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Resumo

Titulo: Quantificagdo automatica de sinais de MRS do cérebro in-vivo para a classificagao

de tumoresl.

Palavras Chaves: classificacao de tumores cerebrais, espectroscopia de ressonancia magnéti-

ca nuclear, quantificacao automatica de metabdlitos, AMARES.

Resumo Este trabalho visou o estudo e validacao de técnicas de pré-processamento e quan-
tificacao de dados provenientes da técnica de Espectroscopia por Ressonancia Magnética
(MRS, do inglés Magnetic Resonance Spectroscopy), obtidos do cérebro humano in vivo, pa-
ra a extracao de informacao que fosse clinicamente relevante para o estudo e diagndstico de
tumores cerebrais. Para isso, foi feito o estudo da técnica com base na literatura, incluindo a
revisao dos aspectos fisicos envolvidos, estudando os métodos computacionais utilizados para
o pré-processamento e quantificacao dos dados, e os aspectos bioquimicos dos metabdlitos
de interesse presentes no cérebro humano, passiveis de serem quantificados através da técni-
ca. Especificamente, foi estudado um método de quantificacao de dados de MRS, o método
AMARES (Advanced Method for Accurate, Robust and Efficient Spectral fitting of MRS
data), aplicado na quantificacdo de dados de MRS adquiridos de sujeitos controles e pacien-
tes portadores de tumores cerebrais, provenientes de uma base de dados do Laboratério de
Neuroimagem (LNI - Hospital das Clinicas - UNICAMP). Isso foi feito utilizando o software
de dominio piblico JMRUI (http://sermn02.uab.es/mrui/)[I], que possui o método AMA-

ITese de mestrado
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RES ja implementado. Estes resultados foram comparados com resultados provenientes de
uma quantificacao manual desses mesmos dados, realizada previamente como parte do pro-
jeto de doutorado da Dra. Andréia Vasconcellos (atual docente do Depto. de Radiologia da
FCM/UNICAMP)[2]. Foi verificada a concordancia entre os dois métodos de quantificacao,
e também a viabilidade de usar os resultados da quantificagdo com o método automatico
para, além de diferenciar entre os grupos de pacientes e controles, realizar a separagao dos
pacientes com tumores em diferentes grupos. Obteve-se que os resultados obtidos com o méto-
do automatico foram mais precisos e consistentes que os obtidos com o método manual, e
permitiram uma melhor classificacao dos tipos de tumores. Adicionalmente, foram incluidos
neste trabalho os resultados do estudo de perfis metabdlicos ex vivo em tumores cerebrais
pedidtricos através da técnica HR-MAS (do inglés High Resolution Magic Angle Spinning).
Este estudo adicional foi realizado no Laboratério de Imagem Molecular da Faculdade de Me-
dicina da Universidade de Valéncia (Espanha) através do Programa Santander de Mobilidade

Internacional e financiado através de uma bolsa do Banco Santander-Banespa.
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Abstract

Title: Automatic in-vivo MRS signal quantification for the classification of brain tumors EI

Key Words: Human brain tumors classification, Magnetic resonance spectroscopy, Auto-

matic quantification of metabolites, AMARES.

Abstract The aim of this work was to study and validate techniques for pre-processing
and quantificating Magnetic Resonance Spectroscopy data, obtained in vivo from the human
brain, in order to get information clinically useful for the study and diagnosis of brain tu-
mors. Therefore, a literature-based study of the technique was made, including a review of the
Physics concepts involved, the data acquisition process in the scanner and the computational
methods used to pre-process and quantificate the spectral data, as well as the biochemical
aspects of the metabolites of interest in the human brain that can be detected by this techni-
que. Special attention was given to the AMARES (Advanced Method for Accurate, Robust
and Efficient Spectral fitting of MRS data) method for MRS data quantification, which was
studied and applied to the quantification of data from control subjects and patients with
brain tumors. The data came from a database of the Neuroimaging Laboratory (LNI - Hos-
pital das Clinicas - UNICAMP). The quantification with AMARES was made through the
jMRUI software (http://sermn02.uab.es/mrui/) [I], a public domain software for processing
and quantification of MRS data. These results were compared to the results obtained with a

manual quantification of the same data, previously done as part of the PhD thesis work of

'Master thesis project.
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Dr. Andréia Vasconcellos (lecturer from the Radiology Department of the School of Medicine,
UNICAMP) [2]. The agreement between the results from both quantification methods was
verified, as well as the feasibility of using the automatic quantification results to differentiate
among tumor types, besides differentiating between patients and controls. Results obtained
by the automatic method were more accurate and consistent than those obtained by the
manual method allowing a better classification. Additionally, in this work were included the
results of the study of ex vivo and in vivo metabolic profiling in pediatric brain tumors using
the HR-MAS (High Resolution Magic Angle Spinning) technique. This study was carried
out in the Molecular Imaging Laboratory, School of Medicine at the University of Valéncia

(Spain), within the Santander-Banespa Bank International Exchange Program.
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Abreviacoes

MRS
MRI
SVS
CSI
PRESS
STEAM
CHESS
TE

TR

RF

VoIl
SNR
NAA
Cho

Cre
mino
Glu

Gln

Glz

Lac

Lip

FID
HR— MAS
LDA
ANOV A

Magnetic Resonance Spectroscopy
Magnetic Resonance Imaging
Single Voxel Spectroscopy
Chemical Shift Imaging

Point Resolved Echo Spectroscopic Sequence
Stimulated Echo Acquisition Mode
Chemical Shift Selective pulse
Tempo ao Eco

Tempo de repeticao

Pulso de radiofreqiiéncia

Volume of interest

Signal to noise ratio
N-Acetylaspartato

Colina

Creatina

Myo-inositol

Glutamato

Glutamina

Grupo Glutamato-Glutamina
Lactato

Lipideos

Free induction decay

High Resolution Magic Angle Spinning Spectroscopy
Linear Discriminant Analysis

Analysis of Variance
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Introducao

A Espectroscopia de Ressonancia Magnética (1H-MRS) é uma técnica revolucionéria e pro-
missora para obter informacao do contetido bioquimico dos tecidos tanto en condigdes normais
quanto patoldgicas[3]. No cérebro, onde a 1H-MRS ¢é aplicada freqiientemente, ela serve como
complemento a informagao proporcionada pelas imagens de ressonancia magnética (MRI, do
inglés, Magnetic Resonance Image)[4], [5]. A quantificacdo dos principais metabdlitos detecta-
dos através da MRS de tempo eco curto e longo pode fornecer informacao sobre o papel que

desenvolvem estas substancias nos diferentes processos metabdlicos e energéticos no sistema

nervoso central (SNC)[6, [7, [8].

Usando os tumores do SNC como o modelo deste estudo, temos, entre outros, os seguintes
processos metabodlicos alterados na presenca destas neuropatologias: mudancas enzimaticas
que podem incrementar os niveis de colina, dano neuronal que pode ser refletido no decrésci-
mo do N-Acetilaspartato (NAA) ou alteragoes na glicélise que conseqiientemente podem
aumentar os niveis de lactato. Adicionalmente, outras condigbes patoldgicas relacionadas
com mudancas energéticas, osmolaridade celular, e proliferacao celular que caracterizam o
entorno tumoral, podem alterar a concentracao destes metabdlitos e outros como a creatina

e o myo-inositol[2] 3], 4, [, [].

Diversas publicacoes tém reportado os padroes metabdlicos dos tumores cerebrais, tentando

classificd-los de acordo com as observagoes de diferentes caracteristicas tais como diagnéstico
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histopatoldgico, grau tumoral ou agressividade, diagndstico clinico, etc [6] [7, 9] [10]. Nestes
artigos diferentes métodos foram usados para coletar os dados e analisa-los. Alguns estudos
foram realizados para obter uma comparacao entre diferentes classes de quantificacao seja no

dominio temporal [L1] ou da freqiiéncia [12].

O objetivo deste trabalho foi quantificar através do método automatico AMARES os sinais
dos principais metabdlitos detectados a tempo de eco longo, nos grupos de pacientes e con-
troles de uma base de dados do Laboratério de Neuroimagem (LNI-HC, UNICAMP) visando
obter uma via de classificacao automatica desses grupos e compara-la com a classificacao

feita pelo método de integracao direta (manual).
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O principio fisico que explica a geragao de dados espectrais através da técnica de Espectros-
copia de Ressonancia Magnética (MRS, do inglés Magnetic Resonance Spectroscopy) esté ba-
seado na interacao entre os spins nucleares numa amostra macroscépica (neste caso, o tecido
cerebral) e o campo magnético externo aplicado nela. Nesta segao serao apresentados os con-
ceitos basicos e principios fisicos da técnica de MRS que serao tteis para o entendimento do

processo de aquisi¢ao dos dados espectrais que foram analisados neste projeto [13], [14], [15],

[16], [17], [18].

2.1 Conceitos Basicos

2.1.1. Ntcleos de interesse nos estudos clinicos com MRS

A sensibilidade das medigoes em MRS é determinada por dois fatores [1§]:

1. A abundancia natural isotépica dos ntcleos ativos na ressonancia magnética.

2. A sensibilidade especifica dos ntcleos, determinada por seu momento magnético, ja que

os ntcleos que sao detectados via MRS devem ter momento magnético nuclear nao nulo.
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Na maioria dos estudos clinicos é usado o hidrogénio (chamado de préton) como ntcleo de
interesse, porque ele é o elemento mais abundante nos tecidos e pela sua maior sensibili-
dade relativa aos outros ntucleos, caracterizada por sua razao giromagnética, parametro que

serd introduzido a seguir.

Is6topo  Spin nuclear w a 1.5 T Abundancia Sensibilidade

(1) [MHz| Natural Relativa
'H 1/2 63.6 99.9 100
19 1/2 5.8 100 84
p 1/2 25.7 100 6.6
"Li 1/2 24.8 92.6 27
23Na 1/2 16.8 100 10
13C 1/2 16.0 1.1 1.6

Tabela 2.1: Nicleos usados na FEspectroscopia de MRS in-vivo

2.1.2. Freqiiéncia de Larmor

Os nucleos de interesse para a MRS possuem momento magnético u, que esta relacionado

com o momento angular J através de

p=J (2.1)

onde v é a razao giromagnética, que no caso de prétons (nucleos de hidrogénio) é de 42.58
MHz/Tesla. Devido & quantizacdo do momento angular, o momento magnético também

¢é quantizado:

D=

j=AHII + 1)), (2.2)
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onde I é o niimero quantico de spin e h = (%), onde h é a constante de Planck. A componente

do momento magnético na dire¢cao do eixo z é dada por

h

onde m é o nimero quantico magnético, e é dado pela equagao m = 27 + 1 [I§].

w=vyhm

Figura 2.1: Momento magnético do dtomo de hidrogénio na presenca de um campo magnético

externo By.

Na presenca de um campo magnético externo By, a particula adquire uma energia magnética

dada por

h

No caso particular de uma particula de spin I = 1/2, como o préton do niicleo de hidrogénio,

ha somente dois niveis de energia (m = —1/2 e m = 1/2), cuja diferenga AE é dada por

AE = (—)u. (2.5)
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O fendémeno de Ressonancia Magnética Nuclear (MR) ocorre ao aplicar um campo magnético
oscilante perpendicular a p, com uma freqiiéncia vy sobre a particula, com energia igual a

energia magnética dada pela equacao (Z). A energia da onda eletromagnética serd dada por

AFE = hy,. (2.6)

Combinando as equagoes (Z3]) e (Z6]) obtém-se a equacao de Larmor

v = (5-)Bo, (2.7)
2
onde 1 é a freqiiéncia de Larmor, que é o parametro caracteristico nas medicoes das substancias
quimicas detectadas via MRS. De acordo com a equacao anterior, a freqiiéncia de Larmor
seria a mesma para todas a substancias quimicas presentes numa amostra macroscopica, uma
vez definidos o ntcleo de interesse e a intensidade do campo magnético externo, e nenhuma
informacao poderia ser obtida de um espectro de MR. Porém, o fenomeno de blindagem

quimica é definitivo para a obtencao de dados de MRS, como sera apresentado a seguir.

2.1.3. Deslocamento Quimico

Se todos os ntcleos de hidrogénio numa mistura de moléculas tivessem a mesma freqiiéncia
de Larmor, o espectro de MR seria limitado a um tnico pico. Porém, os ntcleos experimen-
tam diferentes valores de campo magnético devido a blindagem quimica resultante do meio
eletronico que os rodeia [I8]. Desta forma, os nicleos com diferentes grupos quimicos vizinhos

terao freqiiéncias de ressonancia diferentes que sao dadas pela relacao

f=7Bo(l - o), (2.8)

onde o é o fator de blindagem quimica. Esta pequena mudanca é a base da espectroscopia
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de ressonancia magnética.

E importante esclarecer que apesar de que os dados das freqiiéncias num espectro de MR
podem ser escritos en Hz, na MR, os espectros sao apresentados usando unidades de ppm

(partes por milhao). Isso é feito por duas razoes principais:

1. Se a unidade utilizada fosse o Hz, o eixo de freqiiéncias seria proporcional ao campo
magnético externo; conseqiientemente a localizacao dos picos dependeria do campo

usado e nao haveria uma forma padrao para comparar dados espectrais.

2. Nao existe uma substancia natural para representar a freqiiéncia zero.

A equacao que determina o deslocamento quimico para o caso de dados in vivo é:

ftransmittcr X 10_6

onde f; é a freqiiéncia da amostra num sistema de referéncias rotatério, firansmitter € &

o + offset, (2.9)

freqiiéncia do transmissor no sistema de referéncias do laboratério e offset é uma constante
que se refere a escala ppm com relagao a um padrao in vivo. No caso da espectroscopia de
protons, este padrao é o pico do CHs do N-Acetil-aspartato centrado em 2.02 ppm. Uma
vez calculado o valor offset, este pode ser usado para transformar todas as freqiiéncias num
espectro da escala Hz para ppm. O deslocamento quimico é um parametro independente do

campo magnético externo aplicado sobre o tecido, tal como pode observar-se na equagao (2.9

I1s).

Por convencao, os eixos espectrais medem a blindagem, onde os sinais dos nicleos mais
fracamente blindados com frequiéncias de ressonancia maiores estao a esquerda e os nucleos

mais fortemente blindados com freqiiéncias de ressonancia menores estao a direita.

Na Figura 2.1.3] estd esquematizado o espectro de MR do metanol (CH3OH ), com as res-
pectivas ressonancias para os prétons (nticleos de hidrogénio). Note-se que os prétons unidos

ao carbono sao detectados a 0.0 ppm enquanto o préton ligado ao oxigénio aparece a 1.5
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ppm. A amplitude dos picos difere devido a que na MR a intensidade do sinal depende da
quantidade de prétons que contribuem ao sinal, neste caso é maior para o grupo metila (3

hidrogénios) do que para o grupo hidroxila (1 hidrogénio).

— |

Figura 2.2: Espectro MR do metanol (CH30H ).

2.1.4. Acoplamento-J

Adicionalmente as freqiiéncias de ressonancia e as amplitudes dos sinais, existe uma outra
caracteristica importante nos espectros de NMR, os multipletos. Estes sao originados princi-
palmente por um fenéomeno conhecido como Acoplamento spin-spin ou Acoplamento-J, que

surge da interacao entre os nicleos detectaveis via MR que estao dentro de uma molécula.

O Acoplamento-J é independente tanto da orientacao molecular, quanto do campo magnético
aplicado. Isto pode ser explicado pelo fato de que o momento magnético nuclear interage
com o momento magnético dos elétrons nas ligacoes quimicas, levando a diferentes possiveis
orientagoes do momento magnético nuclear: paralela (baixa energia) ou antiparalela (alta
energia) ao campo magnético externo. Esta interagao fard com que a freqiiéncia de ressonancia

mude devido a mudanca do campo efetivo experimentado pelo ntcleo.

Para o caso dos ntcleos com spin = 1/2, hd duas possiveis orientagdes para o momento
magnético, resultando em duas possiveis freqiiéncias de ressonancia. O nimero de linhas
para uma ressonancia dependerd do numero de vizinhos, enquanto que a intensidade de
cada linha espectral é o resultado da probabilidade estatistica das possiveis orientagoes dos

momentos magnéticos dos spins vizinhos [18].
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O espaco entre as linhas espectrais é chamado constante de acoplamento, e suas unidades

sao dadas em Hertz (Hz) [13].

Existem dois tipos de Acoplamento-J, o homonuclear (*H —! H) e o heteronuclear (* H-13C).

Na Figura 2.3, encontra-se um exemplo de Acoplamento-J homonuclear.

J.. = 4 Hz

||'KF—E\~H:*““~?J = e

S |

—Q H,

‘L\f( ||““‘--H,‘C i ' l | “doublet of

_[_ = /“x}? L_J[ UL dowblets”

= T 1 T 1
g 4 4 -8Hz
UH.'!

Figura 2.3: Ezxemplo de nicleos homonucleares (*H-'H ) interagindo via acoplamento-J for-

mando um dubleto de dubletos.

2.2 Principios fisicos da geracao do sinal de MRS

2.2.1. Magnetizacao de uma amostra macroscopica

Nos estudos de MRS de amostras macroscopicas, como o caso de estudos do tecido cerebral,
a descricao do comportamento individual dos spins nucleares nao é tao importante quanto

o comportamento coletivo deles. Como conseqiiéncia disso é preciso introduzir um conceito

adicional, a Magnetizagao [13], [14], [15], [16], [I7], [1§].

Para nucleos de spin I = 1/2 como o hidrogénio, que é o nicleo de interesse neste trabalho,
seus momentos magnéticos m = +1/2 se distribuem aleatoriamente sobre um angulo de
0 = 54,74°C relativo ao eixo +z. Devido a que a populagao de spins de baixa energia (u

paralelo ao By) é maior que aquela dos spins de alta energia (u antiparalelo ao By), pode-se
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associar uma quantidade fisica a resultante dos momentos magnéticos individuais p, chamada

Magnetizacao (Mp).

M,
f

Figura 2.4: Vetor magnetizacdo de uma amostra macroscopica.

A diferenca entre a quantidade de spins nos diferentes estados energéticos pode calcular-se

através da relacao (2.I0) obtida a partir da distribui¢ao de Boltzmann

N~hB,
OKT

na ), (2.10)

onde N é o numero total de spins, K é a constante de Boltzmann e T é a temperatura.

Wi,
*
|
|
| AE=huv=vyhB,

T

r.

Figura 2.5: Diferenca de populacao de spins alinhados paralela ou antiparalelamente ao campo

magnético externo By.

Para uma amostra macroscépica que contém um milhao de spins nucleares a 37°C' (T = 310.15

K) em um campo magnético de 18.8 T (atualmente o maior campo magnético disponivel para
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estudos in vivo em animais) correspondente a uma freqiiéncia v = 800M H z (para o ntcleo
de H), a diferenga entre as populagoes de spins a e 3 é de apenas 31 spins (0.0031 %). Como
o sinal final recebido é proporcional a diferenca entre as populacoes, a NMR é uma técnica

insensivel, comparada com outras formas de espectroscopia.

No equilibrio térmico, a amplitude do vetor magnetizagao macroscopico é

- (2) ()

onde n ¢ dado pela equacao 210

A dependéncia quadratica de My com a razao giromagnética v implica que um nticleo res-
sonando a altas freqiiéncias também gerara um sinal de MR relativamente mais intenso. O
hidrogénio tem o maior v entre os nicleos comumente usados, o que permite obter uma maior

intensidade relativa do sinal de MR.

A dependéncia linear de My com a magnitude do campo magnético By implica que em
altos campos magnéticos melhora a sensibilidade. E por isso que vém se incrementando as
intensidades do campo magnético estatico, que estao atualmente em um intervalo de 1.5 T a

7.0T para estudos in vivo em humanos.

Finalmente, a proporcionalidade inversa de M, com a temperatura T indica que a sensibili-
dade pode melhorar a baixas temperaturas, o qual é inviavel em aplicagoes in vivo, dadas as

restrigoes fisiolégicas tipicas destes sistemas.

Adicionalmente aos itens mencionados anteriormente, a sensibilidade experimental na MRS
é afetada por outros fatores tais como volume da amostra, abundancia natural do ntcleo

estudado e o nivel de ruido na amostra.
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2.2.2. Processo de Excitacao

Devido a que a magnetizacao alinhada na direcao do eixo z nao pode ser detectar experimen-

talmente, é preciso perturbar o sistema e fazé-la rotar no plano transversal x-y.

Isto pode ser feito aplicando um segundo campo magnético oscilante no plano transversal,
com freqiiéncia no intervalo das radiofreqiiéncias (MHz). Este campo é chamado Pulso de

RF.

