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RESUMO



A espectroscopia de hidrogénio por ressonancia magnética (ERM 'H) clinica, in vivo, ¢ um
método nfo invasivo e uma eficiente ferramenta diagnéstica. A ERM 'H in vitro, realizada
em altos campos magnéticos, pode ser usada no estudo de cadeias metabdlicas alteradas
que caracterizam diferentes patologias do sistema nervoso central, como os tumores,
fornecendo, em alguns casos, indicios sobre o tipo histolégico especifico. Analisamos
amostras de tecido tumoral de pacientes portadores de neoplasias do sistema nervoso
central através de ERM 'H clinica (B; = 2 T) € em alto campo (Bs = 11,7 T). A andlise
discriminatéria parcial da ERM 'H in vitro revelou que glicina e mio-inositol sio os
principais metabdlitos responsiveis pela diferenciagdo de tumores neurogliais de acordo
com sen grau de agressividade e que as metdstases t8m taxas muito baixas de mio-inositol.
Na ERM 'H in vivo outros compostos como creatina, N-acetil aspartato, colina e lactato
diferenciaram os tumores dos controles normais em todos os pacientes, em concordancia
com os resultados in vifro. A classificagio do tipo histologico pela anslise in vivo da ERM
'H ocorreu em 82% das vezes, variando de 50% de acerto (nos globlastomas) até 100%
(nos meduloblastomas). Estes resultados contribuern para a melhor compreensio da
biologia dos tumores cerebrais, refletindo destrui¢io e substituicio do tecido normal e
anormalidades metabdlicas que podem estar relacionadas ao rapido “turnover”,
indiferenciagio, habilidade em sobreviver em meios adversos (hipéxia e estresse osmético
¢ hiper-osmolar} e resisténcia a apoptose da célula tumoral. A melhor caracterizacfio pela
ERM 'H in vitro de substancias especificas presentes nos diversos subtipos histologicos

pode ser relevante para otimizagiio dos protocolos de ERM 'H in vivo.

Resumo



ABSTRACT



Proton magnetic resonance spectroscopy (‘H MRS) in vivo is a noninvasive method and
represents a powerful tool in tumor diagnosis. High field "H MRS ir vitro can be used to
study metabolic changes and pathways that characterize distinct pathologies, including
brain tumors. We analyzed brain tissue samples from patients with different types of brain
tumors by clinical (By = 2T) and high field (B, = 11,7T) 'H MRS. Partial Least Square
Discriminant Analysis at high field 'H MRS revealed glycine and mio-inositol as the main
metabolites that allowed differentiation according to degree of aggressiveness in neuroglial
tumors and metastasis showed very low signal intensities of mio-inositol Other
compounds, including creatine, N-acetyl aspartate, choline and lactate, differentiated tumor
from normal tissue in all patients in vivo, in agreement with in vitro results. In vivo 'H MRS
allowed the classification of tumor according to the hystological type in 82% of the
patients. The positive correlation varied from 50% (in glioblastomas) to 100%
(in medulloblastomas). These results contribute to the better understanding of the biology
of brain tumors. Our findings reflect the destruction of normal tissue and metabolic
abnormalities in tumor cells that can be related with their high turnover, dedifferentiation,
ability to survive in adverse environments (hypoxia, osmotic and metabolic stress) and
resistance for apoptosis. Further characterization of individual metabolites by 'H-MRS in
vitro related to specific histological subtypes of brain tumors might be relevant for
optimizing in vivo "H-MRS protocols.

Abstract
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INTRODUCAO



Em 2002, cerca de 400 mil novos casos de céncer foram registrados no Brasil e
quase 130 mil brasileiros morreram em razio da doenca. O céncer foi a segunda causa de
morte em freqiiéncia, representando 13,2% de todos os 6bitos do pais, perdendo apenas
para as doengas cardio-vasculares. Entre 1979 e 2002, as taxas ajustadas de mortalidade dos
oito principais tipos de céncer no pais mantiveram-se estdvels ou aumentaram
[PIVETA, 2004].

Muito deste aumento, porém, € decorrente da detecgfo mais eficiente da doenga
através de métodos diagnésticos precisos e nio invasivos, como a ressondncia magnética
(RM). Gragas a isto, as neoplasias tém sido detectadas em fases mais precoces e 0 aumento

da sobrevida dos pacientes € um estimulo para a melhor compreensio e controle da doenga.

No momento do diagndstico da neoplasia, podemos considerar duas
contribui¢bes imprescindiveis da RM. A primeira é, sem divida, a maior conquista do
método: a detecciio da lesdo e sua definicio anatOmica precisa. A segunda € o que, em
maior ou menor grau de especificidade, buscam todos os métodos de andlise diagndstica
ndo invasivos: a definiciio diagndstica da lesdo.

A utilizagdo da espectroscopia de hidrogénio por ressondncia magnética
(ERM 'H) no estudo da composigio bioquimica do tecido cerebral normal e dos tumores do

SNC representa um imenso campo a ser desenvolvido.

Assim, este trabalho foi realizado buscando a definicdo de aspectos ainda
relativamente pouco explorados através da ERM 'H, até mesmo por suas aplicagdes na
pratica médica serem relativamente recentes: os padrdes bioquimicos capazes de diferenciar
o tecido normal do tumoral e aqueles capazes de classificar os tumores em grupos com
significado clinico e histolégico. Utilizando 2 ERM ‘H in vivo buscamos a melhor
aproximacdio possivel do processo bioquimico dinimico cerebral ¢ com a ERM 'H in vitro

buscamos definir com maior precisio a composicio quimica do tecido.

Duas perspectivas puderam ser vislumbradas: a primeira € a aplicagio direta
dos dados ao diagnéstico e manejo clinico dos pacientes e a segunda, mais indireta, porém
talvez ainda mais promissora para o uso desta técnica, é a contribuicio para o
estabelecimento das vias bioquimicas que possam estar envolvidas no surgimento,

crescimento e manutengio dos tumores de SNC.

Introducio
29



31

REVISAO DA
LITERATURA



A ERM 'H é um método nio invasivo muito promissor do estudo da
bioquimica cerebral. Associada & andlise da imagem, mostra-se ferramenta Gtil no
seguimento, prognostico ¢ diagnodstico diferencial dos tumores do SNC.

Baseia-se no principio de que a freqiiéncia de ressonincia do nucleo de cada
dtomo submetido a um campo magnético estatico é alterada de maneira perceptivel pela
interacBioc dos protons com os elétrons circundantes, no nivel atémico
(gerando' o efeito chamado deslocamento quimico) € pela interagdo do nicleo do dtomo
com outros protons de hidrogénio, no nivel molecular

(gerando o efeito chamado acoplamento nuclear) [SPISNI, 1992].

Assim, sdo obtidas informacdes sobre a estrutura quimica da molécula e de sua
interacdo com o meio. A obtencdo do sinal é feita de maneira semelhante & obtengfio de
imagens por RM. A resposta ao pulso de radio-freqiiéncia, porém, ao invés de um ponto no
espaco, € dada em um valor de freqiiéncia num espectro que traz informagdes sobre a

composi¢do quimica da amostra em questio.

