¢cao a radiagédo ionizante ou a radiofarmacos. (1)Entretanto, a quantificagdo das
alteragdes teciduais in vivo ainda é desafiadora devido a inimeros fenémenos concomitantes que podem
acontecer nos tecidos, alguns conhecidos como RF spillover, transferéncia de magnetizagao
macromolecular semisélida (MT) e nuclear overhauser effect (NOE). Além disso, a aplicagdo em tecido
tumoral visando avaliagdo do consumo de glicose e suas possiveis implicagdes clinicas ainda nao é
totalmente conhecida. (7)Dessa forma, este estudo tem como objetivo avaliar alteragées teciduais
relacionadas ao metabolismo da glicose em células teciduais tumorais usando a técnica CEST.

Hipotese: ionizante ou a radiofarmacos. (1)Entretanto, a quantificagdo das alteragdes teciduais in vivo ainda
é desafiadora devido a inumeros fendmenos concomitantes que podem acontecer nos tecidos, alguns
conhecidos como RF spillover, transferéncia de magnetizagdo macromolecular semisélida (MT) e nuclear
overhauser effect (NOE). Além disso, a aplicagdo em tecido tumoral visando avaliagdo do consumo de
glicose e suas possiveis implicagdes clinicas ainda nao é totalmente conhecida. (7)Dessa forma, este
estudo tem como objetivo avaliar alteragdes teciduais relacionadas ao metabolismo da glicose em células
teciduais tumorais usando a técnica CEST

Metodologia Proposta: Trata-se de um estudo prospectivo com 15 pacientes matriculados no setor de
oncologia do Hospital Sirio-Libanés com diagnoéstico confirmado através de estudo histopatoldgico de
carcinoma ductal invasivo de mama ou de carcinoma hepatocelular. Pacientes com tumor de mama
realizarao os exames na fase de estadiamento inicial, antes de qualquer tratamento (quimioterapia
sistémica, radioterapia ou cirurgia). No caso dos pacientes com carcinoma hepatocelular, serdo
selecionados individuos com tumores avangados, submetidos ou néo a terapia sistémica pregressa. Todos
os estudos de RM serao realizados dentro do fluxo normal de exames preconizados nos protocolos
assistenciais desses pacientes, sendo acrescentada apenas esta sequéncia de pesquisa- CEST. Os
exames de Ressonancia magnética serao realizados no aparelho Discovery™ MR750 3.0T (GE Healthcare,
Milwaukee, WI) com as sequéncias habitualmente utilizadas na avaliagdo da doenga em estudo, sendo
acrescentada a sequéncia com a técnica CEST, a ser realizada de acordo com o protocolo descrito pelo
desenvolvedor.

Objetivo da Pesquisa:
Estudo exploratoério para avaliar alteragdes teciduais relacionadas ao metabolismo da glicose em
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células tumorais de pacientes com cancer de mama ou carcinoma hepatocelular usando a técnica de CEST
por ressonéncia magnética, demonstrando a viabilidade deste método.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos: E bem estabelecido que tratamentos oncolégicos podem alterar o metabolismo celular relacionado
ao consumo da glicose. Nao ha riscos.

Beneficios: Devido ao uso da glicose como meio de contraste, este método tem um potencial para aplicagdo
na imagem diagnoéstica semelhante a do 18FDGPETCT, porém sem a exposi¢ao a radiagao ionizante ou a
radiofarmacos.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
O projeto esta claramente descrito e delineado.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Documentagéo apresentada conforme legislagao vigente e normas da instituicao

Recomendacoes:

nos riscos, deixar claro que a confidencialidade sera mantida, de acordo com a responsabilidade dos
pesquisadores. E que os riscos sédo inerentes a realizagdo de uma RM. Retirar: ndo ha riscos.

No TCLE esta claro que a RM pode causar reconfortos inerente durante o exame, porém, néo deixa claro o
risco de perda de confidencialidade, mesmo que baixo, devido a responsabilidade dos pesquisadores de
manté-la.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Projeto cadastrado no CEPesq como HSL 2019-130, aprovado nesta data conforme o projeto e o TCLE
apresentados.