AWAWA
VAVAVAY

2/ m,

Figura 2.6: (a) Pulso de radiofreqiiéncia B1 usado para excitar o vetor de magnetizagcdo
macroscopica My que nao pode ser detectado no eizo +z. (b) Varia¢ao da componente y da

magnetizacao My no tempo ignorando processos de relaxagao.

Quando se aplica o campo magnético By, ou pulso de RF, por um tempo suficientemente
longo, a magnetizacao pode rotar completamente sobre o plano transversal, ou invertir-se no
eixo -z, originando os chamados pulsos de RF de 90° e 180°, respectivamente. Apds a aplicacao
do pulso, a magnetizacao experimentara somente o campo principal By, e precessionara ao

redor dele a freqiiéncia de Larmor [14].
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2.2.3. Processo de Relaxacao, as equacgoes de Bloch e a formacao

do sinal de MRS

Apoés a magnetizagao My ser pertubada através do pulso de RF, e este tltimo ser ”desligado”,
a magnetizacao retorna a seu estado inicial através de um processo conhecido como relaxacao
[14]. As componentes perpendiculares (M, e M,) e paralela (M) ao vetor de magnetizagao

se relaxam com diferentes constantes de tempo da seguinte forma:

M, = My (1—exp(—t/T1))
M, = Mjcos(wt)exp(—t/T5) (2.12)

M, = Mysin(wt)exp(—t/T3)

Onde T ¢é a constante de tempo da relaxacao de spin-rede, T, é a constante de tempo da
relaxacao spin-spin, e w = 27v, v é a freqiiéncia de Larmor. A relaxacao spin-rede é o processo
que determina quao rapido se recompoe a magnetizacao ao longo do eixo z. Ja a relaxacao

spin-spin é o processo que determina quao rapido se perde a magnetizacao no plano x-y.

Estas equacgoes sao conhecidas como as equacoes de Bloch e permitem descrever o compor-
tamento macroscopico dos spins num experimento de MR, mostrando como a magnetizacao

retorna ao equilibrio depois de uma perturbacao como a produzida por um pulso de RF.

A Figura 2.7 mostra a variacao das componentes transversais da magnetizacao, sinal conhe-
cido também como FID (do inglés, Free Induction Decay). O FID ¢ o sinal detectado pela
bobina geradora dos pulsos RF (que atua também como detector) através da inducgao de uma
voltagem oscilante. Este sinal FID coletado é posteriormente digitalizado e transformado via

Transformada de Fourier para obter o espectro propriamente dito, como mostra a Figura

(Z3).

Este é o processo que permite a obtencao de dados espectroscopicos de ressonancia magnética.
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Figura 2.7: Variacao das componentes transversais da magnetizacao, FID, correspondentes

ao sinal de MRS.

M.,
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Figura 2.8: (a) Sinal FID gerado em um experimento de MRS e (b) a transformada de Fourier

desse sinal correspondente ao espectro de MRS.

2.3 Aspectos técnicos na aquisicao de dados de MRS

Nesta segao serao apresentados alguns dos aspectos técnicos mais relevantes a serem leva-
dos em conta no processo de aquisicao de dados de MRS e que garantem melhor resolugao
espectral, tais como o controle das inomogeneidades do campo magnético, a compensacao
das correntes parasitarias (eddy-currents) induzidas pelos pulsos de gradientes de campo
magnético, e a supressao de sinais indesejaveis da agua e das gorduras mediante pulsos se-
letivos de radiofreqiiéncia. Somado a isso, sera incluida uma descricao geral da seqiiéncia de

pulsos usada na aquisicao dos dados experimentais usados neste projeto, conhecida como
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PRESS (do inglés Point-Resolved Spectroscopy), resumindo suas caracteristicas, diagramas
de tempo e vantagens frente & outra, nao menos usada, seqiiéncia de pulsos STEAM (do

inglés Stimulated Echo Acquisition Mode) [13], [1§].

2.3.1. Localizagao do Volume de Interesse (VOI) e as Seqiiéncias

de Pulso de Radiofreqiiéncia

Existem diferentes técnicas de localizacao na MRS, as quais permitem definir o volume de
interesse ou VOI (do inglés, Volume of interest) onde serao coletados os dados experimentais.
Estas técnicas sao divididas em dois grandes grupos: as de voxel tnico ou SVS (do inglés,
Single Voxel Spectroscopy) e as de imagens espectroscopicas ou CSI (do inglés, Chemical
Shift Imaging). Cada técnica de localizacao tem suas vantagens e desvantagens. Por exemplo,
enquanto a SVS permite uma maior resolucao espectral comparada a CSI para cada espectro
medido do tnico voxel, a CSI permite um mapeamento das variacoes dos metabdlitos no
cérebro para uma rede de voxels em uma tnica aquisi¢ao (ver Figura(Z.9)). A escolha de uma
ou outra técnica depende do experimento que se queira realizar e da configuragao prépria
dos scanners de ressonancia magnética, ja que nem todos permitem colher dados de CSI. A
localizacao propriamente dita dos voxels ou multivoxels é realizada através de seqiiéncias de

pulsos de radiofreqiiéncia, os quais delimitam a regiao onde serao adquiridos os espectros de

MRS [I7].

Devido a que neste trabalho os espectros foram aquiridos através da técnica de SVS, a
descricao das seqiiéncias de pulso sera restrita as mais comumente usadas na SVS que sao
a PRESS e a STEAM. Estas duas seqiiéncias usam trés pulsos de radiofreqiiéncia seletivos
com gradientes de campo magnético ortogonais entre si, onde a interseccao das fatias define

o VOI.

A seqiiéncia PRESS possui trés pulsos RF de 90°, 180° e 180°. A Figura (2.I0) mostra o
diagrama de tempo para este caso, incluindo um pulso CHESS (do inglés, Chemical-Shift-

Selective pulse), usado na supressao do sinal da dgua (isto serd discutido mais adiante nesta
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Figura 2.9: Técnicas de localizagiao Chemical Shift Imaging (CSI) e Single-Voxel Spectroscopy
(SVS).
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Figura 2.10: Diagrama de tempo para uma seqiiéncia de pulsos PRESS.

71 € 0 tempo entre o primeiro e segundo pulso de RF e 73 + 73 é o intervalo de tempo entre

o segundo e terceiro pulsos de RF. O tempo ao eco (TE) é 27y + 2 3.

Gz, Gy e G, sao os gradientes de campo magnético, os quais sao gerados por bobinas solenoi-
dais supercondutoras nas quais correntes elétricas opostas (em diferentes bobinas) produzem
campos magnéticos que se cancelam parcialmente entre si para gerar um gradiente de campo
magnético numa tnica diregao (X, y, z). A interseccao resultante da aplicagao dos gradientes

de campo magnético é o VOI, tal como se mostra na Figura (2.11]).
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Figura 2.11: Volume de interesse (VOI) resultante da aplica¢io dos gradientes de campo

magnético G,, Gy e G, usados na seqiéncia de pulsos PRESS.

A outra sequéncia de pulsos mais comunmente usada na MRS é a STEAM, que possui trés
pulsos RF de 90°. A Figura (2Z12) mostra o diagrama de tempo para este caso, incluindo um

pulso CHESS usado na supressao do sinal da dgua.
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Figura 2.12: Diagrama de tempo para uma seqiiéncia de pulsos STEADM.

O 7 éigual ao 74, 71 + 74 é 0 tempo ao eco (TE), enquanto 75 + 73 é conhecido como o tempo
de mistura (TM). Um fato importante na seqiiéncia STEAM é que somente a metade da
magnetizagao transversal obtida pelo primeiro pulso de 90° é transformada em magnetizagao
longitudinal pelo segundo pulso de 90°, diminuindo o sinal/ruido (SNR) por um fator 2. O
terceiro pulso leva a magnetizacao longitudinal armazenada pelo segundo pulso de RF de
novo ao plano transversal para formar o STE (do inglés, Stimulated Echo). Na Figura (2.13))
sao mostrados espectros in vitro obtidos por cada uma das seqiiéncias de pulsos PRESS e

STEAM, onde se evidencia o menor SNR no segundo caso.
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FRESS STEAM

Figura 2.13: Espectros PRESS e STEAM para uma solugao phantom para um VOI de 8 ml,
TE = 288 ms, TR = 1500 ms e 32 aquisicoes. A aquisicao PRESS tem o dobro de SNR que
a STEAM.

2.3.2. Razao Sinal-Ruido (SNR)

A largura de um pico em um espectro é um indicador da amplitude do sinal, enquanto que o
ruido pode avaliar-se medindo o desvio padrao em uma regiao do espectro que nao contenha

sinal (p.e. entre -1.0 e -2.0 ppm).

Existem duas defini¢bes para a razao sinal/ruido (SNR, do inglés signal-to-noise ratio) na
MRS. Uma delas define o SNR como sendo a largura do pico dividida pelo ruido rms (do
inglés root mean square). A segunda define o SNR como a razao entre a area do pico e o
ruido rms. A segunda defini¢cao é mais pertinente para comparar dados in vivo e otimizar a
metodologia da MRS. Note-se que as concentragoes dos metabdlitos sao calculadas a partir
das areas dos picos e que a comparacao de dois espectros de MRS serd valida unicamente se
foram usados os mesmos parametros na aquisicao e pos-processamento dos dados, condigoes

raramente encontradas em espectros coletados em scanners de MR de diferentes fabricantes.

A magnitude do ruido é independente do volume do VOI, enquanto que a magnitude do
sinal é diretamente proporcional a este (ver Figura (2.I4]) a seguir). Portanto, quanto maior e
melhor delimitado for o voxel, maior serd o niimero de préotons no tecido, o que permitird um

incremento no sinal FID e, conseqiientemente, na amplitude dos picos dos metabdlitos de
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interesse.
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Figura 2.14: Efeitos da variacdo no tamanho do VOI sobre o sinal e o ruido. A bobina usada
para obter dados de MRS da cabega tem maior sinal e menos ruido do que a bobina usada

para o corpo.

2.3.3. Shimming

Um dos aspectos experimentais mais importantes para garantir um incremento na sensibi-
lidade e na resolucao espectral na MRS é a homogeneidade do campo magnético aplicado
ao tecido em estudo, ja que o SNR aumenta e a largura dos picos diminui. O processo que
permite alcangar uma étima homogeneidade de campo magnético é conhecido como Shim-
ming. Este ja vem implementado nos scanners de MR através de rotinas automaticas onde as
variagoes nos sinais de MRS sao monitoradas, seja no dominio temporal ou no dominio das
freqiiéncias, para compensar variagoes do campo magnético externo. Exemplos de espectros

com Shimming bom e ruim sao ilustrados na Figura (2.15]).

A correcao das inhomogeneidades do campo magnético, permite, portanto, obter espectros
com picos de metabdlitos melhor definidos, diminuir os efeitos decorrentes das sobreposicoes

de picos, e melhorar a quantificacao das amplitudes das ressonancias de interesse.
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Figura 2.15: Exemplos de espectros com bom (esquerda) e ruim (direita) shimming.

2.3.4. Eddy Currents (Correntes parasitarias)

Na aquisicao de dados espectroscopicos de MRS, as eddy-currents sao induzidas no processo
de geragao dos gradientes de campo magnético, utilizados para a localizacgao do sinal. Esses
gradientes sao gerados em forma de pulsos, isto é, as correntes elétricas nas bobinas de
gradiente sao rapidamente maximizadas ao valor desejado, mantidas nesse valor por um
tempo curto e finalmente reduzidas a zero (ver Figura (2.1 a). Idealmente a geracao dos
gradientes de campo magnético deveria ser instantanea a medida que acontecem as variacoes
nas correntes elétricas, mas na pratica, as mudancas abruptas nos gradientes induzem eddy-
currents nas bobinas magnéticas (ver Figura (2.16]) b), distorcendo os picos e dificultando a

quantificagao.

As eddy-currents sao manifestacoes da lei de inducao de Faraday e podem ser corrigidas, entre
outras formas, através de bobinas de compensacao (ver Figura (2.I6]) ¢ e d). Adicionalmente,
podem ser corrigidas no pés-processamento dos dados, dividindo o sinal no dominio temporal
pelo sinal nao suprimido da dgua, ou usando uma correcao de fase ponto a ponto, novamente,

usando o sinal nao suprimido da dgua como referéncia.

Como no caso das correcoes na inhomogeneidade do campo magnético externo, a correcao
das eddy-currents na geragao dos gradientes de campo melhora a resolu¢ao dos picos nos

espectros, diminuindo a largura dos picos e evitando efeitos de sobreposicao das ressonancias
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Figura 2.16: (a) Diagrama da formagao do gradiente de campo magnético G(t) e a produgao de
gradiente de eddy-currents G.ddy(t) que distorcem os gradientes totais aplicados ao tecido nas
técnicas de localizagao. (b) Exemplo de distor¢ao por eddy-currents (By em Hz) vs tempo (s)
sobre um magneto sem gradientes de compensa¢ao e (c¢) Corre¢ao das eddy-currents usando

gradientes de compensacao.

de interesse.

2.3.5. Sinais indesejaveis na MRS: Agua, Lipideos e Macromolécu-

las

A supressao do sinal da dgua na !H-MRS in vivo é fundamental j4 que sua concentracio no
cérebro é aproximadamente de 70 % e o sinal produzido pelos prétons dessa molécula é muito
maior que os sinais dos protons dos metabdlitos de interesse, presentes no cérebro a baixas

concentragoes, obstruindo sua visualizacao e quantificacao.

A supressao do sinal da dgua é feita através de um pulso CHESS (do inglés, Chemical Shift
Selected pulse), seguido pelos correspondentes gradientes de campo magnético das seqiiéncias
de pulso PRESS ou STEAM. A qualidade e o grau de supressao do sinal da agua dependerao
do shimming in vivo, da estabilidade e linearidade do amplificador de RF, da presenca de
eddy-currents e do nimero de pulsos CHESS empregados. O sinal remanescente da dgua deve

filtrar-se através de métodos de pds-processamento como sera mencionado no Capitulo 3.
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Um fator associado a contaminacao dos sinais espectrais é a presenca de picos de lipideos
devida a pulsos seletivos nao ideais que permitem a deteccao destes sinais provenientes do
conteudo lipidico da epiderme que envolve o cranio. Da mesma forma que o sinal da agua,

os sinais destes lipideos nao filtrados se sobrepoem aos sinais dos metabdlitos de interesse.

2.4 Parametros, descricao e espectros in vitro dos principais

metabdlitos do cérebro humano

Nesta secao serao apresentados alguns parametros dos diferentes metabdlitos observaveis no
cérebro humano com a técnica de 'H-MRS, e cuja relevancia clinica ¢ maior nos estudos
de pacientes portadores de tumores cerebrais. Serao incluidos os deslocamentos quimicos, as
constantes de acoplamento, uma descricao geral das func¢oes conhecidas de cada metabdlito,

assim como as férmulas quimicas e um exemplo do espectro in vitro individual de cada um

deles [18],[19].

2.4.1. Colina (Cho)

Através de estudos com MRS nos tecidos, tem-se observado o sinal da colina total, princi-
palmente como um proeminente singleto a 3.2 ppm, que inclui contribuicoes de colina livre,

glicerfosforilcolina (GPCho) e fosforilcolina (PCho).

A concentragao total observavel de colina no cérebro é aproximadamente 1-2 mmol /kg e nao
estd distribuida uniformemente, a sua concentracao na substancia branca é ligeramente maior
do que na substancia cinzenta. A contribuicao da colina livre no cérebro normal é pequena,

menor que 0.03 mmol/kg, mas aumenta significativamente na presenga de tumores.

A colina é necessaria para a sintese do neurotransmissor acetilcolina e da fosfadilcolina, o
maior constituinte das membranas. A interpretacao bioquimica das alteracoes no sinal da co-

lina com MRS in vivo ¢ dificil pela incerteza na contribuicao dos metabdlitos ao sinal. A colina
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reflete o metabolismo celular e estd aumentada em processos que produzem hipercelularidade
[20]. Tem-se relacionado seus niveis com o potencial de proliferagao tumoral, determinado
pela andlise inmunohistoquimica de biépsias utilizando o indice Ki-67 para gliomas [21]. Isto
serviria como suporte a idéia de que a colina esta relacionada diretamente com o grau de
malignidade [22]. Note-se, entretanto, que os meningeomas podem apresentar niveis de coli-
na superiores aos gliomas de maior grau. As mudancas nos niveis de colina estao geralmente
associadas com alteragoes na composicao da membrana. O sinal aumentado esta presente na
maioria das neoplasias sélidas do sistema nervoso central (SNC), sendo que seus niveis apa-
recem diminuidos em resposta ao tratamento do tumor. Em processos necroticos, ha reducao
ou desaparecimento deste pico (assim como de todos os outros), dificultando a classificagao

dos tumores pelo grau de agressividade tumoral [23].

1

o~

5 4 3 2 1 0

Figura 2.17: Espectro in-vitro da Colina e sua formula quimica.

2.4.2. Creatina (Cre)

A Creatina e Fosfocreatina (PCr) estao presentes no cérebro, musculos e no sangue, e sua
sintese tem lugar nos rins e no figado. A fosfocreatina atua como reservatorio para a geracao
de ATP e esta relacionada com a capacidade energética do cérebro. A creatina total pode ser

um indicativo da atividade tumoral [24], j4 que indica o estado energético da célula.

Medicoes com 'H-MRS in vivo permitem detectar o pico combinado da creatina e fosfo-

creatina como um proeminente singleto em 3.03 ppm proveniente de seus prétons metil.
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Adicionalmente a este pico, pode-se detectar outros em 3.90 ppm devido aos prétons do

grupo metileno, e em 6.6 ppm devido ao préton do grupo NH.

Figura 2.18: Espectro in-vitro da Creatina e sua formula quimica.

As concentragoes no cérebro humano sao aproximadamente 4.0-5.5 mmol/kg para a fosfo-
creatina, e 4.8-5.6 mmol/kg para a creatina. O pico da creatina é relativamente estével e
nao apresenta mudancas com a idade e nem em uma grande variedade de doencas, por isso
algumas vezes a creatina tem sido usada como concentragao de referéncia interna em estudos
envolvendo cancer cerebral [25]. No entanto, esta préatica ndao pode ser generalizada devido
as variagoes deste pico dentro de uma mesma patologia, para cujos casos € mais conveniente

usar a referéncia interna da agua.

2.4.3. Lactato (Lac)

O Lactato é o produto final da glicdlise anaerdbica, estd presente no cérebro normalmente
a baixas concentracoes e geralmente nao é observado em estudos de MRS in vivo. Propor-
ciona informagao sobre o grau de metabolismo aerébico-anaerdbico do tecido. Sua presenga
indica que a respiragao oxidativa normal no metabolismo celular encontra-se alterada e que
os carboidratos estao sendo catabolizados anaerobicamente. Esta situacao ocorre em lesoes
altamente celulares e metabdlicas que tém crescido acima do que o seu aporte vascular lhes

permite.

Altas concentracoes ocorrem rapidamente depois da hipdxia e sua deteccao é de grande
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interesse nos estudos clinicos sobre trauma e tumores, especialmente em tecido necrotico.
E um dos metabdlitos mais facilmente detectados nos tumores e, apesar de controvérsias, tem
sido considerado marcador da agressividade tumoral [26], j& que também tem sido detectado

em tumores de baixa agressividade.

No espectro de 'H-MRS o pico do lactato consiste num dubleto do grupo metil localizado
em 1.32 ppm. Este estd comumente sobreposto a um pico de lipideos na presenca de tumores
cerebrais, o que dificulta sua quantificacao isolada. O quarteto do grupo metino (checar esta
palavra) em 4.09 ppm nao é observado in vivo devido a sua proximidade com o grande pico

da agua.
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Figura 2.19: Espectro in-vitro do Lactato e sua formula quimica.

2.4.4. Glutamato (Glu), Glutamina (Gln) e o Grupo Glx

O Glutamato é o aminoacido mais abundante encontrado no cérebro humano com uma con-
centracao de 12 mmol/kg e ele atua como um neurotransmissor excitatério. A Glutamina
¢ um aminoacido precursor e armazenador do glutamato localizado nos astrécitos. Ela é si-
milar estruturalmente ao glutamato e seu padrao de acoplamento é o mesmo. O composto
que apresenta maior correlacao com os processos patologicos é a glutamina que tem sido con-
siderado marcador glial, no entanto, o nivel aumentado do Glx é encontrado principalmente

nos meningeomas (tumores nao neurogliais).