O hidrogénio tem, in vivo, o nicleo mais sensivel ou, tecnicamente, 0 que
produz melhor sinal-ruido. Além disso, o fato de ser o mais abundante na maioria dos
sistemas vivos contribui para que os estudos da bioquimica do SNC tivessem-no como
base. Porém, muitas das dificuldades na individualizacdo de sinais quimicos decorrem do
fato de que os metabélitos estudados pela ERM 'H produzem sinal numa faixa espectral
muito curta, levando a sobreposicdo dos picos de muitas das substincias de interesse.
Somado a isso, o fato ser realizada em campos magnéticos relativamente baixos na pratica
clinica (por volta de 1,5 a 2 T, ou aproximadamente 90 MHz) leva a ERM ‘H in vivo 2
menor definigdo do espectro (picos mais largos e irregularidade da linha de base), quando
comparada a ERM 'H in vitro [GADIAN, 1995a].

A ERM H realizada em altos campos magnéticos
{como por volta de 11,7 tesla, ou 500 MHz), € capaz de refinar tanto a posico da
substancia dentro do espectro como precisar a amplitude de seu sinal [NAFE, 2003].
Fornece, portanto, informagBes mais ricas que a ERM 'H in vivo melhorando a resolucdio de

picos clinicamente indistinguiveis da linha de base e evitando a sobreposi¢io de sinais.

Revisiio da Literatura
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Os metabolitos clinicamente significativos mais estudados atualmente sio o
N-acetil aspartato (NAA), a colina, a creatina, o lactato e os lipideos, que sfo aqueles
detectados, in vivo, na faixa de tempos de eco (TE) entre 136 e 270 ms. Porém, podem ser
empregados TEs téo baixos quanto 20 ms, permitindo a melhor resolugiio de alguns outros
compostos como © mio-inositol, o glutamato, a glutamina e a glicina
[CASTILLO et al.,, 1996] (Figura 1). A importancia das alteragSes dos niveis de cada uma

destas substdncias pode ser compreendida através do conhecimento de seu papel no
metabolismo cerebral

Revisdo da Literatura
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Figura 1 - (A) Padrio espectral tipico de um controle normal in vivo (2T) e (B) de um

tumor cerebral in vitro (11,7T). Estdo identificados os picos de mio-inositol
(i), ghicina (gh), colina (col), creatina (cre), glutamina (gn), glutamato (gt),
N-acetil aspartato (NAA), taurina (tau), succinato (suc), acetato (ace), alanina
(ala) e lactato (lac).
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Uma caracteristica particularmente interessante do metabolismo cerebral
normal € a estreita ligagdo entre a atividade peuronal e o consumo de energia. Este fato,
alids, € a base das técnicas funcionais de imagem cerebral como a tomografia por emisséo
de positrons (PET) e a RM funcional. Assim como essas técnicas, a analise da ERM 'H d4
informagdes sobre o equilibrio entre 0 consumo da glicose e oxigénio e a atividade celular ¢
também sobre produtos intermediarios e finais de cadeias como a glicélise, o ciclo de Krebs
e a fosforilacio oxidativa, o metabolismo de lipideos e o anabolismo e catabolismo de
aminoacidos [LEACH et al., 1992].

Assim como nos demais tecidos, a especializaciio de tipos celulares no cérebro
¢ evidente. Os neurdnios variam consideravelmente na estrutura e funcio [PETERS, 1991].
As células da glia e seus grandes subgrupos, os astrécitos (células de suporte onde ocorrem
inimeras reagdes metabblicas para manutengfio do balango energético e movimento de
fluidos), os oligodendrécitos (responsaveis pela produgiio e manutengdo da mielina), a glia
subependimaria (que forma o epitélio de cobertura ventricular, o epéndima) ¢ a microglia
(que funciona como macréfagos fixos do SNC), além de intimeras outras variagdes pela
propria localizagdo de um mesmo tipo celular, provam a existéncia de células

especializadas com fungGes que exigem a predominéncia de algumas reagdes metabélicas,

O conhecimento do papel que cada um dos metabdlitos detectados pela ERM
'H desempenha no metabolismo celular normal e tumoral é de suma importéncia na analise
clinica do exame e no entendimento das informagdes sobre o micro-ambiente em que os

tumores se perpetuam.

Lactato

A taxa de utilizagdo basal de glicose ¢ maior nos astrécitos que nos neurdnios
[MAISTRETTI et al., 1999] o que revela uma significativa contribuigio dos astrécitos no
metabolismo basal da glicose. Durante a ativagdo neuromal, o glutamato, principal
neurotransmissor  excitatério, ¢ captado do meio extracelular pelos astrécitos
(especializados em recaptagfio de neurotransmissores) e co-transportado com o Na' ,

Revisiio da Literaura
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estimulando a bomba Na'/K' e, deste modo, a glicélise. O principal produto desse
processo, o lactato, assim como outro componente da glicolise, o piruvato, é usado como

substrato para a producéo de energia no cérebro, como provam estudos de culturas celulares
[SCHURR et al., 1999].

O pico do lactato na ERM 'H consiste num dubleto (dois picos distintos devido
as interagOes magnéticas entre protons adjacentes na mesma molécula, 34 descritas como
acoplamento nuclear) em 1,32 ppm. E possivel confirmé-lo como procedente do lactato
alterando-se o TE: em 272 ms projeta-se acima da linha de base enquanto que em 136 ms,
aparece invertido (abaixo da linha de base). Um segundo pico ocorre em 4.1 ppm, podendo
estar muito proximo ao pico suprimido da 4gua, e subespresso na ERM 'H in vivo.
Normalmente, o pico de lactato no cérebro normal é baixo ou ndo se distingue da linha de
base: equivalente a 0,5 a 1 mMol/L, dependendo do estagio de ativagéio do tecido cerebral
normal [MERBOLDT , 1992].

O aumento do pico de lactato geralmente indica uma “faléncia” do mecanismo
normal de respiracio oxidativa e ativagdo do catabolismo de carboidratos
[SANDERS, 1995]. E um dos metabélitos mais freqiiente nos tumores e considerado
muitas vezes marcador de agressividade tumoral, um reflexo de seu metabolismo
neoplasico de aumento da glicolise [SMALL et al., 1989]. Porém, a presenga de lactato &
inespecifica [CENDES, 2000], ocorrendo também em tumores de baixa agressividade
[SUTTON et al., 1992; OTT et al,, 1993; POPTANI et al., 1995] e em lesdes de etiologia
nfo neoplasica [DEMAEREL et al, 1991]. Além disso, a contribuicdo do lactato
proveniente de distirbios isquémicos da micro-circulagfio, causados pelo edema e efeito de
massa dos tumores, impede relagdes diretas entre acamulo de lactato e malignidade
tumoral. Apesar destas limitagdes, o lactato ¢ indicador indireto da agressividade tumoral ja
que pode refletir necrose [BENDSZUZ et al., 2001].
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Glutamina e glutamato

Este mesmo processo (glicolise) fornece a energia necessiria para a
transformagdo de glutamato (neurotransmissor excitatério, de importante funcio po
metabolismo mitocondrial [VAN DER KNAAP et al., 1994]), em glutamina, evitando que
0 excesso de glutamato se transforme em amonia (toxica) ¢ fornecendo a substincia
(glutamina) que pode ser captada pelo neurdnio pré-sinaptico para a nova producdio de
glutamato, fechando assim o ciclo [MAISTRETTI, 2003]. O 4cido gama amino butirico
(GABA) € um importante produto do glutamato.