- Protocolo de Pesquisa versao 1.1 de 21 de novembro de 2019
- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido versao 2.1 de 01 de outubro de 2019.

Lembramos que, conforme o item X1.2.d da Res. 466/2012 o pesquisador devera manter o CEPesq
informado sobre o andamento de sua pesquisa através do envio de relatdrios parciais (semestrais) e final.
De acordo com o cronograma apresentado, esta previsto a entrega do relatério parcial em 06 meses apos a
data da aprovagéo. Caso haja alteragdes no cronograma do estudo, por favor, submeter atualizagao.
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Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 07/01/2020 Aceito
|do Projeto ROJETO_1466441.pdf 10:04:36

Projeto Detalhado / |Projeto_CEST_21_11_v2.docx 07/01/2020 |Regis Otaviano Aceito

Brochura 10:03:37 |Franca Bezerra

Investigador

TCLE /Termosde |TCLE_CEST_V2_1_21_11_19_revisado| 07/01/2020 |Regis Otaviano Aceito

Assentimento / .docx 10:01:50 [Franca Bezerra

Justificativa de

Auséncia

Qutros autorizacao_area_profgiovanni_07_01_2 07/01/2020 |Regis Otaviano Aceito

020.pdf 09:47:35 | Franca Bezerra

Outros Recrutamento_cest.pdf 20/12/2019 |Regis Otaviano Aceito
15:00:34 |Franca Bezerra

Outros declaracao_de_confidencialidade_.pdf 20/12/2019 |Regis Otaviano Aceito
14:47:48 |Franca Bezerra

Outros declaracao_Orcamento_cest.pdf 20/12/2019 |Regis Otaviano Aceito
14:46:57 _|Franca Bezerra

Outros termo_de_compromisso_investigador.pd| 20/12/2019 |Regis Otaviano Aceito

f 14:45:59 |Franca Bezerra

Folha de Rosto folha_rosto_cest.pdf 20/12/2019 |Regis Otaviano Aceito

14:44:55 |Franca Bezerra

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Nao

SAO PAULO, 28 de Janeiro de 2020

Assinado por:

Benedito Mauro Rossi

(Coordenador(a))

Endereco: Rua Barata Ribeiro n° 269

Bairro: Bela Vista
UF: SP
Telefone:

CEP: 01.308-000

Municipio: SAO PAULO

(11)3394-5701 E-mail: cepesq@hsl.org.br

Pagina 05 de 05



Anexos 91
1D 1220
< f% Plabaforma MINISTERIO DA SAUDE - Conselho Nacional de Saude - Comissa de Etica em Pesquisa - CONEP
& FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
1. Projeto de Pesquisa:
¢Estudo piloto de viabilidade para avaliar ¢oes do boli idual em células tumorais usando a técnica C ical E ge S
Transfer (CEST),
2. NG de Particip da P i 15
3. Area Tematica:
4. Area do Conhecimento:
Grande Area 4. Ciéncias da Saiude
PESQUISADOR RESPONSAVEL
5. Nome:
Regis Otaviano Franca Bezerra
6. CPF: 7. Enderego (Rua, n.%)
857.238.001-91 JOAO MOURA 797/1196 PINHEIROS 870/52a SAO PAULO SAO PAULO 05412002
8. Nacionalidade: 9. Telefone: 10. Outro Telefone: 11, Email:
BRASILEIRO (11) 9961-5085 regisfranca@gmail.com
Termo de Comp Declaro que conhego e prirei 0s requi da Resolugdo CNS 466/12 e suas Comp a
utilizar os jais e dados | para os fins p no p € a publicar os Itados sejam eles favoraveis ou ndo.
Aceito as resp pela ¢do cientifica do projeto acima. Tenho ciéncia que essa folha sera ao projeto id.

por todos os responsaveis e fara parte integrante da documentagio do mesmo.

Data: // / /7/ /4 %/.