No espectro o glutamato e a glutamina tém dois grupos metilenos e um grupo metina que
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estao acoplados fortemente formando um espectro complexo que resulta em baixas intensida-
des de picos individuais. O préton do grupo metina aparece no espectro dos dois metabdlitos
como um dubleto de dubletos centrado em 3.74 ppm, enquanto que os quatro protons dos
dois grupos metilenos estao agrupados no intervalo de 2.04 - 2.35 ppm para o glutamato e
no intervalo de 2.12 - 2.46 ppm para a glutamina. A superposicao das ressonancias do Glu
e Gln com as ressonancias do GABA (2.28 ppm) e NAA (2.03 ppm) dificulta a identificagao
das contribuicoes in vivo dos sinais individuais destes metabdlitos. A baixas magnitudes de
campo (menores que 3 T), os multipletos do Glu e da Gln colapsam numa tinica ressonancia
conhecida como Glx, levando a uma aparente melhora em sua observacao e permitindo sua
quantificagao in vivo. Porém tem-se demonstrado que estes metabdlitos podem ser identifi-

cados separadamente in vivo acima de 4 T.

M

2 4 3 2 1 0

Figura 2.20: Espectro in-vitro do Glutamato e sua formula quimica.

2.4.5. N-Acetilaspartato (NAA)

O NAA é um aminoacido livre presente no cérebro a relativamente altas concentragcoes,
estd localizado principalmente no sistema nervoso central e periférico. Sua fung¢ao nao é muito
conhecida, mas acredita-se que atua como um reservatério de aspartato e um precursor do
N-acetil-aspartil-glutamato (NAAG). E considerado um marcador da densidade neuronal,
ainda que nao seja conhecido como variam as concentragoes de NAA entre os diferentes tipos

de neurénios [27].
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No espectro, a observacao de um singleto proeminente em 2,01 ppm facilita o estudo do NAA
com MRS in vivo. Em baixas magnitudes de campo magnético (< 3T), este singleto pode
conter contribui¢oes do NAAG. O NAA também tem trés dubleto-de-dubletos centrados em
2,49, 2.67 e 4.38 ppm, correspondentes aos protons dos grupos CH2 e CH, enquanto o préton
do grupo amido NH aparece como um dubleto longo em 7.82 ppm [2§].
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Figura 2.21: Espectro in-vitro d0 N-Acetilaspartato e sua formula quimica.

As concentragoes do NAA no cérebro humano normal variam num intervalo de 7 - 16
mmol/kg. Porém, estas concentragoes se véem drasticamente diminuidas nos diferentes ti-

pos de tumores cerebrais, indicando uma perda ou disfuncao neuronal das regioes afetadas.

2.4.6. Myo-inositol (mlIno)

O Myo-inositol é o isomero do inositol mais encontrado em tecidos. A fungao do Myo-inositol
nao é bem entendida, mas acredita-se que é um requerimento essencial para o crescimento
celular e um armazenador de glicose, e tem sido proposto como marcador de astrécitos. O
Myo-inositol se encontra aumentado em astrocitomas de baixo grau e diminuido ou ausente

em tumores nao gliais [29], [30]. O intervalo normal de suas concentragoes ¢ de 4 - 8 mmol /kg.

No espectro podem identificar-se quatro ressonancias correspondentes a um dubleto-de-
dubletos centrado em 3.52 ppm e a um tripleto em 3.61 ppm, cada multipleto com dois
protons. O tripleto em 3.27 ppm usualmente aparece sobreposto com o pico da colina e

aquele em 4.05 ppm nao aparece devido a supressao da agua.
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Figura 2.22: Espectro in-vitro do Myo-inositol e sua formula quimica.

Niveis alterados na sua concentracao estao associados a doenca de Alzheimer, encefalopatia

hepatica e dano cerebral em tumores malignos.

Na Tabela 2.4.6] estao resumidas as informagoes sobre os deslocamentos quimicos, as cons-
tantes de acoplamento e a multiplicidade, das ressonancias dos grupos que contribuem ao

espectro de ' H-MRS, de cada um dos metabdlitos estudados neste projeto.

2.5 Importancia do estudo de tumores cerebrais através da

MRS in-vivo e perspectivas futuras da técnica

O diagnéstico do tipo de tumor e o grau de agressividade do mesmo, é muito importante
para o tratamento e prognéstico dos pacientes portadores de tumores cerebrais. A MR de
imagens pode proporcionar, nao invasivamente, um diagnostico inicial das massas cerebrais

com uma precisao diagndstica entre 30-90 % dependendo do tipo de tumor [30].

A histopatologia, considerada o método padrao para determinar o diagnodstico definitivo,
requer a biépsia do tumor, procedimento cirtirgico que carrega complicagoes pds-operatorias
ou, em casos particulares, poe em risco a vida do paciente. No estudo realizado por Yu et al. em
550 pacientes dos quais foram obtidas bidpsias cerebrais, encontraram que o 8 % apresentavam

processos inflamatérios ou abscessos, o 2,2 % apresentavam outro tipo de lesoes, 3,4 % foram
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biopsias que nao permitiram o diagndstico definitivo, e 8 % padeceram complicacoes pds-

operatérias [3], [31].

A técnica de ' H-MRS in-vivo, é um método nao invasivo que permite predizer o diagnéstico
de diversos tipos de tumores do SNC, evitando assim, a realizacao de processos cirirgicos
preliminares como as biopsias [32]. Alids, a técnica poderia evitar bidpsias em processos nao
tumorais ou ajudar no diagnéstico de tumores pouco accessiveis trataveis com radioterapia

ou quimioterapias mais do que com a recessao cirturgica do tumor [33], [34], [35], [36], [37].

A 'H-MRS in-vivo oferece informacao completamente diferente ao compara-la com as técnicas
de imagens, no entanto, pode-se realizar na maioria dos scaners de MRI usados na radiologia
clinica [5],[38],[39]. Particularmente, a espectroscopia de imagens vem tomando um papel
mais importante na determinacao da extensao tumoral, e o grau de infiltragao no tecido

normal, permitindo uma ajuda adicional na delimitacao da lesao [22],[40],[89],[42],[43].

Adicionalmente a MRS in-vivo permite compilar maior informacao sobre a bioquimica tu-
moral tanto em pacientes adultos quanto em pedidtricos [3],[9],[10],[44]. Isto permitird, junto
a informacao fornecidas por outras técnicas, como DNA microarrays e espectroscopia de al-
to campo multivoxel, ter uma visao geral e realista dos mecanismos de desenvolvimento e

propagacao dos tumores cerebrais.

Muitos trabalhos tém usado a MRS in-vivo visando a classificacao automatica de tumo-
res a partir dos padroes metabdlicos, com a finalidade de desenvolver uma plataforma tec-
nolégica simples que permita um diagnéstico imediato da doenca e permita a radiologistas

e neurocirurgioes decidirem as melhores diretrizes a serem tomadas para tratar o paciente

457, [46], 477, [45].

Esse foi o objetivo colocado no projeto conhecido como INTERPRET-EU [49], o qual criou
uma ferramenta de suporte e decisao para o diagnostico de tumores a qual usou o diagnéstico

histopatoldgico e dados de MRS in-vivo como base para a classificagao final.

Posteriormente, um outro projeto foi langado, o e TUMOUR [50], com a finalidade de melhorar
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o diagnoéstico automatico de tumores incorporando a informagao proporcionada pela MRS
in-vivo de SVS e de imagens espectroscépicos, dados da genémica (DNA e RNA microarrays)

e metabolomica de alto campo ex-vivo.

Ainda que tenha-se avancado neste campo, falta um caminho longo por percorrer, ja que a
confianca no diagndstico automatico via dados espectroscopicos in-vivo nao atinge os 100 %.
Particularmente, tumores atipicos (p.e. teratomas) ou a classificagao de tumores de diferentes

sub-tipos (p.e. meningeomas tipicos e atipicos) dificultam essa tarefa.
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Metabdlitos ~ Grupo  Shift (ppm) Multipletes J (Hz)

NAA 2CH, 2.0080 S
CH 4.3817 dd 3.861
3CH, 2.6727 dd 9.821
3CH, 2.4863 dd -15.59
NH 7.8205 d 6.400
Colina N(CHs)s 3.1850 S
\CH, 4.0540 m 3.140
CH, 3.5010 m 6.875
Creatine N(CHs3) 3.0270 S
CH, 3.9130 s
NH 6.6490 S
Glutamato *CH 3.7433 dd 7.331
3CH, 2.0375 m 4.651
3CH, 2.1200 m -14.849
1CH, 2.3378 m 8.406
‘CH, 2.3520 m 6.875
Myo-inositol 'CcH 3.5217 dd 2.889
CH 4.0538 t 9.998
S3CH 3.5217 dd 3.006
‘CH 3.6144 t 9.997
SCH 3.2690 t 9.485
SCH 3.6144 t 9.482
Lactato CH 4.0974 q 6.933
3CH, 1.3144

Tabela 2.2: Metabolitos detectdveis com MRS in vivo, incluindo seus deslocamentos quimi-
cos (utilizando como referéncia a ressonancia do singleto do DSS-trimethyl em 0.0000 ppm),
multiplicidade e constantes de acoplamento-J. As definicoes da multiplicidade sdo: s, sin-
gleto; d, dubleto; t, tripleto; q, quarteto; m, outro multipleto. A multiplicidade reportada foi

observada num espectro unidimensional medido a 500 ou 600 MHz.
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Métodos de processamento de dados espectrais

e quantificacao de metabdlitos: Método AMARES

Existem uma variedade de métodos disponiveis para a quantificacao de sinais espectroscépicos
de ressonancia magnética, seja no dominio temporal ou da freqiiéncia. Um ponto chave na
quantificacao destes sinais é decidir qual dos métodos é o mais plausivel de ser utilizado. Neste
capitulo serd apresentada uma breve resenha dos métodos de processamento e quantificacao
de metabdlitos das ressonancias de interesse no espectro in vivo de MRS, suas diferencas,
vantagens e desvantagens. Finalmente, o método de quantificagao AMARES sera abordado
com maior detalhe, ja que foi este método de andlise de espectros no dominio temporal o

escolhido para o processamento dos sinais de MRS deste trabalho [11],[12],[51].

3.1 Analise no dominio da freqiiéncia

Os sinais de MRS, conhecidos como FIDs (do inglés Free Induction Decay), sao adquiridos
no dominio temporal. A conversao destes sinais ao dominio da freqiiéncia realiza-se através
da transformada de Fourier discreta, DF'T (do inglés, Discret Fourier Transform). A quantifi-
cagao pode ser obtida com o método de integracao do espectro ou mediante o uso de métodos
de modelamento dos picos. O método de integragao do espectro de MRS é o caminho mais

facil ja que implica a integracao direta dos picos no espectro. Este método ainda é empre-
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gado apesar do fato de que pode introduzir um viés nos resultados devido ao operador e
as técnicas aplicadas para a correcao da linha de base, fazendo com que os resultados se-
jam altamente variaveis e conseqiientemente pouco reproduziveis. Os dados de MRS in vivo
oferecem diversas limitacoes na aplicacao deste método direto, principalmente devido a su-
perposicao dos sinais de interesse, ao baixo SNR e as marcadas distor¢oes da linha de base.
Nas condicoes anteriormente citadas, é quase impossivel obter uma 6tima quantificagao dos
picos de metabdlitos de interesse e se faz preciso recorrer a métodos de ajuste computacio-
nais. Um aspecto importante na introducao de erros nos resultados de quantificacao de sinais
através da integracao direta é o fato dessas integracoes dependerem fortemente dos limites
das frequéncias de ressonancia dos picos, através dos quais as areas sao calculadas, levando a
uma estimativa erronea da area do pico. Devido a estas limitagoes é quase imperativo o uso
de métodos computacionais para o calculo das areas dos picos de metabdlitos de interesse
nas aplicagoes in vivo através de fun¢oes modelo. Um pré-requisito essencial para uma quan-
tificagao confiavel de ressonancias sobrepostas através de funcoes modelo, é a possibilidade

de incluir conhecimento prévio do sistema [12].

Idealmente, o FID pode expressar-se como uma soma de sendides que decaem exponencial-
mente. Aplicando a transformada de Fourier a estes sinais no dominio temporal obtém-se o
espectro de MRS consistindo da soma de linhas Lorentzianas complexas puras. E por isto
que no modelo de ajuste da forma de linha nos espectros experimentais de MRS, as funcoes
modelo sao Lorentzianas. Tanto a parte real quanto a imaginaria da linha complexa Loren-
tziana podem usar-se nos parametros de estimagao, mas por simplicidade a fun¢ao modelo

F.ale (v, P) expressa-se através da parte real da Lorentziana:

- a2], 2&2'[2'(1/ — Vi)

Fcalc(yap):Z[ :

—ai +4(v —v)cosy;  af +4(v —1y)?

sin ;, (3.1)

onde a; é a metade da largura de linha, I; a amplitude, v; a freqiiéncia de ressonancia e
@; o angulo de fase da linha i. m representa o nimero de linhas usado para construir o
espectro e P denota o vetor de parametros estimados (p.ex. freqiiéncias, larguras de linha,

intensidades, fases). Para levar em conta a possivel contribui¢ao da linha de base, o termo
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B(v), um polindmio comum, se adiciona a equagao anterior:

B(v) =) e’ (3.2)

Devido a inomogeneidade da amostra e aos artefatos introduzidos pelo equipamento, a forma
de linha ideal dos sinais de MR se distorce, é por isso que precisam-se incorporar funcoes
modelo adicionais como a Gaussiana para obter uma fungao modelo total que represente uma

melhor aproximacao dos dados experimentais:

m

Fuae(v, P) =Y [wrLi(v) + weGi(v)] + B(v), (3.3)

i=1

onde L; e GG; denotam as formas de linha Lorentziana e Gaussiana, respectivamente, wy, e
wq sao os fatores de ponderacao usados na mistura das formas de linha, e v é a freqiiéncia

de cada ponto nos dados [12].
PERCH e TLS

O TLS (do inglés, Total LineShape), é um programa incorporado no software PERCH NMR
usado para a analise de dados de MRS in vivo no dominio da freqiiéncia. Permite estimar
valores das freqiiéncias, intensidades, largura de pico e fase dos metabdlitos de interesse
através do uso de conhecimento prévio introduzido pelo usuario, sendo portanto, um método
interativo de analise. O TLS foi desenhado para a analise de dados de espectroscopia de alta
resolucao, mas também pode ser aplicado na analise de MRS in vivo. Este programa usa
como fun¢ao modelo a forma de linha Lorentziana para cada ressonancia individual com a
possibilidade de detectar distor¢oes na forma de linha individual dos sinais. A func¢ao modelo

pode resumir-se como:

S
L(v,P) = [wiLi(v) + wyDist;] + B(v), (3.4)

i=1
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onde S é o numero de linhas usado para modelar o espectro experimental. Os fatores w; e
wy definem as respectivas contribuigoes da forma de linha Lorentziana L;(v) e o termo de
distor¢ao Dist; a funcao modelo. Estes fatores cumprem a relacao wy + wo = 1, podendo os

wy e wq ter valores negativos.

3.2 Analise no dominio temporal

A funcao modelo no dominio do tempo freqiientemente utilizada para representar o FID é a

seguinte:

K
Y = Up + €, = Zak exp(jor) expl(—dy + j2m fi)tn] + en;n=0,1,..., N — 1, (3.5)
k=1

onde K representa o niimero de diferentes freqiiéncias de ressonancia e j = (—1)(1/2) é a
unidade imaginaria, a; ¢ a amplitude proporcional ao nimero de ntcleos contribuintes a
componente espectral com freqiiéncia fi, dp é o fator de decaimento (ou damping), que
fornece informagao sobre a mobilidade ou o ambiente molecular do nucleo. ¢, = nt + to,
onde t é o intervalo de amostragem (sampling interval) e to é o tempo do primeiro ponto
da série temporal a ser incluido na andlise. A quantidade 27 f,ty é conhecida como a fase de
primeira ordem. A fase ¢, consiste do termo de fase de ordem zero e um fator adicional de fase
k que representa os graus extra de liberdade que podem apresentar-se sob certas condig¢oes
experimentais (quase sempre os ¢y, sao zero). Finalmente, e, é um termo (complexo) de ruido
branco gaussiano. O circunflexo no y indica que esta é a funcao modelo que estamos tentando

ajustar aos dados medidos, representados por y sem o circunflexo.

Apesar de que os sinais individuais dos metabdlitos podem ser representados por exponen-
ciais amortecidas complexas, na pratica dificilmente se consegue obter um campo magnético
perfeitamente homogéneo através da amostra. Por isso, as formas de linha véem-se afetadas
dando como resultado desviagoes da fung¢ao modelo ideal. Uma fungao modelo alternativa

para o ajuste de dados de MRS in vivo é a Gaussiana:
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K
Yn = ?j;l +e, = Zak eXp(]¢k) eXp[(_gktn +]27rfk)tn] + En; N = 07 1a ) N — 17 (36)
k=1

onde g, é o fator de decaimento gaussiano. Recentemente vem sendo usada a funcao modelo

de Voigt, uma fungao que combina o modelo de Lorentz e Gauss:

K
Y = Up + € = Zak exp(jor) expl(—dx — grtn + 727 fi)tn] + en;n=0,1,.... N — 1. (3.7)
k=1

Diversos trabalhos tém mostrado que a funcao Voigt permite obter resultados iguais ou melho-

res que aqueles obtidos através do ajuste com fungoes lorentzianas ou gaussianas individuais

111, [51].

3.3 LCModel

Um método automatico de quantificacao comumente usado é o LCModel. Este método é,
diferentemente do AMARES (tratado na se¢ao 3.4), ndo interativo ou ”black-box”. Ele usa
uma base de dados de espectros in vitro para obter as concentracoes dos metabdlitos de
interesse e seus repectivos desvios-padrao. Usando um espectro modelo completo no lugar de
simples ressonancias individuais, logra incorporar maior informagao na analise. Ele permite
obter tanto as concentragoes absolutas dos metabdlitos, quanto as razoes relativas ao pico da
creatina. Devido a que é um método totalmente automatico (somente requer o FID in vivo
e o sinal da dgua sem suprimir), evita erros provenientes da subjetividade introduzida pelo
usudrio, e maximiza a reproducibilidade e comparagao de resultados. O LCModel permite
estimar as concentracoes de metabdlitos presentes em baixas quantidades com alta precisao,

o que pode ser 1til nos estudos fisiologicos e clinicos [52].

No LCModel, a parte real do espectro no dominio da freqiiéncia é contrastada com o espectro

estimado calculado pelo software (veja Figura 17) . O residuo corresponde aos valores iniciais
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no espectro menos os valores estimados. A linha de base é o suficientemente flexivel para
levar em conta uma variedade de complicagoes imprevisiveis, como por exemplo: artefatos nos
dados, substancias nao presentes na base de dados que modela os espectros dos metabélitos,

imprecisao na simulagao devido a sinais varidveis dos lipideos e macromoléculas ou uma

supressao incompleta da agua.

Para que a andlise seja feita pelo software, é preciso o espectro com a supressao do sinal
da dgua (raw file) e o arquivo separado do sinal da dgua sem suprimir. O software permite

escolher a regiao do espectro a ser processada, assim como a correcao de eddy-currents.
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Figura 3.1: Exemplo de quantificacao através do LCModel. A linha vermelha representa o es-
pectro estimado, enquanto que o residuo aparece na parte superior do espectro. Os metabolitos

estatisticamente significativos aparecem na cor azul.

3.4 Método AMARES para quantificacao

A fun¢do modelo no dominio do tempo mais comumente utilizada para o ajuste de dados

de MRS contendo N pontos experimentais medidos ¥, é uma soma de sendides que decaem
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exponencialmente [53], e que resultam em formas de linha Lorentziana no espectro (dominio

da freqiiéncia), dada pela equagao B4l

Isso é feito minimizando o funcional

2

N-1 k
G(CL, d7 f7 ¢7 tO) = Yn — Z ak6j¢ke(_dk+j27rfk)tn
n=0 k=0
= |y —wi?, (3.8)
ondey = [yo, - ,yn—1]T é 0 vetor com as amostras temporais do sinal, I = [a;e7, - - - | axelx]T

,ea,d, f,e ¢ sao os vetores das amplitudes, dampings, freqiiéncias e fases respectivamente.

O indice superescrito T denota transposta, o simbolo ||-|| denota a norma euclideana, e
e(_d1+j27rf1)t0 N e(_dk+j27rfk:)to
U= (3.9)
el—diti2rfi)in ... o(—drti2mfr)in—1

é uma matriz N x K de caracteristica completa (full rank).