As concentragdes de glutamato sio de 8,ImMol/Kg na substéncia branca, 12,5
mMol/Kg pa cinzenta ¢ 9,5 mMolKg no cerebelo [MICHAELIS et al, 1993]. As
concentragdes in vitro variam de 6 a 10,2 mMol/Kg [PETROFF et al, 1989],
provavelmente em decorréncia da pequena queda dos niveis que ocorre imediatamente ap6s
a isquernia, durante a coleta do tecido [PERRY et al, 1981]. A glutamina ocorre em
pequenas quantidades, chegando no méximo a representar 20% da quantidade de glutamato
no cortex. Estes dois metabolitos estdo sobrepostos e representados por um pico tnico, i

vivo, entre 2,1 € 2,5 ppm.

Em situagGes hiper-metabdlicas, como nos tumores e focos epilépticos, ¢
observado aumento dos miveis de glutamato e dimimigio do GABA
[PETROFF et al., 1993].

N-acetil aspartato

O NAA ¢ tido como marcador neuronal [SERLES et al.,, 2001]. A quebra do
N-acetil aspartil glhitamato na mitocéndria dos neurénios d4 origem ao NAA e ao glutamato
€ a quebra subseqiiente do NAA da origem ao aspartato, outro aminoacido excitatdrio.
Apesar de sva sintese neuronal, o catabolismo do NAA ocorre nos astrocitos, ja indicando
que esta substincia possa desempenhar importante papel no equilibrio inter-compartimental
[BASLOW, 2003] (Figura 2). Suas fun¢des biologicas ainda ndo sfio totalmente
conhecidas. Sugere-se, entretanto, que seja doador de grupos acetil para a sintese lipidica,
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particularmente durante o periodo de desenvolvimento da mielinizacdo dos neurfnios
[DANAMO et al, 1968], que tenha papel na sintese de neuropeptideos
[REICHELT e KVAMME, 1973] ou ainda que sirva como 4nion orgénico nos neur0nios
[MACINTOSH e COOPER, 1965].

U Ao : Aminoacilase I
| Aspartato ; | | Aspartato + Acetato
/—_ﬂ‘> Célula glial
i [ ANAT ) NAA
E,a'%;c:ettyi-Cm’& ' [NAALADase |
: ' NAAG ===Pp NAA + Glutamato
Do Mitocdndria_ |
Neurdnio

Figura 2 - Modelo esquematico do metabolismo inter-compartimental do NAA. ANAT:
aspartato N-acetiltransferase, NAAG: N-acetil-aspartil-glutamato,
NAALADase: dipeptidase acida a-ligada N-acetilada.

Sua presenga na ERM 'H ¢ atribuida aos grupos N-acetil que ressonam em 2,0
ppm. Ocorre em concentracdes 2 a 3 vezes maiores que as do aspartato ¢ distintas dos seus
niveis séricos, gragas A permeabilidade especifica da barreira hemato-encefilica. In vivo,
sua concentragdo estd por volta de 11,4 mMolVKg, com pouca variabilidade regional
[MICHAELIS et al., 1993]. In vitro, a concentragdo ¢ relativamente menor devido ao
tempo entre a coleta do material e seu congelamento e também ao fato de que alguns
grupos N-acetil que contribuem para o pico do NAA in vivo nfio sio extraidos pelo acido
perclorico [GILL et al., 1990].

Sua concentragdo diminui em diferentes tipos de insulto cerebral
[TASCH et a., 1999; DUZEL, 2004]. Um dos aspectos mais marcantes nos tumores € a
queda da amplitude do pico de NAA [USENIUS et al., 1994; HENRIKSEN, 1995;
GIRARD et al, 1998; LAW et al, 2003; RIJPKEMA et al, 2003; LI et al, 2004],
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refletindo a perda ou disfungfio neuronal das regides acometidas. Em estudos com modelos
de tumores em ratos, a queda dos niveis de NAA € a primeira alteracio que se observa apls
o implante tumoral (terceiro dia) [GILL et al., 1994]. Nos tumores de origem neuronal e
mista (neuroglial), baixos picos de NAA podem indicar nfio necessariamente a perda
neuronal, mas que os neurdnios tumorais nio sio maduros o bastante para produzi-lo em
quantidades normais [MOLLER-HARTMANN et al, 2002]. Nos tumores de origem
ndo-neuroectodérmica, 0 NAA estd ausente, provavelmente pela auséncia de neurbnios
[HOWE et al., 2003].

Eventualmente, a diminuigio de NAA ¢ transitéria, pois seus niveis podem
voltar a aumentar, como por exemplo, apds cirurgias para epilepsia de dificil controle
clinico [CENDES et al, 1997 (a); SERLES et al, 2001] ou apds radioterapia, pela
consolidagdo de neurbnios que sobreviveram e pelo fato de que suas mitocondrias
regeneram NAA. Porém estd ausente em cicatrizes tanto da radioterapia como de outros
tipos de lesdo gliomatosa [DAVIDSON et al, 2000].

Alanina

A alanina € um metobélito ndo essencial de fungio biclogica incerta. Seu pico
ocorre entre 1,3 ¢ 1,4 ppm e muitas vezes € obscurecido pela sobreposiciio ao do lactato. As
concentragbes in vitro s#o discretamente maiores que in vive (0,3-0,8 mMol/Kg)
[PEELING e SUTHERILAND, 1989].

Aminoécidos como a alanina e o aspartato, sintetizados a partir da glicose e,
menos ativamente, da glutamina (de onde derivam outros como o piruvato e intermedirios
do ciclo tri-carboxilico) estio aumentados em gliomas, meningeomas e adenomas
[KINOSHITA et al, 1994]. Além disso, sua concentracio € trés vezes maior em células

meningeas que nos neurdnios, o que deve ser a causa de seu aumento nos meningeomas
[URENJAK et al., 1993].
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Glicina

A glicina é um amino4cido neurotransmissor excitatério. E detectada pela ERM
'H in vivo com o uso de baixos TEs, em concentragdes de aproximadamente 1 mMol/Kg.
Ha discreta queda dos niveis de glicina nos primeiros segundos apds a ressec¢fio tecidual
[PERRY et al., 1981].

Seu pico € muito proximo ao de mio-inositol, ressonando em 3,56 ppm. Assim,
a discriminag@o entre estes dois picos é problemitica ¢ a maioria dos autores considera, nos
estudos clinicos, um pico conjunto. Aumento da glicina é detectado em diferentes
distirbios cerebrais como na vigéncia de hiperglicemia [GYNGELL et al., 1991], infarto
cerebral, meningoencefalite, coréia de Huntington, migrinia, Parkinson e doenga de
Alzheimer, possivelmente refletindo lesdo excitat6ria [SENER, 2003].

A oligodendroglia € o tipo celular mais rico em glicina, o que pode contribuir
para seu aumento nos tumores desta origem celular [URENJAK et al., 1993]. Aumento da
glicina foi relatado ainda em extratos de gliomas, variando com a malignidade tumoral
[GUTOWSKI et al., 1999].