Assinatura

INSTITUIGAO PROPONENTE
12. Nome: 13. CNPJ: 14. Unidade/Orgdo:
S d fi de Senh Hospital 61.590.410/0001-24
i n
15. Telefone: 16. Outro Telefone:

(11) 3394-4751

Termo de Comp (do responsavel pela instituigdo ): Declaro que goe prirei 0s requi: da Resolugdo CNS 466/12 e suas
Complementares e como esta instituigdo tem igbes para o d | deste projeto, autorizo sua execugao

Responsavel: A;gt ’—/‘(.I"rx\m (!Z ém Qﬁ L3 CPF: 222 . 27_2 . /% = 5\’3

Cargo/Fungdo: D;g{,lg/‘ JU é’b;m 2 }(7/1;;&4;&4

Data: /q’ / /Z / 20{‘7 l:\',\"\,nc.

e " Assinatura

PATROCINADOR PRINCIPAL




Anexos 92

ANEXO B

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

IEP - Pesquisa

Titulo do Estudo: “Estudo piloto de viabilidade para avaliar alteragbées do
metabolismo tecidual em células tumorais usando a técnica Chemical Exchange
Saturation Transfer (CEST)".

O (A) Senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa. Por favor, leia este
documento com bastante atengdo antes de assina-lo. Caso haja alguma palavra ou frase
que o (a) senhor (a) ndo consiga entender, o pesquisador responsavel pelo estudo e a
equipe desta pesquisa estarao disponiveis para esclarecé-los.

A proposta deste termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) é explicar tudo sobre o
estudo e solicitar a sua permissao para participar do mesmo.

OBSERVACAO: Caso o participante de pesquisa ndo tenha condicdes de ler e/ou
compreender este TCLE, o mesmo podera ser assinado e datado por um membro da familia
ou responsavel legal pelo participante de pesquisa.

Objetivo do Estudo

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo principal é a avaliagao
de uma nova sequencia de ressonancia magnética que pode ajudar na analise das
caracteristicas de seu tumor. Portanto, esta pesquisa visa melhorar a deteccao do seu tumor
através de um método de imagem consagrado e bem conhecido, que se chama ressonancia
magnética.

Vocé sera submetido a ressonancia magnética da parte do seu corpo que estamos
estudando e que foi solicitado pelo seu médico como parte do normal do seu
tratamento. Sera apenas adicionada uma nova sequéncia, chamada CEST, ao
protocolo de rotina da ressonancia magnética. Este procedimento levara ao
acréscimo de cerca de 10 minutos no seu estudo convencional.

Descricdo do Procedimento do Estudo

Esta nova sequéncia estara avaliando o metabolismo da glicose do seu tumor,
isto ¢, como seu tumor esta utilizando o aglicar para gerar energia. Para melhor
avaliacao do desempenho desta nova sequéncia, sera injetado em sua veia cerca
de 250 ml de soro com glicose a 20% (soro glicosado convencional). Esta é uma
solugao segura para individuos e comumente utilizada para hidratagado de
pacientes na pratica clinica. A injecao de soro de glicose a 10% nao interfere nas
demais sequéncias do estudo convencional de ressondncia magnética. Esta
injecdo também ndo interfere (e nao substitui) a injegcao de contraste, chamado
gadolinio, necessario para as demais sequéncias convencionais do estudo de
ressonancia magnética.

Apds o exame de ressonancia magnética ter sido finalizado, o paciente sera liberado para
suas atividades normais, como normalmente ja acontece em qualquer exame de
ressonancia magnética. Para esta pesquisa, o paciente devera realizar apenas esta nova
sequéncia de imagem rapida (cerca de 10 min).

E importante salientar que esta sequéncia, apesar de experimental, apenas acrescentara
tempo adicional de cerca de 10 minutos ao seu exame. No mais, todas as imagens seguem
os demais principios da ressondncia magnética, ou seja, ndo ha radiacdo ionizante ou
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qualquer outra substéncia com potencial de trazer danos renais, como contraste iodado.
Além disso, todo exame sera acompanhado integralmente por um médico.