O método AMARES minimiza o funcional dado pela Eq. B8, para ajustar os dados experi-

mentais a uma fungao modelo levemente modificada em relacao a EqB.5k

K
Un = Un+ep= Z are’® exp(—b3 (1 — g + gtn)tn) exp (527 fi)tn + €n,
k=1

n = 0,1,---,N—1. (3.10)

Ao contrario da funcao dada pela Eq. BAl que permite apenas formas de linha Lorentzianas

para todos os picos, a funcao dada pela Eq. [B.10.permite escolher entre uma forma de linha
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Lorentziana (gr = 0) ou Gaussiana (g, = 1) para cada pico do espectro separadamente, o

que pode ser bastante vantajoso [53].

A escolha da func¢ao modelo para o ajuste dos dados é determinante para a obtencao de bons
resultados. Devido a que os dados de MRS sao adquiridos no dominio temporal, é natural
processar esses dados diretamente nesse dominio. O mais antigo e ainda usado método de
quantificagdo no dominio da freqiiéncia baseado na integracao direta da area dos picos tem
como principal desvantagem a baixa estimativa nas concentragdes e a pouca precisao nos
resultados. Essa precisao depende de um faseamento apropriado (o qual esta longe de ser um
procedimento simples) e da escolha acertada da largura da drea de integracao; especialmente,
ve-se afetada naqueles casos onde os picos nao estao bem separados ou onde apresentam-se
ressonancias que distorcem a linha de base no dominio da freqiiéncia. Porém, métodos de
ajuste no dominio da freqiiéncia baseados no modelamento dos picos através de funcoes
senoidais ou exponenciais sao totalmente equivalentes, desde um ponto de vista tedrico, aos
métodos de ajuste no dominio temporal, sempre e quando sejam usadas fungoes modelo tipo

lorentzianas.

Caso outro tipo de fungoes modelo (Gauss ou Voigt) forem usadas, obter uma expressao
analitica exata para a transformada de Fourier direta delas nao é possivel. Ainda que sempre
seja possivel calcular numericamente estas funcoes modelo no dominio da freqiiéncia toman-
do a DFT da funcao modelo no dominio temporal, isto requer um aumento no tempo de
processamento computacional, que pode ser poupado usando o ajuste no dominio temporal

diretamente.

Tem sido argumentado que a quantificagao seletiva na freqiiéncia, por exemplo, na andlise de
certas regides no espectro, é mais facil no dominio da freqiiéncia. Porém, isto nao é comple-
tamente certo, ja que as extensoes dos picos que nao sao incluidas na andlise se sobrepoem
com a regiao de interesse, o que precisa do modelamento das extensoes desses picos com uma

linha de base adicional, procedimento que complica o ajuste.

Em resumo, as func¢oes matematicas modelo dos dados de MRS tém uma forma mais simples
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no dominio temporal e sao mais eficientes para computar, mas a interpretagao visual dos
sinais medidos de MRS pode ser 1til na hora de definir os valores iniciais para os métodos

interativos nesse dominio.
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Métodos e Aspectos Eticos da Pesquisa

Nesta secao serao apresentados os aspectos éticos da pesquisa envolvendo seres humanos,
assim como todas as caracteristicas dos grupos de pacientes e sujeitos controle estudados, os
conceitos estatisticos aplicados no estudo classificatério e o detalhamento dos processos de

pos-processamento e quantificacao dos espectros de MRS in-vivo envolvidos neste projeto.

4.1 Aspectos Eticos da pesquisa envolvendo seres humanos

Os espectros analisados neste estudo in vivo, foram provenientes de uma base de dados do
Laboratério de Neuroimagem (LNI, Hospital das Clinicas /UNICAMP). Esta base de dados
foi criada para um estudo de doutorado em Medicina [2], cujo projeto ja passou pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP-Unicamp) em 2002 (Processo No 147-2002), sendo que todos os
individuos participantes foram devidamente esclarecidos quanto as finalidades da pesquisa e
assinaram o respectivo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). E importante
mencionar que o processo de aquisicao de dados in vivo nao envolveu riscos biolégicos ou a

saude para os individuos participantes nele [54].

Nesse estudo anterior, os dados de MRS foram quantificados através de um método ma-
nual. No presente trabalho, apresentamos a re-quantificacao destes mesmos dados através do

método automatico AMARES [53].
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O presente estudo de quantificacao automatica de metabdlitos do cérebro in vivo para classifi-
cagao de tumores cerebrais foi aprovado pelo CEP-Unicamp. O projeto recebeu a identificacao
0215.0.146.000-07 pelo SISNEP (Sistema Nacional de Informagcao sobre Etica em Pesquisa,
http://portal.saude.gov.br/sisnep /pesquisador/) e protocolo No 289/2007 pelo CEP da Uni-
camp, e foi aprovado em reuniao do CEP-Unicamp de 26/6/2007. Uma cépia da folha de

aprovagao encontra-se na se¢ao de anexos.

4.1.1. Sujeitos

O exame de 'H MRS in vivo foi realizado em um total de 44 pacientes com idades entre 4
e 80 anos, 30 dos quais entraram no grupo de tumores comparados com o trabalho da Dra.

Andreia Vasconcellos; e num total de 24 sujeitos controles, com idades entre 18 e 55 anos [2].

O diagnéstico de tumor do sistema nervoso central foi indicado pelo quadro clinico e exames
de imagem (tomografia computadorizada e ressonancia magnética) e, posteriormente, confir-
mado por analise histopatolégica da pega cirtrgica ou do fragmento obtido por biépsia aberta
[2]. Os tipos de tumores que foram estudados sdo: adenoma, astrocitoma pilocitico, astroci-
toma anaplasico, ependimoma, glioblastoma, linfoma Hodgkin e nao Hodgkin, meningeoma,

metastase, ganglioglioma, oligoastrocitoma e meduloblastoma.

A localizacao tumoral preponderante foi encefdlica, na substancia branca. Isto contribuiu
para a homogeneidade dos grupos tumorais ja que alteragoes metabdlicas poderiam ter sido
encontradas devido a composicao celular particular de outras regides. No entanto, isto nao
ocorreu nem mesmo nos casos particulares de tumores de fossa posterior, o que indica que
os perfis metabdlicos encontrados caracteriam muito mais o tecido tumoral que o possivel

tecido encefalico subjacente, mesmo nos tumores infiltrativos [2].

Os 30 pacientes com tumores foram divididos em 5 grupos de acordo ao tipo histolégico. Na
[TTl estao incluidos tanto os grupos tumorais quanto o grupo controle que foi estudado e

comparado.
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Grupo Tipo Histologico Quantidade

I Neurogliais alto grau 12
IT Neurogliais baixo grau 3
II1 Nao Neurogliais 7
IV Astrocitoma Pilocitico 7
\Y% Metastase 1
VI Controles 24

Tabela 4.1:  Grupos tumorais quanto e grupo controle que foi estudado.

Porém, devido a sua baixa significancia estatistica, os grupos Il e V, foram excluidos do estudo
estatistico classificatério de tumores. As Figs. 5.1 - B4 e - mostram exemplos de
espectros de cada um dos tipos de tumores quantificados. Todos os espectros dos pacientes nao
incluidos no estudo classificatorio correspondente as patologias adenoma, linfoma Hodgkin e

meduloblastoma, foram analisados individualmente de acordo as suas variagoes metabdlicas.

4.2 Parametros da 1H-MRS

Os dados da MRS foram adquiridos a 2.0 T usando uma head-coil implementada num scanner
de ressonancia magnética Elscint Prestige. A seqiiéncia de localizagao usada foi a PRESS com
tempo de repeticao TR = 1500 ms, tempo ao eco TE = 136 ms, largura espectral SW = 1000

Hz and 1024 pontos (amostras complexas).

Os voxels para os individuos controle foram localizados dentro da substancia branca, o talamo
ou nas regioes temporais, enquanto que os voxels dos pacientes foram posicionados dentro do

volume tumoral. O tamanho de todos os voxels foi de 2 x 2 x 2 em?.

Foram seguidos todos os procedimentos padroes usados em estudos de MRS em cada um dos
espectros adquiridos, tais como shimming automatico, filtrado do sinal da agua através do

pulso CHESS e compensacao de eddy-currents. Além disso, foram adquiridas imagens de MR
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ponderadas em T} nos planos axial, sagital e coronal, com a finalidade de visualizar a area

afetada do cérebro.

4.3 Pobs-processamento e quantificagao dos sinais de metabdlitos

4.3.1. Pobs-processamento

O protocolo de MRS usado especificava 200 aquisi¢oes ou nex (numero de excitagoes para
a obtencao dos espectros). Na pratica, porém, devido ao decréscimo do SNR com o tem-
po do sinal mostrado no display do console do scanner, as aquisi¢coes foram interrompidas
pelos técnicos em qualquer momento, fazendo com que a nossa base de dados nao tenha

uniformidade neste aspecto.

A variabilidade dos nex vai de 23 - 200 nex. Este truncamento nas aquisi¢oes dos sinais de
ressonancia magnética nao é conveniente para o processo de quantificacao de metabdlitos,
ja que se perde informagao que pode ser relevante para obter as concentracoes de ditos

metabolitos. Sugere-se portanto, que estas interrupgoes nao devem ocorrer em futuros estudos.

200

100

Amplitude

-100

-200

Frequency (ppm)

Figura 4.1: Ezemplo das aquisi¢oes de um individuo controle com 200 nex (superpostas).

Na Figura ] encontra-se um exemplo das aquisicoes de um individuo controle com 200
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nex (superpostas). Estas aquisi¢oes sao agrupadas e somadas a cada 40 nex para obter os
espectros que serao usados no processo de poés-processamento. Um exemplo deste resultado

da agrupacao dos sinais encontra-se na Figura [L.2]

N Mm#m

=500 —

Amplitude

-1,000 -

-1.500E4

Frequency (ppmy

Figura 4.2: Agrupacao das aquisicoes com 200 nex.

Depois de que se tem estes espectros, procede-se ao alinhamento automatico (frequency shift
- align automatically) deles. Esta etapa é importante, ja que em nosso caso, hd um pequeno
drift de freqiiéncia variavel no scanner que pode ser corrigido através deste procedimento
permitindo obter um espectro com maior SNR. Apds o alinhamento somam-se os espectros

para obter um tunico espectro [55]. Veja Figura [4.3

Este espectro ainda tem que ser faseado, isto é a sua fase deve ser corrigida (hard-phase).
Este hard-phase se faz usando um espectro de referéncia adquirido sem supressao do sinal da

agua. Um exemplo de espectro de referéncia da agua encontra-se na Figura [£.3]

Apoés o faseamento usando o sinal da agua como referéncia o espectro fica tal como se vé
na Figura [£.4l Nela, é possivel observar tanto o pico proeminente da agua quanto os picos
menores dos metabolitos. Devido a esta marcada diferenca nas amplitudes destes picos, o da
agua e os metabolitos, é preciso fazer a filtragem do sinal residual da agua. Este procedi-
mento, pode ser pulado, j4 que o software permite a quantificacao dos metabdlitos, mesmo

estando presente o sinal da dgua. No entanto, a filtragem dos residuos é recomendavel, ja que
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Figura 4.3: Espectro obtido apds ao alinhamento e soma.
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Figura 4.4: Espectro de referéncia da dgua.

estes sinais residuais da agua podem alterar bastante a linha de base, introduzindo erros na
posterior quantificacao [55]. Por tanto neste estudo, foram filtrados todos os sinais residuais

da 4gua, tanto no grupo controle quanto no grupo de tumores.

A filtragem do sinal da agua é realizada no jJMRUI através da aplicacao do filtro de Hankel
Lanczos singular Values Decomposition Filter (HLSVD), ja que este filtro permite suprimir
certas componentes de um sinal no dominio temporal. Para isto, é preciso escolher um inter-

valo de freqiiéncias proximas a frequiéncia central da dgua, neste caso, o intervalo médio de
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Figura 4.5: Espectro da dagua e metabolitos de interesse.

freqiiéncias foi de 4,68 £+ 0,8 ppm. Na figura [4.6], encontra-se uma ilustracao da filtragem do

sinal residual da dgua do espectro de MRS de um individuo controle.

Depois do Filtro 3VD

Componentes suptimidas

Antes do Filtro 3VD

T T T T
10 T.50 5 3.50 0

Freguency (ppm)
Figura 4.6: Filtragem do sinal residual da dagua do espectro de MRS.
Devido a que o sinal da agua foi filtrado, deve-se escolher uma freqiiencia de referéncia

interna. No caso dos espectros provenientes de individuos controle, escolhe-se o pico do N-

acetilaspartato (NAA), centrado em 2.02 ppm, jd que é o metabdlito com maior amplitude
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detectado no espectro, sempre é detectado e sua variabilidade é pouca em tecido normal. No
caso dos espectros provenientes de individuos portadores de tumores, escolhe-se em geral, o
pico da creatina (Cre) centrado em 3.01 ppm. Porém, este metabdlito vé-se diminuido em
amplitude em tumores tais como metastase e glioblastomas, onde praticamente predominam

os sinais do lactato e lipideos.

Além do pés-processamento mencionado anteriormente (faseamento e filtragem do sinal re-
sidual da dgua), nao foi usado nenhum outro procedimento como truncamento de pontos ou
apodizacao nos espectros. A finalidade disto é que quanto menor seja a manipulacao dos da-
dos espectrais no dominio temporal, maior sera a quantidade de informacao que se mantenha

inalterada no processamento e quantificagao dos espectros.

4.3.2. Quantificagao

No processo de quantificacao foi usado o método de quantificagao no dominio temporal AMA-
RES [53], implementado no software jJMRUI [I] e descrito no capitulo anterior. Para fazer
a quantificagao de metabdlitos no AMARES, é possivel fazer uso de conhecimento prévio.
Foram incluidos os intervalos de freqiiéncia dos 6 metabdlitos citados na secao 2.4 e usados
como marcadores no processo classificatério de tumores. O intervalo de largura dos picos foi
escolhido entre 2-8 Hz e a fase relativa do Lactato (Lac) foi fixada em 180 graus. As for-
mas de linha escolhidas para todos os metabdlitos foram Lorentzianas. As fases dos outros
metabdlitos, assim como suas amplitudes, foram estimadas pelo software. Na Tabela

encentram-se os intervalos de freqiiéncia para cada metabdlito [6],[19].

Apos a inclusao dos intervalos de freqiiéncia, de largura de pico e da fase do lactato, o
AMARES calcula as amplitudes dos metabdlitos de interesse, reportando também os desvios
padrao em cada caso. Para isso, o software faz o faseamento do espectro, detecta os sinais
proeminentes achados nos intervalos de freqiiéncias especificados no conhecimento prévio e
calcula o espectro estimado somente incluindo esses sinais procurados. Os sinais de ruido

sao subtraidos do espectro original e reportados como o residuo. Na figura 4.7, encontra-se o
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Metabdlito Abreviatura Intervalo de freqiiéncia (ppm)
Lipideo Lip 0.85-1.0
Lactato-Alanina-Lipideos Lac-Lip 1.15-1.55
N-acetilaspartato NAA 1.98-2.08
Glutamina-Glutamato Glx 2.31-2.6
Glutamina-Glutamato Gla, 3.65-3.75
Creatina Cre 2.98-3.08
Creatina Cres 3.83-3.93
Colina Cho 3.16-3.26
Myo-inositol mlno 3.36 -3.61

Tabela 4.2: Intervalos de freqiiéncia para cada metabolito quantificado através do AMARES.

exemplo dos passos seguidos numa quantificacao de metabdlitos através do método AMARES

[53].
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Figura 4.7: Ezemplo de quantificacao de metabdlitos através do método AMARES do espectro

de um sujeito controle.

Os resultados da quantificacao automatica e manual de metabdlitos, incluindo os valores

médios das amplitudes e desvios padrao para cada grupo de tumores e o grupo controle
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encontram-se na Tabela [0.2.1] e na Tabela [(.2.1l Na andlise classificatoria de tumores foram
usadas as amplitudes relativas de cada metabdlito. Estas sao obtidas dividindo a amplitude

calculada para dito metabdlito pela soma total das amplitudes de todos os metabdlitos.

4.4 Analise Estatistica

A anélise estatistica da significancia das amplitudes relativas dos principais metabdlitos
(NAA, Creatina, Colina, Lactato, Lipideos e Myo-inositol) em cada um dos grupos foi reali-

zada usando o teste de Analises de Variancia de tnica variavel (ANOVA) [56].

A Analise Discriminatéria Linear (LDA, do inglés Linear Discriminant Analysis) foi usado
para obter as porcentagens de acerto na classificagao dos grupos. Os grupos tumorais in-
cluidos na analise discriminatéria foram aqueles com maior significancia estatistica, ou seja,
os tumores neurogliais de alto grau (Glioblastomas, 13 casos), ndao neurogliais (meningeomas,
9 casos) e astrocitoma pilocitico (7 casos). Os outros grupos de tumores, neurogliais de baixo
grau (Astrocitoma anaplésico, 3 casos) e metastase (4 casos) foram analisados comparando-os

aos controles através da média de seus valores de amplitude de cada metabdlito [57],[58],[59].

Tanto os testes ANOVA, quanto o LDA foram realizados no software Systat 12.0 [60].

4.4.1. Andlise Discriminatério Linear (LDA)

A andlise discriminatoéria, LDA (do inglés Linear Discriminant Analysis) é usada para classi-
ficar casos entre os valores de uma dependéncia categorica [57],[58],[59],[61]. H& diversos usos

do LDA, entre eles:

» Classificar casos em grupos usando equagoes de predi¢ao discriminatéria.

= Testar uma teoria pela observacao da classificacao dos casos preditos corretamente.
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= [nvestigar diferencas entre grupos.

= Determinar a porcentagem de variancia nas varidveis dependentes explicadas pelas

variaveis independentes.

= Avaliar a importancia relativa das variaveis independentes na classificacao de variaveis

dependentes.

= Desconsiderar variaveis que estejam fracamente relacionadas na discriminacao dos gru-

pos.

= Interpretar os resultados do andlise discriminatério entre grupos através dos graficos

(ou loading plots).

A andlise discriminatoria tem duas etapas:

1. O teste-F é usado para saber se o modelo discriminatério como um todo é significativo.

2. Se o teste-F mostra significancia, entao as variaveis individuais independentes sao revi-
sadas para saber qual delas difere significativamente em valor médio por grupo e essas

sao usadas para classificar as variaveis dependentes.

A andlise discriminatéria é uma alternativa anterior a regressao logistica, a qual é atualmente
mais usada do que o LDA ja que ela requer um minimo de suposicoes (as varidveis indepen-
dentes nao precisam estar distribuidas normalmente, nem relacionadas linearmente nem ter
a mesma variancia entre grupos), é um procedimento robusto, manipula varidveis categéricas

e continuas e tem coeficientes de interpretacao mais simples.

A regressao logistica também é preferida ao LDA quando o tamanho dos grupos é muito
irregular. Porém, o LDA é preferido quando os supostos da regressao linear sao atingidos,
ja que o LDA tem maior poder estatistico que a regressao légica (menor é o risco de obter

erro de aceitar uma falsa hipétese nula é menor).
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A seguir, serao descritos brevemente alguns conceitos chaves do analise discriminatério linear

571, 58], 1591, [611:

= Varidveis discriminantes: sao variaveis independentes também conhecidas como predi-
tores. Neste projeto estas variaveis correspondem aos valores das amplitudes relativas

dos metabdlitos quantificados.

= Variavel de grupo: esta é a variavel dependente, neste caso representou os 3 grupos de

tumores e o grupo controle.

= Fungao discriminante: Uma fungao discriminante, também conhecida como raiz canonica,
é uma variavel criada como a combinagao linear das varidveis discriminantes (inde-
pendentes), tal que L = byzy + boxs + ... + bz, + ¢, onde os b’s sao os coeficientes

discriminantes, os x’s as variaveis discriminantes e ¢ é uma constante.

= Numero de funcgoes discriminantes: para uma analise discriminante de dois grupos
ha uma funcao discriminante, mas para ordens maiores de LDA, o nimero de fungoes
¢ o menor entre o g — 1 (onde g é o nimero de categorias na variavel de grupo) ou
o p (o numero de variaveis independentes). Cada func¢ao discriminante é ortogonal as

outras.

= Valor Préprio: também chamado de raiz caracteristica de cada fungao discriminante,
reflete a importancia das dimensoes que classificam os casos das variaveis dependentes.
Ha um valor préprio por cada fungao discriminante. A razao dos valores préprios indica
o poder discriminante relativo das fungoes discriminantes. Se a razao de dois valores
préprios é 1.4, por exemplo, entao a primeira funcao discriminante conta em 40 % a

mais do que a segunda na variancia entre grupos nas variaveis dependentes.