Taurina

Outro amino4cido com significado clinico, a taurina apresenta concentragéio por
volta de 1,2 a 1,5 mMolVKg in vitre e produz um pequenc sinal in vivo por ter grupos
metila ligados ao nitrogénio € ao enxofre [MICHAELIS et al, 1993]. Grandes quantidades
de taurina sdo detectadas na retina. A similaridade entre o meduloblastoma e
retinoblastoma pode explicar o fato de estar aumentada nestes dois tumores
[KINOSHITA et al., 1994]. Outras neoplasias mostram aumento de taurina, como tumores
de rim ¢ colon [WILKE et al., 2001].
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Creatina

A quantidade de ATP no citoplasma depende do equilibrio quimico da reagéio
PCr (fosfocreatina) + ADP + H = ATP + Cr (creatina). E uma reserva para fosfatos de alta
energia ¢ um tampio de ADP e ATP. Assim, os niveis de creatina somados aos de
fosfocreatina costumam ser constantes [HENRIKSEN et al., 1992]. E, porém, indicativa do
balango energético por refletir o funcionamento das mitocondrias neuronais e gliais
(onde ¢ sintetizada) e o suprimento energético de neurdmios e oligodendrécitos,
responsaveis pelo seu transporte ativo [WYSS et al, 2000], podendo haver, portanto,
alteragdes de seus niveis nas mudancas drasticas de estado energético celular.

Nas medidas detectadas pela ERM 'H, o pico combinado de creatina e
fosfocreatina estd em 3.03 ppm e tem ainda contribui¢des, em menor escala, do 4cido alfa
amino butirico, lisina e glutationa. Um segundo pico é visto em 3,94 ppm. Exibe uma
heterogeneidade de concentragdes regionais que vai de 6,1 mMol/Kg na substincia branca
a 82 mMol/Kg na substincia cinzenta e 9,1 mMolKg no cerebelo
[MICHAELIS et al., 1993].

A creatina total pode ser importante preditivo da atividade tumoral
[TZIKA et al,, 1996] ja que indica o estado de energia da célula. Na lesfio por radiagéo, o
pico de creatina cai provavelmente devido & exaustfio de suas reservas por isquemia e
rapida atividade celular [PREUL et al, 1998]. Portanto, a quantidade de creatina em
tumores e apOs radioterapia ¢ varidvel, nfio podendo ser usada como referéneia interna

constante entre os casos.

Colina

Mais um exemplo da especializagio do metabolismo celular é a producio da
mielina pela oligodendroglia. A mielina é uma estrutura rica em lipideos, com predominio
de  colesterol,  esfingolipideos e  fosfoglicerolipideos  (fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina). A  fosfatidilcolina, juntamente com a fosfocolina, a

glicerofosfocolina e a prépria colina (precursora da acetilcolina) formam o pico de colina
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na ERM'H em 3,2 ppm. Como constituinte de membrana, o aumento de colina reflete sua
sintese e/ou aumento do nimero de células [GRANATA et al., 2000]. Suas concentragdes,
in vivo, sio de 1,4 mmol/Kg na substincia cinzenta, 1,8 mMol/Kg na substincia branca, 2,5
mMol/Kg no cerebelo e 2,9 mMol/Kg na ponte. /n vitro, as concentraghes sio semelhantes,
por volta de 1,8 mMol/Kg [PETROFF et al., 1989].

A colina estd aumentada na maioria das neoplasias solidas do SNC ¢ ja foi
relatada diminuigdo de seus niveis em resposta ao tratamento, antes mesmo que houvesse
modificacdo no padrio de imagem de RM do tumor [FULHAN et al, 1992]. Estd
diminuida nas lesbes de radionecrose [HEESTERS et al, 1998], exceto na fase aguda,
sendo elemento util para diagndstico diferencial com recidiva tumoral. Aumento da colina
niio ¢ visto em processos que nio tém remielinizagdo como infartos antigos e situacGes
onde ndo ha reconstrugio de membranas lesadas, como por exemplo, na doenga de
Canavan [GO et al., 1995].

Assim, em processos francamente necroticos, hd redugdo ou desaparecimento
deste pico (assim como de todos os outros), dai a dificuldade de alguns estudos, que
incluem 4reas necréticas, em separar os tumores por grau de agressividade tumoral através
do pico de colina [KUGEL et al., 1992].

Lipideos

A maior quantidade de acidos graxos associados ao complexo lipidico sfo os
acidos oléicos mono-insaturados, cujo metabolismo decorreréa em acido aracdbnico. Os
lipideos tém um tempo de relaxacfio muito baixo e no tecido normal sdo dificilmente
visualizados in vivo, a nfio ser que sejam usados TEs muito baixos, situagfo, porém, em que
pode haver sobreposi¢fo a sinais de proteinas [NEGENDANK et al., 1996].

Produzem picos em 0,8, 1,2 , 1.5 e 6 ppm, que contém prétons de grupos metil,
metileno, alélico e vinil dos 4cidos graxos insaturados. Na ERM'H, in vivo, geralmente
surgem quando hi contaminagdo da amostra com o tecido subcutineo. Nos casos
patologicos, de maneira geral, refletem processos necréticos e degradacio de membrana
celular [ZOULA et al, 2003]. Estdo presentes em neoplasias nos casos de alta
agressividade, como nas metastases e linfomas [JAYASUNDAR et al., 1995].
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Mio-Ingesito}

Substéncias de comunicagfio bioquimica sio importante presenga no tecido
cerebral, como o mio-inositol (ou D-mositol), metabdlito envolvido em Neurorecepgao
sensivel a horménios [CEODAN et al., 1985] e possivel precursor do 4cido glucurdmico,
composto de conjugagdio para depuracio de substancias xenobiéticas, ou seja, aquelas a que
os tecidos estdo expostos, mas nio tém funglio Dbiologica conhecida
[VAN DER KNAAP et al., 1994]. O pico de mio-inositol ocorre em 3,56 ppm e, como j&
foi descrito, sobrepde-se ao pico de glicina dependendo do TE utilizado na ERM'H in vive.
Suas concentragbes variam de 4,7 mMol/kg pa substdncia branca a 6,8 mMol/Kg no
cerebelo, in vivo e 5,8 a 7 mMol/Kg, in vitro [PETROFF et al., 1989].

Sua concentragfio pode estar alterada em tumores malignos pela destruigiio
celular e pela ativagho da via sinalizadora pela rapida divisio celular
[RUTKOWSKI et al., 2003]. Além disso, o mio-inositol é um importante marcador de
células gliais [NICKAS et al., 1996].

Com o estudo conjunto dessas substdncias, foi possivel estabelecer alguns
padrdes espectrais de grande valor clinico, nfio s6 para o diagndstico dos tumores como
para diferencia-los de outras lesdes do SNC que podem simuld-los clinicamente e nas
imagens de RM (leses pseudotumorais) (ANEXO 1). A ERM 'H, apesar de, isoladamente,
ndo definir a etiologia do processo, € capaz de tragar seu perfil metabdlico, auxiliando
imensamente no diagndstico [GAJEWICZ et al, 2003] (ANEXO 2). Além disso, a
comparacdo entre o padrdo espectroscépico de neoplasias ao de outras patologias do SNC
da idéia dos aspectos em que as vias metabolicas tumorais diferem das alterages presentes

em outras doengas.