Os pacientes portadores de equipamentos implantaveis, como marca-passo, clipes de
aneurismas cerebrais, proteses de ouvidos, préteses metalicas ou pacientes diabéticos, ndo
poderdo fazer parte desta pesquisa. Como ha uma entrevista antes de fazer o exame, vocé
pode esclarecer qualquer divida com o enfermeiro ou médico entrevistador. O paciente ndo
pode entrar no aparelho de ressondncia com nada de metal (ex: moedas, clipes de papel,
tesouras, canetas, cartdes de créditos, reldgios, etc).

Duracao do Estudo

A duracdo total do estudo é de 6 meses a partir da aprovacdo da Comissdo de Etica da
Instituicdo. Previsdo de recrutamento do participante no estudo com inicio a partir
de 01.12.2019 a 31.06.2020 .

A sua participacao nesta pesquisa sera de aproximadamente 07 horas em ambiente
hospitalar em um Unico dia.

Pacientes do Estudo

Participardo desta pesquisa aproximadamente 15 pacientes portadores de cancer seguidos
no Centro de Oncologia do HSL.

Este estudo sera realizado no ambulatdrio do Hospital Sirio Libanés.

Riscos Potenciais, Efeitos Colaterais e Desconforto

Os desconfortos e riscos esperados nos procedimentos especificos do projeto de pesquisa sao

e Qualquer equipamento de ressonadncia magnética produz campos magnéticos e
ondas de radiofrequéncias para a aquisicdo de imagem dos tecidos e do seu tumor.
A sequéncia nova usada nesta pesquisa ndo é diferente das demais sequéncias
habitualmente usadas no exame de ressonancia magnética convencional.

e Os riscos potenciais, efeitos colaterais e desconforto esperados nesta pesquisa ndo
sdo em nada diferentes do esperado de um exame de ressonancia magnética
convencional.

e Os riscos relacionados a pesquisa envolvem a quebra de sigilo e confidencialidade,
porém os pesquisadores se comprometem manter em sigilo a sua identidade assim
como dados que possibilitem a sua identificacdo a fim de garantir o anonimato

Beneficios para o participante de pesquisa

Vocé ndo se beneficiara pessoalmente desta pesquisa, as informacGes obtidas podem ajudar
a entender melhor acerca do metabolismo de glicose do seu tumor.

\do ha beneficio direto para o participante de pesquisa desta pesquisa.
Trata-se de uma pesquisa cujo objetivo principal é a avaliacgdo de uma nova sequencia de
ressonancia magnética que pode ajudar na anadlise das caracteristicas de seu tumor.
Portanto, esta pesquisa visa melhorar a detecgdo do seu tumor através de um método de
imagem consagrado e bem conhecido, que se chama ressondncia magnética.

Compensacao

Vocé nao receberd nenhuma compensacado para participar desta pesquisa. Entretanto
todas os custos relacionados a este exame serdo pagos pelo patrocinador do estudo.

Participacdo Voluntaria/Desisténcia do Estudo/Descontinuacdo do Estudo

Sua participacdo nesta pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, vocé somente participa
se quiser.

A ndo participacdo nesta pesquisa ndo implicard em nenhuma alteragdo no seu
acompanhamento médico tdo pouco alterara a relacdo da equipe médica com o mesmo.
Apéds assinar o consentimento, vocé tera total liberdade de retird-lo a qualquer momento e
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deixar de participar desta pesquisa se assim o desejar, sem quaisquer prejuizos a
continuidade do tratamento e acompanhamento na instituigao._

Importante esclarecer, que o pesquisador podera retira-lo da pesquisa, caso os
procedimentos do estudo possam apresentar algum risco para a sua saude, ou em casos de
complicagdes devido aos procedimentos. Mas isso tudo sera devidamente informado ao Sr
(a). Além disso, tanto o pesquisador, como as autoridades regulatérias (Comité de ética em
pesquisa, ANVISA), podera interromper o estudo, caso julgue que o mesmo possa
apresentar algum dano aos participantes.