= A porcentagem relativa de uma funcao discriminante é igual ao valor préprio da funcao
dividido pela suma de todos os valores proprios de todas as funcoes discriminantes no
modelo. Assim, a porcentagem relativa é o poder discriminante para o modelo associado

com uma fungao discriminante dada.



Métodos e Aspectos Eticos da Pesquisa

55

= O coeficiente de correlagao canonica, R, é uma medida da associacao entre os grupos
formados pelas funcoes dependentes e discriminantes. Quando R é zero, nao ha corre-
lacao entre os grupos e a funcao. Quando é um valor grande, hd uma alta correlacao
entre as fungoes discriminantes e os grupos. Um valor de R = 1,0, indica que toda a

variabilidade nos valores discriminantes pode contar para essa dimensao.

= Valor discriminante: é o valor resultante da aplicagao da formula de uma fungao discri-

minante aos dados para um caso particular.

= Coeficientes padrao discriminantes: também chamados, coeficientes canonicos padrao
discriminantes, sao usados para comparar a relativa importancia das varidveis inde-
pendentes. A adi¢gdo ou subtragao de varidveis no modelo pode mudar marcadamente
os coeficientes discriminantes. Em LDA, havera tantos coeficientes como niumero de

fungoes discriminantes.

= A andlise discriminante de dois grupos tem centréides, um para cada grupo. Espera-
se que as médias das funcgoes discriminantes estejam bem separados, para mostrar
que efetivamente a funcao discriminante estd separando-os. Quanto mais préximas as

médias

= Graficos das fungoes discriminantes, ou graficos canonicos: os eixos sao fungoes dis-
criminantes, e circulos dentro do grafico localizados nos centrdides representam cada

categoria sendo classificada.

4.4.2. Andlise de Variancia de tnica variavel (ANOVA)

A andlise de variancia (ANOVA do inglés, Analysis of variance) ¢ usada para obter os efeitos
principais e de interacao de varidveis independentes categdricas (chamadas ’fatores’) sobre
um intervalo de variaveis dependentes. Um efeito principal é o efeito direto de uma variavel
independente sobre outra dependente. Um efeito de interacao é o efeito conjunto de duas ou

mais varidveis independentes sobre a dependente [57],[58],[59], [61].
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O ponto chave da estatistica em ANOVA é o Teste-F da diferenca das médias dos grupos,
testando se as médias dos grupos formados por valores da varidvel independente (ou combi-
nagoes de valores de miiltiplas varidveis independentes) sao o diferentes suficiente como para

nao ter ocorrido por acaso.

Se as médias nao diferirem significativamente, se infere que a(s) varidvel (eis) nao tem nen-
hum efeito sobre a variavel dependente. Apds determinada a correlagao entre as variaveis,
determina-se quais das variaveis independentes sao as que mais contribuem no estabelecimen-
to dessa correlacao. Parecida com a regressao, a ANOVA é um procedimento paramétrico no
qual se assume que a variavel dependente tem uma distribuicao normal para cada categoria

das varidveis independentes.

A ANOVA testa as diferencas nos valores as médias dos grupos ou varidveis analisado a
variancia (Veja Equacao L] que define a variancia), isto é, partindo a variancia total na
componente que se deve ao erro aleatério e as componentes que sao devidas as diferencas
entre os valores médios. Estas tltimas componentes da variancia sao testadas para conhecer
a sua significancia estatistica, e se houver dita significancia, é rejeitada a hipotese nula de
que nao ha diferencas entre os valores médios, aceitando assim a hipétese alternativa de que

ditos valores médios permitem distingao entre grupos ou variaveis ja que sao diferentes.

N

1 —\2
S = m;(@—x) (4.1)

onde N é o numero total de ..... , T; € ..., S éavariancia e T) é a média.
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Nesta secao serao apresentados os resultados do estudo classificatorio de tumores cerebrais
tanto pelo método automatico quanto pelo método manual, as principais caracteristicas de
cada grupo de tumores assim como dos seus espectros de MRS in-vivo, e os valores das
amplitudes relativas dos metabdlitos analisados para ambos os métodos de quantificagao.
Além disso, espectros dos tipos de tumores nao inclusos no estudo classificatério também serao
apresentados. Também serao apresentadas uma analise e discussao detalhadas dos principais
achados neste estudo, incluindo reflexdes criticas sobre a utilidade da técnica e suas limitacoes

como ferramenta complementar ao diagndstico clinico de tumores cerebrais.

5.1 Grupo de Pacientes incluidos no estudo classificatorio

5.1.1. Grupo I: Tumores Neurogliais de Alto Grau

Os tumores neurogliais de alto grau inclusos neste estudo foram glioblastomas, astrocitomas
anaplésicos e oligoastrocitomas anaplasicos. Sao tumores anaplasicos de crescimento rapido
que tem tendéncia a invadir tecido adjacente [63]. Eles se caracterizam por extensas dreas
de necroses e hipéxia e geralmente reaparecem apods a extracao cirurgica. O glioblastoma,

também conhecido como glioblastoma multiforme, gera-se a partir de um astrocitoma difuso
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ou de um astrocitoma anaplasico. Os glioblastomas sao os tumores cerebrais mais freqiientes
representando entre o 12 - 15 % dos tumores cerebrais e entre 50 - 60 % de todos os tumores
astrociticos [2],[62]. Encontram-se entre as neoplasias humanas mais agressivas, com uma

sobrevida média do paciente inferior a um ano.

Neste estudo, 12 individuos eram portadores desta patologia. O espectro de 'H-MRS deste
grupo é caracterizado principalmente por decréscimo na amplitude do pico do NAA e da
Creatina e pela presenca de um proeminente sinal dos picos do Lactato e Lipideos, tal como
se encontra na FiguralB.Il A quantificagdo de metabdlitos com o método automéatico permitiu

classificar corretamente 78 % dos casos pelo método automatico e 75 % pelo método manual

(veja Tabela E.2.1]).
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Figura 5.1: Espectro *H-MRS de um paciente portador de um tumor neuroglial de alto grau

(glioblastoma,).

Devido as extensas areas de necrose e a indiferenciacao celular, os metabdlitos marcadores de
tecido cerebral normal geralmente apresentam niveis reduzidos nestes tumores [64],[65],[66].
Lactato e Lipideos sao metabdlitos comumente encontrados. Estes dois metabdlitos estao

estreitamente ligados ao diagndstico de tumores altamente agressivos, entretanto, nao pode-
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se tomar esta afirmagao como uma generalidade.

A justificativa do aumento de lactato com o grau tumoral estaria relacionada a que o aumento
da atividade metabdlica deslocaria o metabolismo celular a via anaerdbica, provocando o
acumulo deste metabdlito. Porém, a variabilidade nas quantidades de lactato nos diferentes
tipos de tumores poderia dever-se a incapacidade de drenagem do mesmo e seu acimulo
em dreas cisticas de baixa irrigabilidade sanguinea [2],[30]. Alids, encontram-se na literatura

estudos onde é reportada a presenca de lactato em tumores de baixa agressividade e em lesoes

nao neoplésicas [10],[67], [68].

A presenca de lipideos no tecido cerebral sugere uma a degradacao da membrana celular,

caracteristica de processos necréticos [26].

Ainda que a deteccao de altos niveis de Lactato e Lipideos seja relevante na classificacao de tu-
mores neurogliais de alto grau, tem-se reportado a dificuldade da sua classificagao automatica,
principalmente ao tentar diferencid-los das metastases, que apresentam um espectro semel-
hante, como exemplificado nas Figuras .1l e [73],[74],[75]. Uma possibilidade é agrupar
estes dois tipos tumorais num novo grupo denominado GLIO-MET (Glioblastoma-Metasta-
se). Apesar de histologicamente diferentes, esta similaridade espectral pode ser explicada pelo
seu comportamento evolutivo marcado pela agressividade e infiltragao tecidual adjacente, o

que suporta classifica-los em um mesmo grupo [70],[71],[72].

Neste estudo, foi possivel ver o decréscimo paulatino com o grau tumoral das quantidades de
lactato e lipideos nos grupos tumorais e a nao deteccao deles no tecido de sujeitos normais.
Em tumores gliais de alto grau e tumores nao neurogliais foi detectada o dobro da quantidade

de lactato e lipideos que no grupo tumoral de menor agressividade, o astrocitoma pilocitico.

Multiplos estudos tém analisado a capacidade da MRS in-vivo para distinguir entre diferentes
graus tumorais em astrocitomas e tem proposto o NAA a Cretina e a Colina como marcadores
metabolicos [T0],[77],[78]. Tem-se afirmado que hd uma correlagao direta entre a concentracao
do pico da Colina e o grau tumoral em tumores astrociticos. No entanto, este incremento linear

com o grau nao tem sido reproduzivel em todos os estudos [16].
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Geralmente, os niveis de Colina em astrocitomas anaplasicos (tumores de grau I1I) é maior do
que em astrocitomas de baixo grau (tumores de grau I ou IT) [I6]. Ao contrério, encontrou-se
em alguns casos que os niveis de Colina em glioblastomas (tumores de grau IV, de maior
agressividade) estao reduzidos ao compara-los com o astrocitoma anaplésico, isto talvez de-
vido a localizagao do voxel predominantemente em &areas necroticas mais do que em &areas

celulares proliferativas.

Outro metabdlito de importancia na classificagao de tumores é o Myo-inositol [29] ,[30], [65],[80].
Observou-se um decréscimo do Myo-inositol com relagao ao grau tumoral [79], fato corrobo-
rado neste estudo, onde, os tumores neurogliais de alto grau possuiam maior quantidade deste
metabdlito respeito aos outros dois grupos de menor grau de agressividade, e conseqiiente-

mente, do grupo controle onde é quase imensuravel o Myo-inositol.

5.1.2. Grupop III: Tumores nao Neurogliais

Os Meniningeomas ou tumores nao neurogliais sao os tumores cerebrais benignos mais co-
muns (95 % dos tumores benignos). Porém, eles podem ser malignos também [81],[82],[83].
Os meningeomas surgem das células cap-aracnoidais das meninges e representam aproxima-
damente o 15 % de todos os tumores cerebrais primarios. Eles sao mais comuns em mulheres
do que em homens (2:1) e as idades de maior incidéncia sao entre os 60 - 70 anos [2], [16],[62].
Neste estudo, 7 dos pacientes eram portadores de meningeomas. A caracteristica principal no
espectro destes pacientes foi o proeminente sinal da Colina (veja Figura[5.2)). Sinais do NAA
e mIno deberiam nao ser detectados nesta patologia, mas detecto-se dobrada a presenca do
grupo Glx e da Cre. 70 % dos casos foram classificados corretamente pelo método automatico

e 55 % pelo método manual (veja Tabela [3.2.T]).

Os meningeomas, constituem um grupo de tumores que tém caracteristicas metabdlicas es-

pecificas. A seguir serao resumidas algumas das explicacoes fisiolégicas que as respaldam

(307, [62].
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Figura 5.2: Espectro 'H-MRS de um paciente portador de um tumor ndao neuroglial (menin-

geoma,).

Teoricamente, devido a que os meningeomas se originam fora do parénquima neuronal, nao
deveriam conter o metabdlito N-acetilaspartato (NAA), considerado marcador de células
neuronais. Porém na pratica clinica é freqiiente observar esta ressonancia nos espectros de
MRS in-vivo [84]. Similarmente o mIno encontra-se ausente em tumores nao gliais. Porém,
neste estudo foram quantificadas pequenas quantidades deste metabdlito. Diversos argumen-
tos tentam explicar este fato generalizado, entre eles a possivel contaminacao de tecido nao
meningeo no voxel de aquisicao, mas ainda nao é claro o por que da presenca do NAA em

meningeomas.

Além do proeminente aumento na Colina, o aumento do grupo Glx também tem-se detectado
em extrato de meningeomas, achado ttil para diferenciar entre meningeomas e astrocitomas
[30],[85],[86]. Neste estudo, esse aumento é corroborado nas duas ressonancias quantificadas

desse metabdlito.
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5.1.3. Grupo IV: Astrocitoma Pilocitico

O astrocitoma pilocitico é um tumor completamente circunscrito, de crescimento lento, usual-
mente cistico que se manifesta principalmente em criangas e adultos jovens. Este tumor é o
glioma mais comum em criancas e representa 10 % dos tumores astrociticos cerebrais e 85 %
dos cerebelares [62]. O grupo dos Astrocitomas Pilociticos estava constituido por 7 pacientes

neste estudo.
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Figura 5.3: Espectro 'H-MRS de um paciente portador de um tumor astrocitoma pilocitico.

As concentragoes de NAA e Cre sao maiores neste grupo comparado aos outros grupos
tumorais. Foram detectaveis os sinais de LAs e Lip, por em, em quantidades menores do que
nos outros grupos de tumores (Veja Figura [5.3]). Para este grupo a andlise discriminatéria

classificou corretamente 98 % dos casos pelo método automético e 56 % pelo método manual

(Veja Tabela £.2.1)) [87].
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5.1.4. Grupo Controle (Grupo VI)

O grupo controle caracteriza o grupo dos individuos que nao sao portadores de nenhuma
neuropatologia. O espectro deste grupo é altamente homogéneo entre os diferentes individuos,
apresentado unicamente sinais de NAA, Creatina e Colina. O grupo controle foi o tinico grupo
totalmente discriminado, obtendo-se 100 % de classificacao correta com ambos os métodos.

Um exemplo do espectro de 'H-MRS de um individuo controle, encontra-se na Figura [5.4]

[88].
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Figura 5.4: Espectro *H-MRS de um individuo controle.

5.2 Classificacao dos Grupos Tumorais

5.2.1. Concentragoes dos metabdlitos por grupo

Nas Tabelas £.2.1] e [5.2.1] encontram-se os valores médios calculados para cada metabdlito,
seus repectivos desvios padrao tanto para o método automatico AMARES quanto para o

método manual.



64

Resultados e Discussao

Metabodlitos ~ Neurogliais ~ Nao Neurogliais  Astrocitoma Controles
de Alto Grau Pilocitico
Lip 0,222+0,313 0,276 £0,631 0,177 40,245 0
Lac 0,358 £ 0,405  0,335+0,612 0,260 £ 0,270 0
NAA 0,175 40,143 0,085 £0,118 0,211 £ 0,206 0,412 40,122
Glx 0,098 £0,064 0,093 +0,089 0,100 £ 0,073 0,062 £ 0,032
Cre 0,187+ 0,075 0,106 £0,107 0,223 +£0,111 0,266 £ 0,045
Cho 0,425+ 0,200 0,539 £0,315 0,398 £ 0,168 0,265 £ 0,084
mlIno 0,048+ 0,080 0,043 £0,043 0,038 £ 0,057 0,012 £ 0,014
Glas 0,080+ 0,053 0,089 £0,064 0,084 £ 0,070 0,040 £ 0,035
Crey 0,0131 £0,083  0,063+0,072 0,061 +£0,082 0,173 £ 0,099

Tabela 5.1: Valores médios e desvio padrao dos metabdlitos quantificados no AMARES.

Diferentemente do método automatico que permitiu quantificar 9 metabdlitos, o método

manual detectou somente 6 deles, mostrando isto uma das vantagens no uso da quantificacao

automatica dos espectros de MRS in-vivo. A manipulagao minima dos sinais foi o ponto chave

neste caso, ja que o método manual utilizou o procedimento de apodizacao que faz com que

muitos dos sinais de baixa intensidade (como o caso do grupo Glx) se superponham aos de

metabdlitos proximos detectaveis mais facilmente.

Metabdlitos ~ Neurogliais  Nao Neurogliais ~ Astrocitoma Controles
de Alto Grau Pilocitico
Lip 0,133 £ 0,262 0 0 0
Lac 0,079 £ 0,109 0,056 = 0,072 0,150 4+ 0,185 0
NAA 0,072£0,07v3 0,101 £0,105 0,190+ 0,111 0,282 £ 0,117
Cre 0,114+0,070 0,154 £0,143 0,114 £0,094 0,251 £0,173
Cho 0,427+0,192 0,580+ 0,269 0,401 £0,178 0,242 £ 0,107

Tabela 5.2: Valores médios e desvio padrao dos metabolitos quantificados no Método Manual.

As Tabelas [5.2.1] e 5.2l ressumem os resultados da andlise discriminatério linear (LDA) tipo
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leave-one-out que foi aplicada a cada um dos grupos tumorais. Como seu nome o indica, neste
procedimento, se realiza a LDA e se obtém as porcentagens de acerto para todo o conjunto
de dados excluindo um de cada vez. A andlise atua como um procedimento de validacao
dos dados, ja que o conjunto de dados que se mantém serve como conjunto de treinamento

enquanto que os dados do paciente que se retiram do grupo seria o conjunto de validacgao.

Grupo Tumoral N Método AMARES Método Manual
I-Neurogliais de Alto Grau 12 78 % 75 %
ITI-Nao Neurogliais 7 70 % 55 %
IV-Astrocitoma Pilocitico 7 98 % 56 %

Tabela 5.3: Porcentagens de classificagao correta obtidas através da LDA entre os diferentes
grupos de tumores no Método Manual e automdtico AMARES testadas através do método

Leave-one-out.

Os resultados indicaram, de acordo ao esperado, uma melhoria na classificacao de tumores
vinda da quantificacao com o método automatico AMARES. Alias, corroborou a também
esperada diferenciacao entre tecido normal e tecido tumoral, testada através da unificacao

dos dados dos tumores versus o conjunto de dados dos sujeitos normais.

Grupo N Método AMARES Método Manual
Tumores 26 92 % 92 %
Controles 24 100 % 100 %

Tabela 5.4: Porcentagens de classificacao correta através da LDA para diferenciar entre o
grupo de controles e o de tumores quantificados com o Método Manual e automdtico AMARES

testadas através do método Leave-one-out.

A Figura mostra as distribui¢oes discriminantes dos grupos de tumores por ambos os
métodos. Os fatores 1 e 2 nos graficos correspondem as fungoes discriminantes, resultantes

da combinacao linear das concentragoes dos metabdlitos analizados (Veja Segao 4.4.1).

Como pode-se ver o método automatico teve melhores resultados apresentando menor varia-
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Figura 5.5: Distribui¢ao discriminatoria dos grupos tumorais pelo método manual (esquerda)
e 0o método AMARES (direita). A cor vermelha corresponde ao grupo de tumores neurogliais
de alto grau, a cor azul corresponde aos tumores nao neurogliais e a cor verde aos astrocitomas

pilociticos.

bilidade entre os grupos, portanto maior separacao entre eles. Particularmente, o grupo dos

astrocitomas pilociticos separou-se quase completamente dos outros grupos.

Por outro lado, o método manual apresentou uma distribuicao mais superposta entre os

grupos, conseqiiencia da quantificacao pouco precisa dos metabodlitos discriminantes de cada

grupo tumoral.

5.2.2. Teste ANOVA

O teste de andlise de variancia de tnica varidvel (ANOVA), foi realizado para cada um dos
metabdlitos detectados neste estudo, comparando os valores médios de cada um deles em
relagao aos diferentes grupos de tumores. Nas Tabelas [5.2.1] e 5.2.1] encentram-se os valores
médios calculados para cada metabdlito, seus respectivos desvios padrao. As Figuras e

5.7, permitem visualizar as variacoes destes valores médios de concentracao de metabdlitos
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respeito a os quatro grupos estudados (trés grupos de tumores e um controle).
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Figura 5.6: Grdfico para visualizar os resultados do teste ANOVA de unica varidvel para as

variagoes dos metabolitos quantificados através do método AMARES. Lipideos (Lip), Lactato
(Lac), N-acetilaspartato (NAA), Creatina (Cre e Cre2), Colina (Cho), Glutamina-Glutamato

(Glz e Glz2) e Myo-inositol (mIno), em relagao aos diferentes grupos tumorais (1: Tumores

neurogliais de alto grau, 3: Tumores nao neurogliais e 4: Astrocitoma Pilocitico) e o grupo

controle (Grupo 6).
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Figura 5.7: Grdfico para visualizar os resultados do teste ANOVA de unica varidvel para as
variagoes dos metabdlitos quantificados pelo método manual. Lipideos (Lip), Lactato (Lac),

N-acetilaspartato (NAA), Creatina (Cre e Cre2), Colina (Cho), Glutamina-Glutamato (Gl

e Glz2) e Myo-inositol (mIno), em relag¢io aos diferentes grupos tumorais e o grupo controle.

Foi possivel encontrar uma diferenca de significancia estatistica entre as quantidades de me-

tabdlitos entre os diferentes grupos tumorais e o grupo controle (p < 0,005).