Assim, relatamos o padriio mais tipico de ERM 'H em patologias que,

clinicamente ou radiologicamente, mais freqiientemente simulam tumores.
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ERM 'H no diagnéstico diferencial dos tumores do SNC

Os abscessos bacterianos podem ser confundidos com glioblastomas
multiformes com extensa necrose. Entretanto, os picos de acetato e succinato constituem
marcadores de abscessos bacterianos, ndo sendo detectados em tumores. O multipleto de
aminoacidos - constituido por valina, leucina e isoleucina - ¢ indicativo de abscesso. E
provavel que esses aminodcidos sejam derivados da atividade extracelular de proteases
secretadas por microorganismos ou que sejam produtos de enzimas proteoliticas apos
fagocitose ¢ autOlise mediada por polimorfonucleados [GRAND et al., 1993). A taurina
também estd presente em concentragdes anormalmente altas nos abscessos e, dependendo
do germe causador, pode haver predominic de lactato (como em casos de infec¢io por
Streptococcecus sp.) ou acetato e butionina (como nos casos de Fusobacterium sp.)
[MARTINEZ-PEREZ et al., 1997]. Abscessos de outra natureza, como por exemplo, 0s
tuberculosos, ndo demonstram essa caracteristica [GRUPTA et al., 2001]. Além disso, no
material necrdtico nfo sfio evidenciados os picos caracteristicos do tecido neural
{como NAA, colina e creatina).

Também a cisticercose, em casos de lesfio intraparenquimatosa € tUnica, pode
simular tumor encefilico. Porém, além dos mesmos picos de aminoacidos descritos
anteriormente, os niveis de succinato estfo elevados nesta doenca, sendo associados ao
metabolismo aerébio do escolex [PANDIT et al., 2001].

Os pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida {(SIDA) apresentam
um amplo espectro de patologias do SNC que podem apresentar-se como pseudotumorais,
como ocorre em muitos processos infecciosos e desmielinizantes. Nestes pacientes,
alteracdes na ERM'H, como a queda dos niveis de NAA, podem surgir antes mesmo da
doenca instalada [MEYERHOFF et al, 1993]. A ERM 'H é um eficiente método no
diagndstico de patologias comuns, como a LEMP (que exibe os picos mais baixos de NAA
e mais altos de colina, devido 3 ripida destruicfo celular, com mio-mositol normal ou
discretamente elevado), os linfomas (bastante agressivos, com altos picos de colina e
freqiientemente de lipideos) ¢ a toxoplasmose (com aumento do lactato, devido a

predomindncia do metabolismo anaerébio nas lesdes infecciosas) [CHANG et al., 1995].
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O infarto subagudo, pelo efeito de massa, edema e quebra da barreira
hemato-encefilica, pode ser, por vezes, confundido com neoplasias gliais infiltrativas.
Porém, o padric da ERM 'H ¢ sua evolugdo sio indicadores do diagnéstico correto. O
aumento do lactato pode ser detectado minutos apés o evento isquémico, antes mesmo de
qualquer alteracdo da imagem. Ndo ¢, entretanto, processo freversivel j& que sua
diminuic8o ja ocorre nas primeiras horas. As alteracSes da colina e creatina também sdo
varidveis na fase aguda [WARDLAW et al., 1998]. Infartos subagudos mostram diminuicio
do NAA (refletindo a perda neuronal) e acémulo de colina. Este tiltimo dado, entretanto,
tem carater variavel [KINSKI e SCHNALL, 2000].

Em muitas facomatoses, como a neurofibromatose, a ERM'H auxilia na
diferenciagio entre as lesdes transitorias da substincia branca e os astrocitomas associados
a esta doen¢a. Apesar de ambos apresentarem diminuicio da relagio NAA/creatina e
significativo aumento da relagfio colina/creatina [JONES et al., 2001}, o aumento relativo
de colina € menos representativo nas lesdes transitérias da substdncia branca
[WANG et al., 2000].

Em doencas desmielinizantes como a esclerose multipla, as placas em atividade
podem produzir grande efeito de massa, edema circundante e cursar com quebra da barreira
hemato-encefilica e captagdo do contraste paramagnético, simulando tumores, sobretudo,
quande WUmicas (chamadas, com propriedade, de formas pseudotumorais). Na
espectroscopia, as lesdes sfo caracterizadas por aumento de lactato, dependendo da reaciio
inflamatéria, e por aumento da relagio colina/creatina, marcando a destruicdo de
membrana. Em placas cronicas, ha diminuico da taxa NAA/creatina, refletindo mjiria
axonal irreversivel [SIMONE et al., 1996]. Embora no primeiro exame a ERM 'H possa
ndo diferenciar esta forma pseudotumoral de neoplasia, é um indicativo mais preciso que as
imagens da evolugdo das placas e do prognéstico das lesdes [ARNOLD et al., 1992].

As doengas desmielinizantes infantis, principalmente quando se manifestam
como areas infiltrativas com alargamento do TR, algumas vezes similares a edema
vasogénico, ou quando apresentam quebra de  barreira hemato-encefilica
(como na adrenoleucodistrofia [FATEMI et al., 2003]) podem simular tumores. Apesar dos
achados da ERM'H serem normalmente mespecificos, em alguns casos podem auxiliar no
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diagnéstico, como no caso classico da doenga de Canavan, em que o aumento do NAA,
devido a deficiéncia da enzima aspartoaciclase, respomsdvel por sua degradacdio, &
patognoménico da doenga, ou nos casos da doenca de Leigh, na distrofia neuro-axonal, na
doenga de Schilder ou na doenga de Cockaine em que hi aumento do sinal de lactato,
indicando deficiéncia do metabolismo energético normal [GRODD et al., 1991]. Em muitas
outras entidades, informagdes valiosas sfio obtidas pela ERM'H, como em encefalopatias
mitocondriais, na diferenciagdo de sindromes MERRF (myoclonic epilepsy and ragged red
fiber), MELAS (mitocondrial myopathy, encephalopathy, lactic acidosis and stroke like
episodes) ¢ KSS (sindrome de Kearns-Sayre) [MATTHEUS et a., 1993] ¢ ainda na
descricdlo de novas doencas secunddrias a erros inatos do metabolismo
[STOCKLER et al., 1994].

Em heterotopias, que podem manifestar-se como grandes massas, com espacos
contendo liquor e vasos e, em situagdes muito peculiares, podem simular tumores, a 'H
ERM mostra concentracdo de metabélitos idéntica ou muito similar 4 do cérebro normal,
estabelecendo seu diagnostico [L1 et al., 1998; WIDJAJA et al., 2003).

As extensas areas glidticas da encefalite de Rasmussen com alargamento de TR
podem ser confundidas com tumores infiltrativos se a atrofia hemisférica ndo for tio
marcante. A ERM 'H, porém, nfio mostra aumnento tio significativo de colina como nos
tumores, mas diminuicdo da relagio NAA/creatina, indicando a perda neuronal secundaria
observada nesta forma de encefalite. O acimulo de lactato é mais associado & atividade
epilética neuronal repetitiva que 2 isquernia tecidual [MATTHEUS et al., 1991; CENDES
et al., 1995].