Novas Informacdes

Quaisquer novas informacdes que possam afetar a sua seguranga ou influenciar na sua
decisdo de continuar a participacdo no estudo serdo fornecidas a vocé por escrito. Se vocé
decidir continuar neste estudo, terd que assinar um novo (revisado) Termo de
Consentimento informado para documentar seu conhecimento sobre novas informagoes.

Em Caso de Danos Relacionados a Pesquisa

Em caso de dano pessoal, o participante do estudo tera direito a receber tratamento médico
e suporte hospitalar referente aos cuidados do evento adverso assim como indenizagdo
legalmente cabiveis.

Utilizacao de Registros Médicos e Confidencialidade

Todas as informacdes colhidas e os resultados dos testes serdo analisados em carater

estritamente cientifico, mantendo-se a confidencialidade (segredo) do participante de

pesquisa a todo o momento, ou seja, em nenhum momento os dados que o identifique
serao divulgados, a menos que seja exigido por lei.

Os registros médicos que trazem a sua identificacdo e esse termo de consentimento
assinado poderao ser inspecionados por agéncias reguladoras e pelo CEP.

Os resultados desta pesquisa poderdao ser apresentados em reunides ou publicagOes,
contudo, sua identidade ndo sera revelada nessas apresentacoes.

Quem Devo Entrar em Contato em Caso de Duvida

Em qualquer etapa do estudo vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O pesquisador executante é o Dr
Regis Otaviano Franga Bezerra, que pode ser encontrado no endereco Adma Jafet 115 -
lo.subsolo — Bela Vista - Sao Paulo - SP - CEP: 01308050, Telefone: (11) 33394-0200/
Celular 11-99615-0856 Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Peixoto
Gomide, 316 - 7°andar, TEL: 3394-570, cepesqg@hsl.org.br, para esclarecimentos ou
orientagao.

Se vocé tiver alguma duvida sobre seus direitos como participante de um estudo clinico,
vocé também pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Sociedade
Beneficente de Senhoras Hospital Sirio-Libanés - CEPesq no endereco Rua Dona Adma
Jafet, n® 91 110 andar sala 1118, cep: 1308-050 - Bela Vista - Sdo Paulo - CEP 01409-
000, no telefone (11)3394-5701 no horario de funcionamento de segunda a sexta-feira das
8:00 as_ 16:00 ou Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) no enderego
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA - Conep SRTVN 701 - Edificio PO 700, 3°
andar - Asa Norte - CEP: 70719-040, Brasilia-DF. Contato telefénico: (61) 3315-
5877 Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) que sdo responsaveis por garantir
qgue os direitos dos participantes de estudos clinicos sejam protegidos. Um Comité de Etica
em Pesquisa € um grupo ndo remunerado formado por diferentes profissionais e membros
da sociedade que avaliam um estudo para julgar se ele é ético e garantir a protecdo dos
participantes. A aprovacao pelas autoridades citadas acima ndo deve ser considerada como
um incentivo para participar deste estudo.
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Declaracao de Consentimento

“Estudo piloto de viabilidade para avaliar alteragcoes do metabolismo tecidual em
células tumorais usando a técnica Chemical Exchange Saturation Transfer (CEST)".

Li e entendi o documento de consentimento e o objetivo do estudo, bem como seus possiveis
beneficios e riscos. Tive oportunidade de perguntar sobre o estudo e todas as minhas
duvidas foram esclarecidas. Entendo que estou livre para decidir ndo participar desta
pesquisa. Entendo que ao assinar este documento, ndo estou abdicando de nenhum de
meus direitos legais.

Eu autorizo a utilizagdo dos meus registros medicos (prontuarios médico) pelo pesquisador,
autoridades regulatérias e pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da instituigdo.