Os tumores apresentaram exclusivamente Lactato e Lipideos e concentragoes de Myo-inositol

e Colina elevadas com relacao ao grupo controle, enquanto que apresentavam niveis inferiores

de NAA e Creatina.

Previu-se que os valores médios do Myo-Inositol, Creatina e Glx encontram-se afetados devido
a sua proximidade com o pico da dgua que foi suprimido e posteriormente filtrado, processo

que pode ter envolvido supressao parcial do sinal deste metabdlito.
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5.3 Tumores nao incluidos no estudo classificatorio

5.3.1. Astrocitoma de baixo grau

Neoplasia glial de baixa celularidade, constituida por astrdcitos fibrilares. Os nicleos sao
pequenos, com escassas atipias, e os prolongamentos celulares se entrelacam, formando o

fundo fibrilar caracteristico dos gliomas em geral.

Os astrocitomas difusos ditos de baixo grau quase sempre contém atipias. Por isso, preenchem
um critério (dos quatro em que se baseia a classificacao) e sao classificados como grau II (que
é a graduagao mais baixa para astrocitomas difusos). Os outros critérios para a graduacao

de tumores sdo mitoses, proliferagao vascular e necrose [62].
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Figura 5.8: Espectro 'H-MRS de um paciente portador de um tumor astrocitoma.

O espectro de 'H-MRS dos astrocitomas de baixo grau é caracterizado principalmente por
baixos sinais de Cre e NAA assim como da presenca do dubleto do lactato. Também se
observa o proeminente sinal da colina. Neste estudo, tinham-se 3 pacientes portadores desta

patologia.
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5.3.2. Metastase

Os tumores metastasicos comprometem o Sistema Nervoso Central (SNC) e se originam de
neoplasias sistémicas primarias. Os canceres primérios mais comuns que se disseminam ao
cérebro sao o cancer pulmonar (50 %), de mama (15-20 %), cancer de sitio primério descon-
hecido (10-15%). Melanoma (10 %) e cancer de colon (5%). Em mais do 70 % dos casos, se

dissemina ao cérebro por metastases multiplas, ainda que sejam possiveis metastases solitarias

[62].
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Figura 5.9: Espectro ' H-MRS de um paciente portador de metdstase.

O espectro de 'H-MRS deste grupo é caracterizado principalmente por decréscimo na ampli-
tude da maioria dos metabdlitos e pela presenca de um proeminente sinal dos picos do Lactato
(refletindo presenca de tecido necrético) e Lipideos, tal como se encontra na Figura 5.9 Foi

observada uma similaridade entre os espectros dos pacientes portadores de glioblastoma e

metéastase [71],[89],[90].

5.3.3. Linfoma de Hodgkin Classico

Inicia-se mais freqiilentemente em linfonodos cervicais, progredindo topograficamente no or-
ganismo por contigiiidade. A localizacao do tumor primario é praticamente sempre nos linfo-

nodos. Acometimentos extra-nodais significam tumor secundario. As células neoplésicas sao a
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minoria (menor que 1 %) em um fundo de células reativas (linfécitos, plasmdcitos, eosindfilos),

na maioria dos casos [62].

Amplituce

Frequency (opm)

Figura 5.10: Espectro *H-MRS de um paciente portador de Linfoma Hodgkin Cldssico.

A distribuicao etdria possui um pico de acometimento em criancas e adultos jovens e um pico
menor nas faixas etdrias mais avancadas. O espectro de 'H-MRS do Linfoma de Hodgkin
é caracterizado principalmente por baixos sinais de NAA assim como pela presenca elevada
de lactato e pelos lipideos em baixas quantidades. Observa-se também a presenca de mlno
e uma elevacao no sinal do grupo Glx. Neste estudo, tinha-se um tnico paciente portador

desta patologia.

5.3.4. Ependimoma anaplasico

O ependimoma anaplasico é um glioma maligno de origem ependimario com crescimento
acelerado. Podem originar-se nos ventriculos laterais ou no IV® ventriculo. A distribuicao

etaria é ampla, indo de criangas até a idade adulta [62].

Macroscopicamente, os ependimomas formam massas acinzentadas, bem delimitadas, que
podem ter aspecto em couve-flor (papilifero), e fazer saliéncia no interior do ventriculo, mas

infiltram o tecido cerebral adjacente.

Os ependimomas tém tendéncia a repetidas recidivas pos-cirturgicas e o prognostico final
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Figura 5.11: Espectro ' H-MRS de um paciente portador de Ependimoma anapldsico.

¢ sombrio. Ependimomas comuns sao grau Il e hd ependimomas anaplasicos, considerados

grau [II.

O espectro de 'H-MRS do tinico ependimoma anaplasico incluso neste projeto, é caracteri-
zado principalmente pelo decrécimo no sinal da creatina, baixos sinais de NAA assim como

presenca em pequenas quantidades do lactato, mlno, e Glx.

5.3.5. Ganglioglioma

Gangliogliomas, embora raros, sao os tumores glio-neuronais mais comuns do SNC, podendo
corresponder a 20 % das lesoes ressecadas para tratamento de epilepsia. A maioria ocorre
nos hemisférios cerebrais, especialmente no lobo temporal, e manifestam-se com convulsoes
em cerca de 90 % dos casos. A idade média é 20 anos, e a duracao média dos sintomas é 5
anos. Nao ocorrem em facomatoses ou doencas hereditarias mas podem estar associados a

anomalias do desenvolvimento e desordens de migragao neuronal (displasia cortical) [62].

Podem ser sélidos, constituidos por cisto tnico, ou multicisticos. O tecido entre os cistos
é cinzento e granuloso. Necrose ou hemorragias nao ocorrem, nem efeito de massa, porque o
crescimento do tumor ¢ lento. Microscopicamente, ha uma mistura heterogénea de neuronios

atipicos e glia neoplasica. Pode haver areas s de glia. Os neuronios dismoérficos sao distri-
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Figura 5.12: Espectro ' H-MRS de um paciente portador de Ganglioglioma.

buidos irregularmente, isolados ou em grupos. Ha grande variacao na forma e tamanho dos

neuronios e formas binucleadas sao comuns.

O espectro de 'H-MRS do tnico ganglioglioma deste trabalho é caracterizado principalmente
pelo decréscimo no sinal do NAA, pequenas quantidades de Lactato, mIno, e Glx. A Colina

e a Creatina tém sinais comparaveis em tamanho neste caso.

5.3.6. Linfoma nao Hodgkin

Ao contrario dos Linfomas de Hodgkin, a progressao da doenca nao se faz necessariamente
por contigiiidade, sendo mais freqiientes os casos com acometimento sistémico ao diagnostico,
inclusive com leucemizagao. Nao é infreqiiente o acometimento primario de orgaos extra-

nodais, os sitios extra-nodais mais freqiientes sao o estomago, o anel de Waldeyer e a pele

2.

As células neoplasicas distribuem-se por todo o tecido acometido, com poucas células in-
flamatérias reativas, na maioria dos casos. Distribuem-se por todas as faixas etarias, com

predominio de diferentes subtipos histolégicos nas diversas idades.

O espectro de 'H-MRS do Linforma nao Hodgkin é caracterizado principalmente pelo decrésci-

mo no sinais de quase todos os metabdlitos detectdaveis neste estudo, com excecao dos sinais
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Figura 5.13: Espectro ' H-MRS de um paciente portador de Linfoma ndao Hodgkin.

da Colina e Creatina, que estao elevados.

5.3.7. Cisto Epidérmico

Conhecidos popularmente por ¢istos sebaceos”, os cistos encontrados com maior freqiiéncia
sao os epidérmicos e os pilares. O conteido de ambos nao € sebo e sim queratina, a substancia

que forma a camada mais superficial da pele.

Os cistos epidérmicos sao os mais freqiientes e resultam da proliferagao de células da epiderme

dentro da derme, o que pode ser devido a uma tendéncia genética.

Os cistos pilares sao menos freqiientes e se originam do foliculo piloso, ocorrendo principal-

mente no couro cabeludo. Antigamente eram chamados de cistos sebaceos [62].

As lesoes sao esféricas, geralmente mdveis, indolores, de consisténcia eldstica ou endurecida.
Podem variar de pequenos cistos (menores de lem) até lesdes com vérios centimetros de
tamanho. A cabeca, pescoco e tronco sao as regioes mais afetadas. Os cistos sao assintomaticos
mas, se localizados sobre extremidades dsseas do tronco ou no couro cabeludo, podem causar

incomodo ao deitar ou se encostar.

Em caso de inflamacgao secundaria por ruptura da cédpsula e/ou infeccao, o cisto torna-se aver-
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Figura 5.14: Espectro ' H-MRS de um paciente portador de Cisto Epidérmico.

melhado, quente e doloroso. O tratamento dos cistos é cirtirgico. Dependendo do tamanho,
tipo e localizacao da lesao, o procedimento poder ser apenas a incisao, drenagem do conteido

do cisto e destrui¢ao da capsula com cdusticos [62].

O espectro de 'H-MRS do tnico cisto epidérmico deste trabalho, tem proeminente sinal do
grupo Glx e da segunda ressonancia da Creatina, além da presenca de baixas quantidades de
NAA, Lactato, Creatina e Colina. A presenca do Lactato e Lipideos permitiu a sua identifi-

cacao.

5.3.8. Adenoma

O espectro de 'H-MRS do adenoma incluso neste estudo, é caracterizado principalmente pelo
proeminente sinal do Myo-inositol e da colina, e a suposta nao deteccao ou superposicao da
Creatina com o pico largo da Colina. Alias, ha deteccao de Lactato e Lipideos em pequenas

quantidades [62].
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Figura 5.15: Espectro 'H-MRS de um paciente portador de Adenoma.

5.3.9. Meduloblastoma

Sao tumores de origem neuroectodérmica, mas nao derivam de células da glia e sim de
neuronios imaturos presentes em uma fase do desenvolvimento do cerebelo. A incidéncia
¢ maior na infancia, com pico na primeira década. Porém podem ocorrer em adolescentes e

adultos jovens [62].

Os Meduloblastomas tém localizacao cerebelar exclusiva, isto é, nao sao encontrados fora do

cerebelo. Isto se deve a que suas células de origem existem apenas no cerebelo.

Eles formam massas relativamente bem delimitadas, em geral na linha média (vermis) do
cerebelo. Comprimem o IV° ventriculo, obstruindo o fluxo liquérico, causando hidrocefalia e
hipertensao intracraniana. Esta é a situagao mais comum na infancia. Em pacientes de mais

idade, a tendéncia é a localizagdo em um hemisfério cerebelar [91],[94],[92],[93],[93].

O tumor é branco ou réseo-acinzentado, homogeneo. Geralmente nao ha necrose nem hemo-
rragias. Apesar de aparentemente bem delimitado, o tumor é altamente infiltrativo e apre-
senta forte tendéncia a disseminacgao pelas leptomeninges de todo o neuro-eixo, em especial

do proprio cerebelo e da medula espinhal.

O espectro de 'H-MRS do meduloblastoma correspondente a um paciente pedidtrico incluso
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Figura 5.16: Espectro ' H-MRS de uwm paciente portador de Meduloblastoma.

neste estudo, foi caracterizado principalmente pelo decréscimo na amplitude da maioria dos
metabodlitos e pela presenca de um proeminente sinal da colina, caracteristica tipica neste

tipo de patologia.

5.3.10. Limitacoes da técnica de MRS in-vivo

As principais limitagoes da técnica de MRS in-vivo estao relacionadas basicamente ao pro-
cesso de aquisicao dos dados. O uso de alto ou baixo campo magnético na aquisicao dos
espectros é determinante na boa resolugao dos picos, especialmente dos multipletos e outras
ressonancias de baixa intensidade que terminam-se por se superpor a outras maiores, dificul-
tando a quantificagao apropriada do metabdlito, varidvel que serda determinante nos estudos

classificatorios.

Outra limitacao da técnica estd relacionada ao posicionamento do voxel. Os tumores podem
ser muito heterogéneos e o espectro resultante deles pode conter informacao de mltiplos
compartimentos: tecido tumoral, areas de necrose, areas cisticas, tecido infiltrado pela lesao.
Cada um desses tecidos encerrados pelo voxel, traz informagao que poderia alterar os resul-

tados da classificacao final do tumor em estudo.

Também pode-se ter o caso em que no mesmo voxel hé células com distinto grau tumoral,
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entao o espectro nao se correlaciona com o diagnéstico determinado pelas andlises histopa-
tologicos. Esta limitagao é propria das técnicas de localizacao de voxel tinico e se corrige em
grande parte ao usar técnicas de multi-voxel, ja que a totalidade do tumor é estudada, ainda

que com menor resolucao espacial do que em voxel tnico.

Apesar das limitacoes citadas acima, a técnica espectral MRS in-vivo para diagndstico e
classificacao de tumores cerebrais tem mostrado uma correlacao boa ao compara-la com os
resultados vindos do diagnéstico da MR de imagens ou da anélise histopatoldgico, por isso,
é importante seguir avancando e aperfeicoando os processos de aquisi¢ao e pds-processamento
de dados para a melhor quantificagao dos sinais dos principais metabdlitos detectdaveis no

cérebro humano.



Conclusoes

Este trabalho de tese teve por objetivo estudar a técnica de Espectroscopia de MR in-vivo, e
aplica-la para o estudo e classificacao de tumores cerebrais. As principais conclusoes atingidas

através deste estudo foram:

= A espectroscopia de MRS in-vivo permite identificar e quantificar os padroes metabdli-
cos de diferentes tipos de tumores cerebrais e fornece informacao que poderia ser apli-
cada no diagnostico clinico da doenca, ja que os resultados da classificagao de tumores

mostraram resultados satisfatdrias.

= A MRS in-vivo é uma ferramenta ttil na diferenciacao de tecido normal e patoldgico.
Neste estudo ela permitiu por ambos os métodos obter uma porcentagem de acerto
de 100 % ao distinguir individuos controles de pacientes com tumores cerebrais, e em
média 82 % ao distinguir entre tumores neurogliais de alto grau, tumores nao neurogliais
e astrocitomas pilociticos com o método automatico AMARES e 62% com o método

manual.

= As concentragoes estimadas obtidas com dados de MRS in-vivo nao sao susceptiveis a
artefatos como a degradacao do tecido ou mudancas nas quantidades de metabdlitos
de interesse devido a manipulagao das amostras como no caso das técnicas alternativas
ex-vivo de alta resolucao ou outras técnicas invasivas. Portanto a estimativa das con-

centracoes dos metabdlitos de interesse detectados e quantificados com a técnica MRS
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in-vivo, permite obter uma analise realista do estado fisiolégico do tecido cerebral e
da patologia estudada. Entretanto, uma limitagao da técnica estd relacionada com a
resolucao dos espectros obtidos a baixo campo magnético no ambiente clinico (1.5 - 3.0
T) e o conseqiiente decréscimo na quantidade de biomarcadores metabélicos detectados

devido a superposicao de sinais com freqiiéncias de ressonancia préximas.

As principais limitagoes da técnica de MRS in-vivo estao relacionadas basicamente ao
processo de aquisicao dos dados. Para obter concentracoes confidveis com dados de
MRS in vivo, é preciso considerar métodos adequados de aquisi¢ao e processamento. O
processo de aquisicao de dados veé-se influenciado por uma profusao de parametros, entre
eles, os tempos de relaxacao, as eddy-currents, a homogeneidade do campo magnético
na amostra estudada etc. Particularmente, neste estudo, a variabilidade no ntimero de
espectros adquiridos por paciente foi determinante na qualidade final do espectro in

vivo dificultando o processo de classificagao entre os grupos de tumores.

Neste estudo, foi possivel ver a diminuicao paulatina com o grau tumoral das quan-
tidades de Lactato e lipideos nos grupos tumorais e a nao deteccao deles no tecido
de sujeitos normais. Em tumores gliais de alto grau e tumores nao neurogliais foi de-
tectado o dobro da quantidade de lactato e lipideos que no grupo tumoral de menor

agressividade, o astrocitoma pilocitico.

Outro metabdlito de importancia na classificacao de tumores é o Myo-inositol, ja que
tem-se reportado um decréscimo deste metabdlito com relagao ao grau tumoral, fato
corroborado neste estudo, onde, os tumores neurogliais de alto grau possuiam maior
quantidade deste metabdlito com relacao aos outros dois grupos de menor grau de
agressividade, e conseqiientemente, ao grupo controle onde o Myo-inositol. é quase

imensuravel.

Os meningeomas apresentaram a maior quantidade de Colina com relagao aos outros

grupos tumorais, e contrario ao esperado, apresentaram quantidades dectectaveis de

NAA.

= Diferentemente do método automaético que permitiu quantificar 9 ressonancias de 6
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metabdlitos, o método manual detectou somente 6 delas, mostrando isto uma das van-
tagens no uso da quantificagao automatica dos espectros de MRS in-vivo. A manipu-
lacao minima dos sinais foi o ponto chave neste caso, j4 que o método manual utilizou
o procedimento de apodizacao que faz com que muitos dos sinais de baixa intensidade
(como o caso do grupo Glx) se superponham aos de metabdlitos préximos detectaveis

mais facilmente.

A 'H-MRS in-vivo fornece informacao completamente diferente ao compard-la com
as técnicas de imagens, no entanto, pode-se realizar na maioria dos scaners de MRI
usados na radiologia clinica. Ela permite compilar maior informagcao sobre a bioquimica
tumoral, esta informacao junto a fornecida por outras técnicas como DNA microarrays
e espectroscopia de alto campo ex-vivo e espectroscopia de multi-voxel permitiria ter
uma visao geral e realista dos mecanismos de desenvolvimento e propagacao dos tumores

cerebrais.

Apesar das limitagoes da técnica, a MRS in-vivo para diagnéstico e classificacao de
tumores cerebrais tem mostrado uma correlacao boa ao compara-la com os resultados
vindos do diagnostico da MR de imagens ou da analise histopatoldgico, por isso, é impor-
tante seguir avangando e aperfeicoando os processos de aquisi¢ao e pds-processamento
de dados para a melhor quantificacao dos sinais dos principais metabdlitos detectaveis

no cérebro humano visando no futuro o diagndstico automatico de tumores cerebrais.
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Abstract

Aim: The main goal of our work was to corroborate the usefulness of proton magnetic resonance
spectroscopy ('H-MRS) for the classification of brain tumors through a pilot study comparing
results obtained by manual and automatic quantification of the metabolites.

Materials and Methods: In-vivo single-voxel 2 Tesla '"H-MRS at an echo time of 136 ms was
performed in 24 control subjects and 30 patients with brain neoplasms that included
meningiomas, high and low grade neuroglial tumors, pilocytic astrocytomas and metastases.
Time domain fitted areas of seven metabolites (Lactate, Lipids, N-acetylaspartate, Glutamate and
Glutamine group, Creatine, Choline, Myo-inositol) were evaluated in all spectra using two
methods: the AMARES (Advanced Method for Accurate, Robust and Efficient Spectral fitting)
quantification method implemented into the jJMRUI software (http://www.mrui.uab.es) and the
manual method consisting of integration of manually defined peak areas.

Results: Both automatic and manual analyses showed differences in metabolite amounts among
tumor groups and controls (p < 0.005). The accuracy was 78% for high grade neuroglial tumors,
70% for meningiomas, 98% for pilocytic astrocytomas and 100% for control subjects in the
automatic method and 75% for high grade neuroglial tumors, 55% for meningiomas, 56% for
pilocytic astrocytomas and 100% for control subjects in the manual method.

Conclusions: This study confirmed that MRS is useful on differentiating normal and tumoral
brain tissue and confirmed the superiority of the automatic quantification method. A better model

to classify tumors according to histological type is expected, once the sample size is expanded.

1. Introduction

In-vivo Proton Magnetic Resonance Spectroscopy ('H-MRS) is a revolutionary and promising
approach to assess biochemical content and pathways developed in normal and pathological
tissue [1]. In the brain, where 'H-MRS is frequently applied, it complements the information

given by magnetic resonance (MR) images [2, 3]. Quantification of the principal metabolites
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detected by MRS at long or short echo times can provide quantitative information about these
substances, which are involved in different processes in the nervous system. In brain tumors,
biochemical pathways as glycolisys can increase lactate levels, enzymatic abnormal activation
can increase choline levels and neuronal damage can decrease N-acetylaspartate (NAA) levels.
Also, many other known and unknown pathological conditions related to genetic, osmotic,
nutritional and energetic stresses change the concentrations of these metabolites, as well as the

concentrations of other detectable metabolites such as creatine and lipids.