Na epilepsia, estudos in vivo e in vitro revelam a ERM'H como excelente
método de estudo da fisiopatologia, seguimento do paciente, delimitagdo da 4rea patologica
e previsdo prognostica, nos casos pré-cirirgicos [LI et al, 2000b; ANTEL et al, 2002].
Uma alteragio amplamente relatada ¢ a perda ou disfuncfio neuronal, refletida pela
diminuicdo da taxa NAA/creatina [CENDES et al, 1994; CENDES et al, 1997 (b);
GADIAN, 1995b, STANLEY et al., 1998; LI et al, 2000a). Alteractes nos niveis de
diversos aminoacidos e neurotransmissores ou reguladores da neurotransmissdo
(como GABA ¢ taurina) e de colina, que se supbe dever-se a substituigio glidtica do tecido
lesado, também estdo presentes [CHANG et al., 2003; SAVIC et al, 2004].
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Assim, ao lado da analise da imagem, a ERM 'H pode, se ndo definir a
etiologia de uma lesdo, contribuir para sua classificagiio dentro de um dos grandes grupos
de patologias (inflamatérias, infecciosas, desmielinizantes, isquémicas ou neoplasicas)
atraves da definicBio das alteragbes bioquimicas encontradas no tecido em questgo.
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O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o papel da ERM 'H na avaliagdo dos
tumores do SNC.

Os objetivos especificos foram:

- Caracterizar o padrfio de ERM'H in vitro e in vivo dos tumores do SNC e de
seus subgrupos

- Estabelecer a relagfo enire os resultados dos dois métodos

- Investigar a existéncia de substancias (ou de relagdes entre elas) na ERM'H in
vitro que possam ser identificadas in vivo, com significado clinico e

histopatologico.

- Correlacionar o perfil bioquimico encontrado com as alteracbes em vias
metabolicas que possam estar envolvidas na fisiopatologia e progressdo dos
tumores do SNC.

Objetivos
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CASUISTICA E
METODOS




ASPECTOS ETICOS

Todos os individuos participantes desse estudo foram devidamente esclarecidos
guanto as finalidades da pesquisa, através de formuldrio de consentimento informado. O
formulério, assim como este estudo, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquia de
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Este estudo ndo envolveu riscos biologicos para os participantes.

IDENTIFICACAO DO GRUPO DE ESTUDO

Foram selecionados pacientes admitidos no Hospital das Clinicas da
UNICAMP cujo diagnéstico de tumor do SNC foi indicado pelo quadro clinico e exames
de imagem (tomografia computadorizada ¢ RM) e, posteriormente, confirmado por anslise
histopatolégica da pega cirirgica ou fragmento obtido por biopsia aberta.

ESTUDO IN VITRO

Foram analisadas por ERM 'H de alto campo 51 amostras de tecido cerebral,
sendo 47 provenientes de pacientes com tumores do SNC e 4 provenientes de pacientes
submetidos ao tratamento cirtirgico de epilepsia parcial, que constituiram nosso grupo
controle. Foram excluidos aqueles que realizaram radioterapia ou quimioterapia

previamente.

As amostras foram captadas imediatamente ap6s sua retirada cirirgica, de drea
aparentemente tumoral & observagio macroscopica, evitando-se regibes proximas daquelas
que sofreram manuseio pelo bisturi elétrico. Aquelas provenientes dos pacientes com
epilepsia foram obtidas de drea aparentemente normal a macroscopia, o mais longe possivel

do cortex afetado naqueles com diagndstico de esclerose mesial temporal.

Casuistica ¢ Métodos
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Todas as amostras foram divididas em duas partes: uma delas seguiu,
Juntamente com os demais fragmentos cirlrgicos, para anslise histopatolégica
rotineiramente utilizada em nosso servigo: fixagdo em formol, emblocamento em parafina,
cortes com 6 micra de espessura, coramento com hematoxiliana-eosina e a anilise visual
pelo anitomo-patologista, realizada segundo a classificagfio proposta pela da Organizacio
Mundial de Saide - World Health Organization-WHO [KLEIHUES et al., 1993]. A anlise
imuno-histoquimica foi realizada em alguns casos, seguindo os critérios técnicos do
anatomo-patologista, para definicdo diagnéstica. A segunda parte da amostra foi
imediatamente congelada em nitrogénio liquido e estocada a —80° C até seu processamento,

que ocorreu em, no maximo, dois meses.

As amostras congeladas foram maceradas sob nitrogénio liquido e extraidas em
acido perclorico (HCL, 0,3 M, 10:1 volume: peso) e posteriormente centrifugadas
(3000 x g, 10 minutos, 0°C). O sobrenadante foi coletado, neutralizado, ajustando-se o pH
para 7.2 com hidréxido de potassio (KOH) 1,5 M e o sobrenadante neutro foi centrifugado
e Liofilizado. As amostras para ERM 'H foram preparadas dissolvendo-se 50 mg do extrato
liofilizado em 0,6 ml de 4gua deuterada (D,0) contendo sbdio dy-trimetilsililpropionato
(0625 mMolL™"). A solugio foi submetida a ultra-som, centrifugada
(3000 x g, 10 minutos, 25°C) e posta em tubo de RM de Smm.

O espectro foi adquirido em espectrémetro Varian INOVA-500 (Bp = 11,7 T),
operando a 499,886 MHz para 'H, usando sonda tripla de ressondncia (H, C, N) de 5 mm.
Cada experimento foi adquirido com 128 transientes a 25° C. O sinal residual da dgua foi
suprimido usando pulso seletivo de excitagdo (pulso de 90°), seguido por gradiente de
campo pulsado no eixo z (wet 1 d).

O espectro de RM original foi refinado por anilise “Wavelet”
[JOHNSTONE et al., 1997] seguido por corre¢do da linha de base. O resultado foi
armazenado em matriz de duas entradas (X), em que cada linha corresponde as amplitudes
de sinal do espectro € cada coluna, aos deslocamentos quimicos em hertz.

A analise dos dados foi realizada através de andlise discriminatoria
(Partial Least Square Discriminant Analysis - PLS-DA) [INDHAL et al, 1999;
LOWUERSE et al, 1999], onde a matriz resposta (Y) de » Ilinbas
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(correspondentes aos espectros da matriz X) e k colunas (correspondentes ac numero de
tipos de tumores) foi construida da seguinte maneira: na linha 7 de Y (=1,...,n), 1 foi
colocado na késima coluna e 0 em todas as demais se o iésimo espectro de X pertence a
classe K. Consegiientemente, B ¢ obtido ajustando-se Y=XB. Essa analise mdica que

freqiiéncias em B sfo importantes para discriminar as classes em Y.

Toda a andlise computacional foi realizada no programa ‘R’
(www.r-project.org), e pacote Wavetresh para ‘R’ para realizacio de analise Wavelet.