Nome do Participante da Pesquisa Letra de Forma ou a Maquina Data

Assinatura do Participante da Pesquisa

Nome do Representante Legal do Participante da Pesquisa Letra de Forma Data
ou a Maquina (quando aplicavel)

Assinatura do Representante Legal do Participante de Pesquisa (quando
aplicavel)

Nome da pessoa obtendo o Consentimento Data

Assinatura da Pessoa Obtendo o Consentimento

Nome do Pesquisador Principal Data

Assinatura e Carimbo do Pesquisador Principal

Importante: Este documento é elaborado e devera ser assinado em duas vias: uma sera
entregue ao participante (sujeito da pesquisa) e a outra via ficara com o pesquisador. Todas as
paginas deverdo ser rubricadas pelo pesquisador, pelo participante da pesquisa ou seu
representante legal, em atendimento a CARTA CIRCULAR N° 003/2011 CONEP/CNS/MS

disponivel no site da CONEP: http://conselho.saude.gov.br/web_comisso
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ANEXO C - Tabela 1S- Caracteristicas demograficas
# Sexo Idade CEST CEST Data Di Da,t a. Diagnostico  Tratamento . Tfatgmento Data Ultimo Trgtaﬂme_nto
iagnostico Sistémico Status Tratamento Sistémico

1 M 37 CEST 20/8/2020 06/12/2019 GBM Sistémico Adjuvante 02/01/2020 T™MZ

2 M 38 CEST 26/8/2020 01/10/2013 GBM Sistémico 4a recorréncia 08/11/2019 Vem + Cob

3 F 58 CEST 27/8/2020 17/8/2019 GBM Sistémico 2alinha 21/08/2020 Rego

4 M 59 CEST 31/8/2020 01/8/2020 NA Pré-cirurgia

5 M 71 CEST  03/09/2020  09/07/2020 GBM Pré-cirurgia

6 M 53 CEST  04/09/2020  01/09/2020 LGG Pré-cirurgia

7 M 32 CEST  08/09/2020  23/02/2020 GBM Sistémico Adjuvante 25/03/2020 T™MZ

8 M 36 CEST  09/09/2020  20/05/2020 GBM Sistémico Adjuvante 17/06/2020 T™MZ

9 M 61 CEST  10/09/2020 10/01/2019 GBM Sistémico Adjuvante 20/02/019 T™MZ

10 M 75 CEST  11/09/2020  08/09/2020 GBM Cirurgia

11 F 49 CEST 14/9/2020 24/08/2020 AOG Cirurgia

12 M 48 CEST  15/09/2020 19/12/2019 AA Sistémico Adjuvante 08/01/2020 T™MZ

13 M 43 CEST  16/09/2020  29/05/2020 AA Cirurgia

14 M 40 CEST  17/09/2020  31/03/2020 GBM Sistémico Adjuvante 27/08/2020 T™MZ

15 F 59 CEST  18/09/2020  24/05/2018 GBM Sistémico 2alinha 11/07/2020 Irin + Bev

16 M 60 CEST1 11/03/2021 17/02/2021 GBM Cirurgia
CEST 2 12/03/2021

17 M 48 CEST1 19/02/2021 19/12/2019 GBM Sistémico Adjuvante 19/03/2021 T™MZ
CEST 2 19/02/2021

18 M 56 CEST1 19/03/2021 18/09/2019 GBM Sistémico 2alinha 21/07/2020 Bev
CEST 2 20/03/2021

19 M 43 CEST1 09/03/2021 12/04/2017 AA Sistémico 2alinha 13/11/2020 Carbo + Bev
CEST 2 10/03/2021

20 H 52 CEST1 29/03/2021 07/04/2020 GBM Sistémico 2alinha 01/03/2021 Bev
CEST 2 30/03/2021

Nota.—AA = astrocitoma anaplasico. AOG = oligodendroglioma anaplasico. Bev = bevacizumab. Carbo + Bev = carboplatina + bevacizumab. GBM = glioblastoma multiforme.
Irin + Bev = irinotecan + bevacizumab. LGG = low-grade glioma. NA = ndo avaliavel. Rego = regorafenib. TMZ = temozolomide. Vem + Cob = vemurafenib + cobimetinib.