Several studies have been aimed at assessing the metabolic patterns of brain tumors, attempting
to classify them according to histological diagnosis, aggressiveness, clinical outcome etc [4-10].
Some studies have been directed towards the comparison between different kinds of spectral
fitting methods, either in the time [11] or frequency domain [12]. The aim of our work was to
perform the quantification of a control and tumor MRS brain database, using an automatic
method (AMARES) [13], and verify whether this showed any improvement over the manual one.
The more accurate measurement of these metabolites concentrations can contribute to the
improvement of diagnosis and treatment, and increase our knowledge about brain tumors

metabolism.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Subjects

The "H-MRS spectral data used in this study were provided by the Clinical Hospital and
Neuroimage Laboratory (LNI), State University of Campinas, Campinas, Brazil. It consisted of
spectra acquired from 24 normal subjects (control group) and 30 patients with different brain
tumor types. This study was approved by the Ethical Committee of our University and all

subjects signed an Informed Consent. Subject ages ranged from 4 to 80 years old.

Patients with tumors were divided into 5 groups according to histological type: 1) high grade
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neuroglial (12 patients), 2) low grade neuroglial (3 patients), 3) non-neuroglial (7 patients), 4)
pilocytic astrocytoma (7 patients), and 5) metastases (1 patient). However, due to the small
number of patients in groups 2 and 5, only the remaining three groups (1, 3 and 4) and the control
group (group 6) were used to perform the statistical classification. Patients were not receiving any
kind of treatment (clinical or surgical) since the scans in question were the first step of the

clinical investigation. Figures 1 to 4 show examples of spectra from these groups.

2.2 'H-MRS Parameters

The MRS data was acquired at 2.0 T using a head coil in an Elscint Prestige Scanner (Haifa,
Israel), using a PRESS sequence with repetition time TR = 1500 ms, echo time TE = 136 ms,
spectral width SW = 1000 Hz and 1024 complex data points. Voxels for the control subjects were
localized in the white matter, thalamus or temporal regions, whereas for the patients the voxels
were positioned inside the tumor volume. All voxels were 2x2x2 cm®. Common procedures used
in MRS studies, such as automatic shimming, water suppression through CHESS pulses and
eddy-currents compensation, were performed for all acquisitions. Tr-weighted MR images were

also acquired in order to visualize the affected area of the brain.

2.3 Post-processing and quantification of the signals

2.3.1 Automatic method

Automatic post-processing of spectral signals was done using the jJMRUI software. In order to
compensate for a small frequency drift of our equipment, we first phased the water peak in all the
signals for each acquisition using a reference signal (acquired without water suppression), then
frequency-aligned those signals based on the water peak, and finally averaged the signals to
obtain a higher Signal to Noise Ratio (SNR) spectrum. Next the residual water signal, centered at

4.68ppm, was filtered using the Hankel Lanczos singular value decomposition (HLSVD) routine.
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Neither truncation nor apodization procedures were applied to the data. Finally, the metabolite
peaks of interest were quantified using the AMARES method of time-domain quantitation [13].
Prior knowledge was used in the quantification process [14], selecting the frequency ranges
shown in Table 1 for each of the metabolite resonances used as markers in the classification
scheme. The name of the resonance range was given according to the metabolite with largest

contribution.

Values for the linewidth ranges were set to 2 — 8 Hz, and no assumptions were made for
metabolite peak amplitudes or phases, with exception of the relative phase of the Lactate peak

which was fixed to 180 degrees. Finally, Lorentzian lineshapes were imposed for spectral fitting.

The AMARES method is a time-domain quantification procedure used to calculate the
amplitudes of the metabolites in noisy MR spectra. This method uses the following model

function to fit each metabolite peak:

K
y, =7, +e, =Zakef¢ke<—dk+]znmtﬂ +e, n=0,1..N-1, (1)
k=1

where ay is the amplitude, ¢ is the phase, d; is the damping factor, and f; is the frequency of the
k-th sinusoid (k = 1,...,K); t, = At +ty with At the sampling interval, ¢, is the time between the
effective time origin and the first data point to be included in the analysis, and e, is complex
white Gaussian noise. y represents the model function, while the actual measurements are

represented by y [13].

The AMARES method provided estimates for the peak frequency, amplitude, phase, and
linewidth of the aforementioned resonances (Table 1). We normalized the peak area of each
metabolite by the sum of all peaks areas. This is more trustworthy than using the Creatine peak
amplitude as a reference, since the concentration of this metabolite varies in unpredictable ways

in tumors.
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2.3.2 Manual method

The manual post-processing of spectral signals consisted in the use of apodization, varying from
2 to 3Hz, and manual phasing of the spectra. Truncation of initial points of the FID and zero-
filling (by a factor of 2) was also used, when necessary. The quantification of metabolites
consisted in integrating peak areas, which was done by manually defining the center frequency
and the initial and final points of each peak. This procedure was performed directly on the
scanner console by a neuroradiologist, and only the main metabolite resonances for each group

were quantified: LIP, LAC, NAA, CRE (3.03 ppm), CHO and MINO (see Table 1).

Main metabolite Frequency range (ppm)
Lipids (LIP) 0.85-1.0

Lactate (LAC) 1.15-1.55
N-acetylaspartate (NAA) 1.98-2.08
Glutamate and Glutamine 2.31-2.60 and 3.65-3.81
(GLX and GLX;)

Creatine (CRE and CRE,) 2.98-3.08 and 3.83-3.93
Choline (CHO) 3.16-3.26
Myo-inositol (MINO) 3.36-3.61

Table 1: Resonance frequency ranges used as prior knowledge in the AMARES quantification
method. Ranges were centred in values found in [15] and [6].

2.3.3 Histological analysis

Patients underwent surgery or biopsy for the treatment or diagnosis of brain tumors. The tissue
specimens were processed for routine histopathology. Diagnosis was performed on 10 mm thin
cryostat sections after hematoxylin—eosin staining and followed the World Health Organization

(WHO) classification system [16].
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2.4 Statistics

We tested the significance of the main metabolites (NAA, Creatine, Choline, Lactate, Lipid and
Myo-Inositol) in each group using Analysis of Variance (ANOVA). Linear Discriminant
Analysis (LDA) was used to obtain a classification model for the groups using combinations of

metabolites amounts [17,18].

3 RESULTS

3.1 Patients Groups

3.1.1 Group 1: High Grade Neuroglial Tumors

This group, composed of 12 subjects, contained the most aggressive parenchyma type of tumor. It
was characterized by NAA and Creatine decreased peak amplitudes, metabolic changes usually
correlated to neuronal damage and abnormalities in energetic metabolism, respectively. The
presence of Lactate is consistent with the tumoral agressiveness. A lipid peak was detected
correlating with necrotic tissue, usually present in these tumors (Figure 1). The manual method
correctly classified 75% of the patients for this group, against 78% correct classification achieved

with the automatic method (see Table 2).

3.1.2 Group 3: Non-neuroglial Tumors

This group contained extra parenchyma originated tumors. In our study, it was composed of 7
meningiomas (tumors that arise from the arachnoidal cap cells of the meinges). The main
characteristic of these spectra was the prominent Choline signal (Figure 2). Peaks that
characterize brain tissue, such as NAA and Creatine, were decreased. The manual method

obtained 55% and the automatic method 70% of correct classified patients (see Table 2).
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1- High
3- Non- 4- Pilocytic
Metabolites Grade 6- Control
neuroglial | Astrocytoma
Neuroglial

Lipids 0.222+0.313 | 0.276+0.631 | 0.177+0.245 0

Lactate 0.358+0.405 | 0.335+0.612 | 0.260+0.270 0
NAA 0.175+0.143 | 0.085+0.118 | 0.211+0.206 0.412+0.122
Glx 0.098+0.064 | 0.093+0.089 | 0.100+0.073 0.062+0.032

Automatic
hod Creatine 0.187+£0.075 | 0.106+0.107 | 0.223+0.111 0.266+0.045
metho

Choline 0.425+0.200 | 0.539+0.315 | 0.398+0.168 0.265+0.084
mlnositol 0.048+0.080 | 0.043+0.043 | 0.038+0.057 0.012+0.014
Glx 2 0.080+0.053 | 0.089+0.064 | 0.084+0.070 0.040+0.035
Creatine 2 | 0.0131+0.083 | 0.063+0.072 | 0.061+0.082 0.173+0.099

Lipids 0.133+0.262 0 0 0

Lactate 0.079+£0.109 | 0.056+0.072 | 0.150+0.185 0
Manual NAA 0.072+0.073 | 0.101+0.105 | 0.190+0.111 0.282+0.117
method Creatine 0.114£0.070 | 0.154+0.143 | 0.114+0.094 0.251+0.173
Choline 0.427+0.192 | 0.580+0.269 | 0.401+0.178 0.242+0.107
mlnositol 0.175+£0.099 | 0.110+£0.113 | 0.146+0.151 0.225+0.250

Table 2: Metabolites means and SD calculated with the automatic (top) and the manual (bottom)

quantification methods for the selected tumor groups.

3.1.3 Group 4: Pilocytic Astrocytoma

The Pilocytic Astrocytoma group, which is a benign neuroglial tumor type, was composed of 7
subjects in our study. Similarly to the high grade neuroglial group, spectra in this group were
characterized by the decreased signal of NAA and Creatine and the presence of Lactate (Figure
3). For this group, the manual method achieved a classification rate of 56%, and the automatic

method a rate of 98% (see Table 2).
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3.1.4 Group 6: Control subjects

This group is primarily characterized by prominent signals of N-Acetylaspartate, Choline and
Creatine, and by the absence of metabolites like Lactate or lipids (see Figure 4). The control

group was correctly discriminated by both methods in 100% of the subjects (see Tables 4).

3.2 One-Step Classification of Groups

Figures 5 and 6 show the ANOVA [19] results for the automatic and manual methods
respectively, which are also summarized in Table 2. The graphs in these figures show the mean
values of relative peak areas for each resonance range within each tumor group (1, 3, 4 and 6,
where 6 is the control group). We can see that both automatic and manual analyses show
differences in metabolite amounts among tumor groups and controls (p < 0.005). The manual
analysis presented larger standard deviation (SD) for the measurement of Choline, Creatine and
Myo-inositol peaks. Note that in Figures 5 and 6, as well as in Table 2, the manual method shows
results for less resonances than the automatic one: this is one of the limitations of the former
method, since due to the post-processing techniques used such as apodization, peaks are enlarged

and fewer resonances remain detectable.

3.2.1 Manual and Automatic Method

Tables 3 and 4 show the results of the leave-one-out Linear Discriminant Analysis (LDA) [20].

The automatic method obtained a larger classification rate for all tumor groups as expected.

Differentiation between normal and tumoral tissue was confirmed as expected.
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Tumor Group N | Automatic Method | Manual Method
1 - Neuroglial 12 78% 75%
3 - Non neuroglial 7 70% 55%
4 - Pilocytic Astrocytoma | 7 98% 56%

Table 3: Percentage of correct classification obtained by Linear Discriminant Analysis tested by

the Leave-one-out method.

Groups | N | Automatic Method | Manual Method
Tumors | 26 92% 92%
Controls | 24 100% 100%

Table 4: Percentage of correct classification obtained by Linear Discriminant Analysis tested by

the Leave-one-out method to differentiate normal from tumoral tissue.

Figure 7 displays discriminant distributions of tumor groups for both methods. The factors 1 and
2 in those graphs indicate main numerical characteristics calculated by LDA that are able to
discriminate among groups. We can see with these graphs that the automatic method had best
results for tumor groups: it showed less variability within groups and better separation among
groups. In particular, Group 4 (Pilocytic Astrocytoma) was well separated from the other tumor

types by this method. The manual method presented broader and more overlapped distributions.

4 DISCUSSION

Several limitations can interfere in the classification of brain tumors using 136ms echo time
metabolite markers from 'H-MRS in vivo signals. Inherent to the technique are: the low to
medium magnitude (1-3 Tesla) of the magnetic fields used in clinical applications, together with
the low sensibility of the technique (due to low concentrations of studied metabolites in the
human body), which result on low SNR; the impossibility of controling the sample’s temperature

which results in different chemical shifts from the expected values; magnetic field
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inhomogeneities arising from a number of different factors (such as eddy-currents) that contribute
to the uncertainty of the measurements; the residual signals from water and fat that modify the
baseline: all these problems combine to result in a measured MRS signal of low SNR. These

limitations may have influenced our results independently of the quantification method used.

Also, we agree with Lukas et al. [6] in that the limited number of patients per group makes it
difficult to build a classifier with a high generalization capacity. In addition, noise due to
artifacts, as aforementioned, can reduce the quality of spectral data and consequently difficultate
the calculation of metabolite concentrations, even using an automatic method. This partially

explains the fact that we have a pronounced overlap between the spectra of different tumor

groups.

Even with this limitation, we found, using both (manual and automatic) analyses, a metabolic
pattern in tumors and controls that is in agreement with previous and recent studies [3, 4, 6, 7, 21-
25]. Tumors were marked by NAA and Creatine reduction, Choline increase and by the presence
of Lactate and Lipid peaks in some groups. It is important to notice that both methods classified
all controls correctly, proving the efficiency of the MRS technique on discriminating between
normal and pathological tissue. The most evident difference between automatic and manual
analyses was the better classification of high grade tumors obtained by the first one. We attribute
this improvement mainly to constancy of the automatic method in the measurement of the
Creatine and Choline peaks. Due to the apodization used in the manual procedure, these peaks
were very often overlapped, causing a large variation in the manual determination of peaks limits.
This is confirmed by the larger standard deviations found for these measurements. This was
particularly true in high grade neuroglial tumors, where the cellular heterogeneity and the
microscopic areas of necrosis can cause a global decrease in peak amplitudes and damage
resolution. Also, in general, the manual method has more sources of error than the automatic one,

mainly due to dependency on the analyst subjectivity, particularly in the phasing procedure.
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5 CONCLUSION

We confirmed that manual and automatic analyses of MR spectra were able to differentiate
normal from tumoral tissue. Automatic analysis was more accurate in classifying all tumor
groups. The automatic method was acceptable enough to build a model for classifying tumors
studied in this work by their histological diagnosis and, despite the small number of subjects used
in the study, the automatic and manual method were in agreement, confirming the superiority of
the first one. We believe a better classification of brain tumors according to clinical parameters

will be possible by expanding our sample database.
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Figure 2: 'H-MRS estimated spectrum of a patient with a non-neuroglial tumor.
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Figure 5: ANOVA test of resonance groups detected with the Automatic method (LIP, LAC,
NAA, GLX, CRE, CHO, MINO and GLX2). Graphs show mean peak area for each tumor group
(1, 3 and 4) and the control group (6).
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Figure 6: ANOVA test of all resonance groups detected with the Manual method (LIP, LAC,
NAA, CRE, CHO, MINO). Graphs show mean peak area for each tumor group (1, 3 and 4) and
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Anexos

Estudo de perfis metabdlicos ex vivo em tumores
cerebrais pediatricos atraveés da técnica HR MAS (High
Resolution Magic Angle Spinning Spectroscopy)

Abstract

Brain tumours are the most common solid tumours in children and a major cause of children
mortality. The most common paediatric brain tumours are those located in the posterior fossa.
These children brain tumours are highly heterogeneous for histology, prognosis and therapeutic
response. Subtle biochemical changes can be detected in intact tissues by HR-MAS revealing the
status of tumor micro-heterogeneity, observing tumor metabolic alterations before they are
morphologically detectable, and correlating them to histopathological features and diagnosis. In
this study, we present metabolic profiles by HR-MAS of 20 intact tissue samples from paediatric
brain tumours. Types of tumour include medulloblastoma, pilocytic astrocytoma and
ependymoma. The metabolic characterization of paediatric brain tumour tissue by HR-MAS
NMR spectroscopy provided differential patterns for these tumours. The metabolic composition
of the tumour tissue was highly consistent with ‘in vivo’ and ‘ex vivo’ previous studies. Some
resonances detected in this work and not previously obtained by in vivo spectroscopy show also
some potential as biomarkers of tumour type and grade. Overall, this work suggests that the
additional information obtained by NMR metabolomics applied to tissue from paediatric brain

tumours may be useful for assessing tumour grade and determining optimum treatment strategies.

Keywords: paediatric brain tumors, medulloblastoma, ependymoma, pilocytic astrocytoma,

biochemical profiling, HR-MAS, metabolomics.
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Introduction

Brain tumours are the most common solid tumours in children and a major cause of children
mortality. The most common paediatric brain tumours include cerebellar astrocytomas,
medulloblastomas and ependymomas. These children brain tumours are highly heterogeneous for
histology, prognosis and therapeutic response. Medulloblastomas, the most frequent malignant
CNS neoplasm in children, usually located in the mid-line, are characterized, like other
embryonic neuroepithelial tumours, by undifferentiated cells. They are classified as WHO grade
IV, and are among the aggressive types of tumours that affect children [1]. Many
medulloblastomas appear on MRI images as solid, contrast-enhancing masses dropping from the
vermis into the ventricular cavity of the fourth ventricle [2]. Their metabolic profiles have been
characterized mostly by using in-vivo spectroscopy in 1.5 T clinical scanners. In these profiles,
higher levels of taurine with respect other type of tumours, seems the predominant metabolic
feature [3]. Ependymomas, on the other hand, constitute 5-7% of all CNS intracranial tumours
and are predominantly present in the first two decades of life. The fourth ventricle is the most
common location for ependymomas. Cellular and anaplastic ependymoma are WHO grades 11
and III, respectively. Despite that MRS spectra from both, the cellular and anaplastic
ependymomas, exhibit considerable heterogeneity, their metabolic differentiator is the relative
level of N-acetyl-aspartate (NAA) in comparison to other tumours [3]. Prognosis, treatment
strategy and survival rates in cases of medulloblastoma and ependymoma depend on many
factors. Children with aggressive tumor pathologies are stratified for therapeutic purposes
according to age and metastatic status, factors that will also determine the neurological side
effects after surgical resection. Finally, pilocytic astrocytomas are usually indolent tumours that
have excellent survival rates. They are WHO grade I tumours which most common anatomic site
of origin for pylocytic astrocytomas in childhood is the cerebellum. MRI of pilocytic
astrocytomas shows the typical macroscopic appearance of a well-demarcated lesion with a solid
nodule and a cystic component [2]. Low levels of creatine, myo-inositol and taurine are the most

relevant features of the MRS metabolic profile of pylocytic astrocytoma [3]. Therefore, there are
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some in vivo MRS biomarkers for helping in the non invasive diagnosis of children brain
tumours. However, in vivo MRS of children brain tumours still exhibits some limitations. First,
the tumour size in paediatric patients is often smaller than the optimum voxel size, leading to
contamination problems and often for magnetic field susceptibility artefacts. Second, magnetic
field strength and, therefore resolution, is limited in clinical environments. Global metabolic
profiles by high resolution NMR, performed on tumour tissue obtained at surgery, may support

diagnosis when the conventional approaches are not sufficient.

High-Resolution Proton Magnetic Angle Spinning Spectroscopy (‘H HR-MAS) spectroscopy is a
powerful technique being broadly applied in metabolomics of intact tissues [4], cells and
biofluids [5, 6, 7], which also has been successfully applied to the characterization of different
types of cancers [8-10]. Subtle biochemical changes detected in intact tissues (ex-vivo) by 'H
HR-MAS reveal the status of tumor micro-heterogeneity, observe tumor metabolic alterations
before they are morphologically detectable, and correlate them to histopathological features and
diagnosis. Thus, the precise determination of biochemical and metabolic profiles in intact tissue
promises to extend the possibilities of high resolution MR spectroscopy as a medical diagnostic
tool.  For non-solid or highly viscous liquids, HR-MAS spectroscopy allows the reduction of
most of the line broadening associated to restricted molecular motion, chemical shift anisotropy,
dipolar coupling and field inhomogeneity by high-rate spinning of the sample at the magic angle
0 =54.7°[11,12]. The potencial of HR-MAS applications to the study of intact tissues (ex-vivo)
has been widely demonstrated and provides further advantages over traditional high resolution
liquid NMR of tissues extracts (in vitro) [13]. High resolution NMR on extracts of excised
tissues requires large amounts of sample (> 0.25 g of tissue) [14]. Moreover, extraction methods
usually discriminate metabolites on the basis of solubility in a particular solvent. Although it has
some minor limitations associated mainly to the spinning of the samples (spinning side-bands,
spinning degradation effects and spinning temperature gradients among others), HR-MAS is a
non-destructive technique, which requires minimal sample preparation, and allows the

observation of most of the tissue metabolites and dynamic interactions in an extremely reduced
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sample quantity (~mg). This technology can supplement histopathological examination and
improve brain tumor diagnostic [10,15]. The similarities between ‘ex-vivo’ and ‘in-vivo’ spectra
found in studies of different primary brain tumors in childhood allow a better interpretation of in-
vivo MR spectra and increase the clinical potential of the method [16]. HR-MAS spectra
generate metabolic profiles that contain information on physiological and pathological status.