ESTUDO IN VIVO

O exame de ERM 'H in vivo foi realizado em um total de 35 pacientes
(em parte, os mesmos estudados in vitro) com hipétese diagnéstica de tumor cerebral.
Foram excluidos todos os pacientes portadores de tumores com volume inferior a 8 ont’,
submetidos 4 radioterapia e/ou quimioterapia prévias, os que apresentavam dreas de extensa
necrose, cisticas ou calcificadas, sangramento, tumores posicionados muito proximos a
estruturas dsseas (como na base do cranio) e aqueles cujo grafico da ERM H in vivo foi de
qualidade técnica insatisfatéria (como linha de base muito irregular ou pouca resolugdo de
picos). O exame ndo foi realizado nos pacientes que apresentaram quaisquer
conira-indicagdes para a realizagio de RM como, por exemplo, proteses metélicas,
marca-passo cardiaco, clipes metdlicos intracranianos (para aneurisma) e claustrofobia

severa.

As imagens e a ERM'H foram obtidas em um aparelho ELSCINT Prestige, em
campo magnético de 2 T, com aquisicdes nos planos axial, sagital e coronal. Os parametros

para as diferentes aquisi¢Ses de imagem foram:

- Imagens sagitais pesadas em T1 spin echo (espessura de 6 mm, angulo de
inclinagio de 180%, TR (tempo de relaxagio, em ms)/TE
(tempo de eco, em ms) = 550/10, matriz de 200x350, FOV de 25x25cm),
utilizadas para orientar o plano de aquisicéio das demais imagens.
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- Imagens axiais pesadas em T1 spin echo (TR/TE = 540 /12}, T2 duplo echo,
spin echo (TR/TE = 4800 /128-16), FLAIR (TR/T1 (tempo de inversdo, em
ms)/TE = 10099 /2550 /90), angulo de inclinagiio zero nos ouvidos internos,
com demais especificagdes iguais as do item 1.

- A administracdo do contraste paramagnético (gadolinio — gadopentetato de
dimeghimina) foi avaliada em cada exame e realizada de acordo com os
critérios ja determinados no nosso servico. A dose habitual utilizada € de 0.1
mbkg.

A aquisico da espectroscopia foi realizada com voxel tnico, em area de

2 x 2 x 2 cm, locado no centro da lesfo, utilizando-se seqiiéncia PRESS, com TE=135 ms e
TR=1500 ms, em seqliéncia realizada sem orientagio inclinada (Figura 3).
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Figura 3 - Obtengio da ERM 'H in vivo. Imagens de RM ponderadas em FLAIR e os
respectivos graficos da ERM 'H em dois pacientes que apresentaram tumores
semethantes pela imagem, mas com padrfio da ERM 'H diverso. No primeiro
paciente foi diagnosticado oligoastrocitoma anaplésico e no segundo,

glioblastoma.
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Durante 0 pds-processamento, determinou-se a area dos picos de mio-inositol €
glicina (conjuntamente), NAA, colina, creatina, lactato e lipideos por integracio,
utilizando-se o programa do fabricante (ELSCINT). Baseados em estudos prévios
[GALANAUD et al., 2003] e devido a grande variagiio da amplitude dos picos dos diversos
metabolitos nos tumores, inclusive da creatina [MAJOS et al., 2003al, a normalizacZo dos
valores foi feita pela soma total dos picos. Andlise idéntica foi realizada com normalizagio
pelos valores da colina (o 1nico metabdlito que apresentou quantidades mensuraveis em

todos os casos).

A aquisicio e andlise da ERM 'H foram realizadas de modo idéntico em um
grupo controie de 34 voluntirios normais, na regifio taldmica (em 10 deles), regido
temporal (17), regifio occipital (3) e substincia branca profunda (4). Tais regies e o
hemisfério onde a ERM 'H foi realizada foram escolhidos aleatoriamente.

A andlise estatistica foi realizada atravds do teste ANOVA
{(de uma entrada ¢ com multivaridveis - MANOVA) e anilise discriminatoria linear
(Systat, Inc, Evanston, Illinois, 1992). Neste procedimento, cada individuo
(o “individuo teste™) pertencente ao grupo de » elementos (que inclhui todos os subgrupos,
inclusive controles) € retirado do grupo total e classificado por semelhanca em um de seus
subgrupos, utilizando-se uma fun¢fo discriminatéria linear resultante da andlise dos outro
n-1 elementos (o “training set™). Isto se repete para cada um dos individuos. A resposta €
dada como porcentagem de acerto da classificagdo. Nossos subgrupos foram as classes
mais numerosas de tumores (globlastomas, astrocitomas pilociticos, meningeomas) e o0s
controles. Na andlise discriminatoria linear foram incluidos ainda os meduloblastomas. Os
demais grupos histolégicos tumorais foram comparados aos controles através da média de
seus valores de cada composto. Foram considerados significativos valores com 2

desvios-padriio acima ou abaixo da média dos controles normais.
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ESTUDO in vitro

A analise histopatologica dos tumores revelou astrocitoma (graus Il ¢ IV) em 13
pacientes, meningeoma em 10, metastase em 5 e outros tipos de tumores em 19 pacientes
(oligoastrocitoma anapldsico em 3, oligodendroglioma em 2, xantoastrocitoma em 1,
neurocitoma em 1, schwanoma em 2, adenoma em 3, meduloblastoma em 2, papiloma em
1, craniofaringeoma em 2 e tumor epidermoide em 2 pacientes). A analise histologica dos
fragmentos dos pacientes operados por epilepsia de dificil controle revelou heterotopia em
1 paciente e esclerose temporal mesial em 3 deles. Nestes altimos, o fragmento utilizado
para ERM ‘H in viro foi obtido o mais distante possivel da lesio
(geralmente da regifio de substincia branca adjacente).

Nos tumores intraparenquimatosos, a grande maioria das amostras foi
proveniente de neoplasias centradas na substincia branca encefilica, sendo apenas quatro
provenientes de tumores corticais e cinco de tumores de fossa posterior, o que deu ao grupo

satisfatoria homogeneidade (Tabela 1).

Tabela 1 - Distribuigio das amostras estudadas através de ERM 'H in vitro segundo

diagnoéstico histologico e localizaggo.

Tipo Histolégico Substincia Branca Cortex Fossa Posterior  Extra-axiais  Total
Glioblastoma 9 1 10
Astrocitoma (grau II) 3 3
Oligodendroglioma 2 2

Oligoastrocitoma

anapldsico 2 ! 3
Meningeoma 10 10
Schwanoma 2 2
Adenoma 3
Papiloma 1 1
Xantoastrocitoma 1 i
Neurocitoma 1 1
Meduloblastoma 2 2
Craniofaringeoma 2
Epiderméide 2
Metistase 2 5
Total 14 4 5 24 47
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Os metabdlitos presentes nos extratos foram responsaveis por wm ou mais sinais
(picos) com deslocamentos quimicos ¢ amplitudes que foram relacionadas com sua
estrutura quimica ¢ concentragio, respectivamente. Numa primeira anslise os tumores
foram divididos em trés grupos: tumores nfo neurogliais
(schwanomas, adenomas, meningeomas e papiloma), tumores neurogliais de alto grau de
agressividade (glioblastomas e oligoastrocitomas anaplésicos) e neurogliais de baixo grau
de agressividade (astrocitomas e oligodendrogliomas). A anslise comparativa entre estes
dois ultimos grupos permitiu o estudo das alteragbes bioquimicas segundo o grau de
agressividade dentro do espectro de malignidade de um mesmo grande grupo histolégico.