This approach can be used to define the metabolomic phenotype of a tissue.

The aims of this study are to obtain high resolution NMR metabolic profiles of paediatric
medulloblastomas, ependymomas and pilocytic astrocytomas by using 'H HR-MAS, to further
characterize possible differences among these three types of tumors and to identify additional
potential diagnosis biomarkers. Twenty pediatric brain tumor samples underwent 'H HR-MAS
spectroscopy measurements. Principal component analysis (PCA) performed over the 'H HR-
MAS spectra region between 0.5 and 4.5 ppm allowed to identify metabolic differences among
these types of tumour and provided a set of relevant metabolites, which are proposed as potential

childhood brain tumour markers.

Methods

Patient Demographics and tissue samples

Twenty tissue samples of paediatric brain tumours were obtained during craniotomy (see tumour
localization in Table 1) at the “Foundation against the childhood neurological diseases”, FLENI
(Argentina). The tissue was collected by anatomopathologist for routine histological analysis.
The study was approved by the local Ethics Committee and informed parental consent was
obtained. The remainder tissue was immediately put in cryogenic vials and snap-frozen in liquid
nitrogen. All samples used for histopathological examination were fixed in formalin and
embedded in paraffin wax by a pathologist. Routine methods were employed for histopathology

studies. All snap-frozen samples for HR-MAS were stored in a freezer at -80 C until further
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analysis. Subject ages ranged from 10 months to 15 years. Three types of tumours were included

in the study: medulloblastomas, pilocytic astrocytomas, and ependymomas.

HR-MAS sample preparation

Total sample preparation time for each sample prior to NMR detection was less than 5 min. All
the material to be in contact with the tissue was pre-cooled to reduce tissue degradation during
the sample preparation process. Frozen samples were taken from the ultra-freezer and
immediately placed in a cryo-vial and in liquid N, until insertion in a 4-mm outer diameter ZrO,
rotor. The HR-MAS tissue sample was split from the whole frozen tumoral mass submerged in
liquid nitrogen. The pre-cooled rotor was filled with cooled D,O after tissue sample insertion.
Cylindrical inserts were used in all the cases, limiting the rotor inner volume to 50 pl. Exceeding
D,0 was removed before rotor sealing. Tissue samples were weighted in the rotor before D,O

addition and HR-MAS measurements. The mean sample weight was 24.2 + 8.8 mg.

HR-MAS spectroscopy

HR-MAS experiments were conducted in a Bruker Avance DRX 600 spectrometer (Valencia,
Spain) operating at a 'H frequency of 600.13 MHz . The instrument was equipped with a 4 mm
triple resonance 'H/">C/">’N HR-MAS probe with magnetic field gradients aligned with the magic

angle axis.

For all experiments, samples were spun at 5000 Hz to keep the rotation sidebands out of the
acquisition window. Lock homogeneity was achieved by extensive coil-shimming using the 1D
water pre-saturation experiment in interactive mode as control. Alanine doublet at 1.478 ppm was
used for lock homogeneity shimming, as described elsewhere [10]. Nominal temperature of the
sample receptacle was kept at 273K, using the cooling of the inlet gas pressures responsible for
the sample spinning. This value corresponded to the temperature measured from the

thermocouple just below the rotor in the probe. The effect of sample rotation was to slightly
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increase this value. Internal measurement using a 100% MeOH sample in a 4 mm rotor spinning
at the same frequency provided a corrected internal value of 277K. In order to minimize the
effects of tissue degradation, which would alter the metabolite composition of the biopsy, all ex
vivo spectra were acquired at this temperature of 277K. A total of 10 min was allowed for the
temperature of the sample to reach steady state before spectra were acquired. A single-pulse pre-
saturation experiment was acquired in all the samples. Number of transients was 256 collected
into 32 k data points for all the experiments. Water pre-saturation was used during one second
along the recycling delay for solvent signal suppression. Spectral widths were 8000 Hz for 'H.
Before Fourier transformation, the free induction decay was multiplied with a 0.3 Hz exponential
line broadening. Chemical shift referencing was performed relative to the Alanine CHj signal at
1.478 ppm. For assignment purposes, two-dimensional (2D) homo (2D-TOCSY) and

heteronuclear (2D-1H,13C-HSQC) experiments were acquired on some selected samples.

Spectral analysis

All 20 spectra were processed using TopSpin 1.5 (Bruker Biopsin GmbH, Rheinstetten ,
Germany) and transferred to MATLAB (MathWorks Inc, 2006) using in-house scripts for data
analysis. The chemical shift region including resonances between 0.50 and 4.50 ppm (the
aliphatic region) was investigated. The spectra were normalized to total aliphatic spectral area to
eliminate differences in sample weight. The spectra were binned into 0.01 ppm buckets and
statistical analysis was performed using in-house MATLAB scripts and the LIBRA statistical
multivariate analysis library [17]. Robust Principal Component Analysis (RPCA) was applied to
the set of spectral vectors. Principal components were chosen to explain at least 90% of the
variance. The loading plots of the corresponding Principal Components were used to detect most
discriminative metabolites. Signals belonging to these selected metabolites were integrated and
quantified. One-way-analysis of variance (ANOVA) was used for the determination of statistical
significance of the corresponding integrals among medulloblastomas, pilocytic astrocytomas and

ependymomas by group means. The significance of the test was determined at the p<0.05 level.
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Results and Discussion

Spectral features

All NMR spectra showed narrow line widths and adequate signal-to-noise ratios with well
resolved spin-spin multiplicities. Representative 1H HR-MAS spectra of paediatric
medulloblastoma, ependymoma and pilocytic astrocytoma are shown in Figure 1. HR-MAS
spectra exhibit higher signal-to-noise ratio and resolution than in vivo spectra, allowing the
identification and quantification of many more resonances (Figure 2). Metabolite spin systems
and resonances were identified by using literature data [10] and additional 2D homo and multi-
nuclear experiments collected in selected samples. The 1D single-pulse pre-saturation experiment
provides complete and unambiguous identification of the metabolic pattern characterizing the
examined tissues. Spectra with most relevant metabolites labelled are shown in Figures 2, and 3.
In all spectra, the aliphatic region had prominent signals of water-soluble metabolites such as
lactate, creatine, taurine, phosphoethanolamine, glycerophosphocholine, phosphocholine, and
choline. Choline compounds, which are highly overlapped in in-vivo spectra, were resolved by
ex-vivo 'H HR-MAS spectroscopy detecting separately the three different peaks of GPCho, PCho
and free-Cho, being free-Cho and PCho the most prominent signals found in all groups of
tumours, suggesting that they are the main contribution to the total signal detected and reported in
the in-vivo studies with MRS at low-field strength (1.5-3.0 T). This distinction is important
because PCho appears to play some role in carcinogenesis through the overexpression of choline
kinase. Multiplets hardly resolved in conventional clinical scanners (1.5-3.0 T), like glutamine
and glutamate, were clearly identified by HR-MAS spectroscopy. The endogenous compounds
detected in the spectra also include standard amino acids like glycine, leucine, isoleucine, valine,
alanine, lysine, asparagine and aspartic acid. Other signals observed included glucose, [I-
aminobutyric acid and glycerol. Prominent broad signals belonging to lipids and fatty acid chains

were also detected.
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The risk of overestimating statistical significance in the study of small datasets may be partially
overcome by performing Principal Component Analysis (PCA) of the data. PCA was carried out
on the mean-centered normalized 1H NMR spectra to generate an overview of the variations
among groups. Two principal components were calculated for the model with a total of 90% of
variance being expressed. While complete discrimination was not achieved, our PCA results
exhibits some interesting trends in the differentiation of the types of tumour studied here, as
shown in Figure 4. Pilocytic astrocitomas form a well defined group. Interestingly, the different
Principal Components PC1 and PC2 seem to help in the discrimination of different pairs of
tumours. PC1 provides a good basis for the metabolic differentiation between ependymomas and
pilocytic astrocytomas, whereas PC2 provides the basis for distinguishing between
medulloblastomas and the rest. Figure 5 show the corresponding PCA loading plots (PC; and
PC,). Spectral integration was performed over the most significant signals. Statistically

significant intensity values, according to the ANOVA test, are summarize in Table 2.

Metabolic profile of medulloblastoma

Medulloblastomas 'H HR-MAS spectra were characterized by high levels of taurine,
glycerophosphocholine (GPCho), phosphocholine (PCho) and free-choline. An example of 'H
HR-MAS spectra in this type of tumour is presented in Figure 2.  Recent studies have shown
that taurine can influence defects in nerve blood flow, motor nerve conduction velocity, and
nerve sensory thresholds [ref PMID: 16624563]. An increase in taurine has been correlated with
malignancy, possibly related to an increased blood perfusion in the aggressive tumour. The
increase in choline-containing compounds also suggests a very active tumour. Increased levels of
PCho have been related to the ras oncogene activation [19] and to higher total choline levels,
which include several choline compounds like PCho and GPCho. Choline compounds, which are
involved in membrane synthesis and degradation, are associated with increased membrane
turnover and tumour growth [20]. In contrast, levels of NAA, which are typically associated with
neuronal viability, are decreased in medulloblastomas, suggesting neuronal death. Myo-inositol

also exhibits a slight increase in medulloblastoma with respect other paediatric brain tumours.
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Interestingly, medulloblastomas, which are the most aggressive tumours studied here, show the
lowest levels of total fatty acids. The interpretation of variations in these signals is far from
simple. Mobile lipids are typically associated with malignancy in a variety of paediatric brain
tumours [21]. However, they are also correlated with other cell processes like apoptosis,
metabolic cell stress and loss of viability [22]. Glucose levels in medulloblastoma are also rather
low. Previous studies hypothesized that malignant tumours have a high metabolic rate [23].
Additionally, some reports show correlation between glucose consumptions rate and lactate
levels for gliomas, suggesting alterations in glycolysis in brain tumours [24]. However, we did
not find statistically significant correlation between the levels of lactate and tumour grade. Our
findings support the in-vivo results reported at short echo times regarding levels of taurine as the
most discriminant biomarker of medulloblastoma [18]. Overall, the HR-MAS profile of
paediatric medulloblastomas provides important metabolic information including an increased

membrane turnover, low neuronal viability and glycolysis alterations.

Metabolic profile of ependymoma

Paediatric ependymomas HR-MAS spectra are mainly characterized by intense signals of
Glycerol and Myo-inositol. An example of '"H HR-MAS spectra of a paediatric ependymoma is
presented in Figure 3. Myo-inositol is normally elevated in the newborn brain, but its
concentration rapidly decreases thereafter. Myo-inositol is also involved in the activation of
protein C kinase. This protein leads to production of proteolytic enzymes, which are found more
often in malignant and aggressive primary cerebral tumors. Thus, changes in the levels of myo-
inositol may predict the histological grade of brain tumors [25]. Other metabolic features
observed in paediatric ependymomas include slightly lower levels with respect medulloblastoma
of []-aminobutyric acid (GABA), PCho, and GPCho. GABA is the principal inhibitory
neurotransmitter in the adult mammalian brain and is thought to be involved in cell proliferation,
migration and in the promotion of cell survival. Given that GABA participates in the

proliferation of various normal cell types, a role in cancer cell proliferation has been considered.
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Increased GABA content has been reported in several types of cancers: colon, breast, prostate
gastric and glioma [26, 27]. The levels of choline-containing compounds in ependymoma with
respect medulloblastoma are in good agreement with lower tumour grade. Interestingly, levels of
NAA are very similar to those in medulloblastoma. However, the average age of the
ependymoma group is also slightly lower, and therefore, a decreased NAA level is also expected
in the normal situation. Another interesting feature of paediatric ependymoma spectra is the high
levels of phenylalanine. Although the role of phenylalanine in cancer is unclear, it can be
neurotoxic and it can affect the synthesis of inhibitory monoamine neurotransmitters [28]. In
general, levels of other important metabolites in the characterization of brain tumours, like fatty
acids or amino acids, suggest an intermediate metabolic situation between medulloblastomas and
pilocytic astrocytomas. Overall, the metabolic profile of paediatric ependymomas confirms that
these tumours are less aggressive than medulloblastoma but more than grade I pilocytic

astrocytoma.

Metabolic profile of pilocytic astrocytoma

Pilocytic astrocytomas, WHO grade I brain tumours, show higher concentration of fatty acids, as
it can be seen in Figure 1 as a prominent feature. This suggests that fatty acids are not exclusively
related to necrosis and apoptosis. Increased fatty acids levels may also represent an alteration in
the metabolism of mobile lipids in this particular pathology. Fatty acid metabolism may also
contribute to energy production in the developing brain. Other characteristic features of HR-MAS
spectra of paediatric pilocytic astrocytoma include low levels of creatine, myo-inositol and
taurine, in agreement with previous studies [3]. Additionally, we found that all choline-
containing compounds (GPCho, free-Cho and PCho) were in low concentrations in these brain
tumours, reflecting their low aggressiveness. Aminoacids like isoleucine, leucine and valine were
detected in high concentrations in pilocytic astrocytoma with respect other tumours. NAA, as
expected, is present at higher levels in this group in comparison with other types of tumours,
suggesting low levels of neuronal destruction. Additionally, and supporting this observation,

neurotransmitter and neuroinhibitors are present at higher levels in these tumours. GABA and



116 Estudo de perfis metabdlicos ex-vivo em tumores cerebrais pedidtricos através da técnica HR-MAS

specially glutamate show higher concentrations in comparison with the other tumours studied
here. Pilocytic astrocytomas display a typical metabolic profile of low grade glial tumours, where
neuronal viability is still high and the tumour growth, represented by choline-containing

compounds, remains moderate.

Conclusions

In summary, the metabolic characterization of paediatric brain tumour tissue by HR-MAS NMR
spectroscopy provided differential patterns for medulloblastoma, ependymoma and pilocytic
astrocytoma. The metabolic composition of the tumour tissue was highly consistent with ‘in vivo’
and ‘ex vivo’ previous studies. Agreement between in-vivo and ex-vivo MR spectroscopy
suggests that ex-vivo HR-MAS spectroscopy can improve resolution and provide a link between
in-vivo spectroscopy and neuropathologycal analysis of paediatric brain tumours. Particular
attention should be placed in Choline compounds and Glutamate metabolites which are unusually
resolved in common clinical scanners. Despite the limited number of cases per type of tumor, a
trend was observed for the separation of them using Principal Component Analysis (PCA) and
the ANOVA test. Some resonances detected in this work and not previously obtained by in vivo
spectroscopy showed some potential as biomarkers of tumour type and grade. The corresponding
metabolites include GABA, glucose, and some amino acids. However, their metabolic role in the
disease is not well understood yet. Other metabolites, typically observed in adult brain tumours,
correlate well with tumour grade. Overall, this work suggests that the additional information
obtained by NMR metabolomics applied to tissue from paediatric brain tumours may be useful

for assessing tumour grade and determining optimum treatment strategies.
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Figure Legends

Figure 1. Comparison of typical '"H HR-MAS spectra for intact tissue from paediatric pilocytic

astrocytoma (top), medulloblastoma (middle) and ependymoma (bottom).

Figure 2. Example of "H HR-MAS spectrum (A), MR images (B) and MRS in-vivo spectrum (C)
for a paediatric medulloblastoma. Most relevant resonances have been labelled in the HR-MAS
spectra. Key: Myo-inositol (mIno), lactate (Lac), N-Acetylaspartate (NAA), Taurine (Tau), Fatty
acids (Fatty), Isoleucine (Isoleu), Leucine (Leu), Valine (Val), Phosforylcholine (PCho), GABA,
Glutamate (Glu), Glutamine (Gln), Creatine (Cre), Choline (Cho).

Figure 3. Example of 'H HR-MAS spectrum for intact tissue from paediatric ependymoma.

Figure 4. Scores plot for Principal Component Analysis (PCA) to compare the metabonome of
paedriatic medulloblastomas (x), ependymomas (white circles) and pilocytic astrocytoma (black

squares) based on 1H HR-MAS 1D presaturation single-pulse experiment

Figure 5. Loadings plots of first (PC1) and second(PC2) Principal Component from PCA over
the metabonome of paedriatic brain tumours based on 1H HR-MAS 1D presaturation single-pulse

experiment.
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Tables

Table 1. Patient demographics, WHO grade, number of cases (N), mean age of patients gender
(F, female and M, male).

Diagnosis WHO Localization N Age Gender
Grade
Pilocytic Astrocytoma I Cerebellum, Frontal, 8 7.5+42 4FA4M

Supracellar region

Ependymoma II Ventricular, Cerebellum 3 50£35 1F2M
Anaplastic Ependymoma I Ventricular 2 3.0£00 I1F1M

Medulloblastoma 1A Cerebellum, Ventricular 7 7.0+44 4F/3M
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Table 2. Concentration of statistically significant (p < 0.05) metabolites detected, frequency and

p-values calculated in each case.

Metabolite ) Medulloblastoma Ependymoma Pilocytic p-value
ppm Astrocytoma
Fatty acids 0.80 0.0382 +0.0240 0.0572 £ 0.0194 0.0746 £ 0.0095  0.0046
Isoleucine 0.94 0.0102 + 0.0027 0.0106 + 0.0017 0.0137+0.0025  0.0232
Leucine 0.95 0.0107 + 0.0025 0.0114 +0.0021 0.0149 +0.0027  0.0115
Leucine 0.96 0.0060 = 0.0014 0.0069 +0.0016 0.0088 £0.0016  0.0088
Valine 0.98 0.0039 +0.0011 0.0043 +0.0011 0.0058 £ 0.0010  0.0066
Isoleucine 1.00 0.0039 +0.0015 0.0046 +0.0015 0.0065 £0.0012  0.0069
Valine 1.04 0.0016 = 0.0007 0.0021 + 0.0006 0.0029 + 0.0004  0.0009
PCho 3.22 0.0682 + 0.0506 0.0187 + 0.0028 0.0157+£0.0027  0.0074
GABA 1.89 0.0014 + 0.0006 0.0010 + 0.0007 0.0022 £ 0.0003  0.0063
Acetate 1.90 0.0017 +0.0005 0.0013 + 0.0007 0.0026 £ 0.0005  0.0032
NAA 2.02 0.0060 + 0.0013 0.0051 + 0.0007 0.0089 +0.0016  0.0002
Glutamate 2.04 0.0065 +0.0013 0.0076 = 0.0015 0.0110+0.0026  0.0011
Glutamate 2.11 0.0122 +0.0027 0.0105 +0.0027 0.0149 £ 0.0020  0.0155
Choline 3.20 0.1028 + 0.0655 0.0490 + 0.0052 0.0443 £0.0096  0.0236
GPCho/PCho 3.23 0.0198 + 0.0085 0.0178 +0.0036 0.0097 £ 0.0043  0.0074
Glycerol 3.64 0.0037 £ 0.0017 0.0058 £ 0.0018 0.0029 £ 0.0006  0.0046
mIno/PCho 3.61 0.0115+0.0084 0.0090 + 0.0036 0.0037 £0.0013  0.0346
Glucosa 3.70 0.0046 = 0.0026 0.0089 + 0.0028 0.0085 £ 0.0019  0.0079
Glucosa 3.82 0.0047 £ 0.0017 0.0101 + 0.0022 0.0099 + 0.0031  0.0013
Aspartic acid 3.88 0.0018 + 0.0004 0.0031 +0.0012 0.0028 £ 0.0005  0.0105
Glucosa 3.90 0.0026 + 0.0009 0.0060 + 0.0015 0.0053 £0.0014  0.0003
Creatine 3.93 0.0026 + 0.0008 0.0060 + 0.0011 0.0052 £0.0013  0.0006
Serine 3.95 0.0047 +0.0014 0.0070 = 0.0015 0.0057 £0.0012  0.0313
Serine 3.98 0.0123 +0.0043 0.0059 +0.0013 0.0012 +£0.0013  0.0002




Phenylalanine
mlIno/Cho
PCho

Taurine

Taurine

4.00
4.05
4.18
3.26
3.42

0.0024 + 0.0005
0.0102 = 0.0070
0.0133 = 0.0094
0.0244 £0.0118
0.0084 + 0.0072

0.0034 +0.0010
0.0185 + 0.0065
0.0067 = 0.0013
0.0164 + 0.0028
0.0018 +£0.0017

0.0020 + 0.0006
0.0059 £ 0.0028
0.0035 £ 0.0012
0.0138 £ 0.0023
0.0006 + 0.0006

0.0059
0.0035
0.0130
0.0341
0.0077
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Figures

Figure 1.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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