Outra analise foi realizada com o espectro nfio normalizado a fim de reforcar
diferencas secundirias & concentragdo dos compostos. Anilise independente foi feita com
0s espectros originais utilizando os mesmos grupos acima e comparando os seguintes
grupos: metastases, controles, tumores neurogliais de baixo grau e tumores neurogliais de
alto grau. A analise comparativa entre as metéstases e os tumores neurogliais de alto grau
auxiliou na diferenciagiio destes grupos com aspectos clinicos por vezes semelhantes,
bastante agressivos, mas de origem histolégica diversa.

Tumores neurogliais de alto grau apresentaram altos niveis de acetato e altas
taxas de glicina / inositol, quando comparadas aos tumores neurogliais de baixo grau
(Figuras 4 e 5).
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Figura 4 - (A) Grafico representando o resultado da anslise discriminatéria comparando
tumores neurogliais de alto grau (circulos abertos <0©°); tumores
ndo-neurogliais (circulos cheios ‘@) e tumores neurogliais de baixo grau
(estrelas ‘ﬁ’). Observe a tendéncia ao agrupamento dos eclementos das
diferentes classes. (B) Coeficiente de regressio para andlise discriminante.
Cada um dos picos deste esquema representa um pico do espectro original,
reconhecido por seu deslocamento quimico. A amplitude com que estd
representado € proporcional ao seu poder em determinar o agrupamento das
classes e sua posicdo (acima ou abaixo da linha de base ¢ para a direita ou
esquerda do centro) determina o posicionamento de cada uma das amostras
em (A). Neste caso, os picos determinantes do agrupamento das classes foram
os de glicina (glycine), mio-inositol (inositol) e acetato (acetate). As amostras
localizadas na metade direita de (A) apresentaram as maiores concentragdes
de glicina ¢ menores de mio-inositol (como 0s tumores meurogliais de alto
grau) e as situadas abaixo da linha média, maiores quantidades de acetato
(como os tumores nfo neurogliais).
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Figura 5 - (A) Amplificacio da regifio entre 3,50 — 3,60 ppm em tumores, neurogliais de
alto grau (high grade), de baixo grau (low grade) e niio neurogliais (non neural).
Cada uma das curvas sobrepostas é o trecho de interesse de cada um dos
espectros originais, pertencente & classe. Observe o aumento da glicina nos
tumores neuroghiais, principalmente nos de alto grau de agressividade. (B)
Espectro tipico total (1) e amplificagbes da regiio entre 3,50 — 3,60 ppm de uma
amostra de astrocitoma de baixo grau (2) e de um glioblastoma (3). Observe
como € perceptivel, mesmo no espectro original, sem poés-processamento, o
aumento da taxa glicina / inositol nos tumores neurogliais de alto grau,

principalmente decorrente do aumento da glicina.
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Intensidades muito baixas de sinal de mio-inositol discriminaram metéstases de
tumores neurogliais de alto e de baixo grau e do grupo controle (Figura 6).
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Figura 6 - Amplificaciio da regifio entre 3,50 — 3,60 ppm em controles (control), tumores
neurogliais de alto grau (high grade), de baixo grau (low grade) e metastases
{(metastasis). Cada uma das curvas sobrepostas € o trecho de interesse de cada
um dos espectros originais, pertencente a classe. Observe os baixos picos de
mio-inositol nas metastases (praticamente indiferencidveis da linha de base) em

relacdo aos tumores neurogliais e, principalmente, aos controles.

Aumento do lactato e colina e redugio da creatina e NAA permitiram a
diferenciacdo entre controles e tumores, em concorddncia com estudos prévios
[MOSTERT et al., 1986; LUYTEN et al, 1990; KRUMSCHNABEL et al., 2000]. Os
tumores ndo neurogliais apresentaram as menores concentracdes de creatina e lactato.
Aumento de colina e glicina ocorreu de acordo com o grau de agressividade tumoral,
também contribuindo para diferenciar os tumores do grupo controle e os tumores
neurogliais segundo o grau de agressividade (Figura 7). As taxas de creatina e NAA dos
tumores neurogliais de baixo grau aproximaram-nos dos controles e os afastaram de seus
similares, de alto grau.
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Figura 7 - (A) Gréfico representando o resultado da anslise discriminatéria comparando

tumores neurogliais de alto grau (circulos abertos ‘©”), tumores niio-neurogliais
(circulos cheios ‘®7), tumores neurogliais de baixo grau (estrelas ‘3’) e
controles (tridngulos‘A’). Observe a tendéncia ao agrupamento dos elementos
das diferentes classes. (B) Coeficiente de regressiio para analise discriminatéria.
A interpretacdo deste grafico é a mesma daquela descrita para a Figura 4. Neste
caso, 0s picos determinantes do agrupamento das classes foram os de creatina
(Crea), NAA (Naa), glicina (Gly), colina (Cho), alanina (Ala) e lactato (Lac).
Amostras localizadas na regifio superior de (A) (em sua maioria, controles e
tumores neurogliais de baixo grau) foram assim dispostas por apresentarem
maiores concentragSes de creatina e NAA e aquelas localizadas na metade
inferior, apresentaram as maiores concentragdes de glicina, colina, alanina e
lactato.




Durante a analise dos dados foram observados pequenos deslocamentos
quimicos devido a minimas variagbes de pH nas amostras. Porém, estes deslocamentos nio
prejudicaram a identificacdo dos metabolitos responsiveis pela discriminagiio entre os

grupos.

ESTUDO in vivo

Os pacientes estudados através da ERM 'H in vivo eram portadores de
glioblastomas (16 pacientes), astrocitomas pilociticos (5), meningeomas (4),
meduloblastomas (2), astrocitomas de baixo grau (grau II) (2), adenoma (1), ependimoma
(1), linforna (1), metastase (1), neurocitoma central (1) e carcinoma epiderméide invasivo,
originario do seio esfenoidal (1). Assim como no estudo in vitro, a grande maioria das
neoplasias dos 35 pacientes estudados era centrada na substéincia branca encefilica, sendo
que apenas quatro tinham centro nos ntcleos da base e quatro eram de tumores de fossa
posterior, fornecendo, novamente, homogeneidade ao grupo (Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuigio dos pacientes estudados através de ERM 'H in vivo segundo
diagnéstico histolégico do tumor e sua localizaggo.

Tipo Histologico Substincia Branca Nicleos da Base Fossa Posterior Exira-Axiais Total

Glioblastoma i6 i6
Astrocitoma pilocitico 4 i
Meningeoma 4
Astrocitoma (grau II) 2
Meduioblastoma 2
Adenoma i
Metastase 1

Neurocitoma 1

L R T % S R ¥ ]

Ependimoma 1
Linforna i I
Carcinoma 1 1
Total 19 4 4 8 35

A espectroscopia nos controles foi realizada em 4reas de substincia branca
profunda, talamos ¢ regies temporais, havendo, portanto, razoavel analogia com as regies
sede dos tumores estudados.
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Os tumores apresentaram variacdes muito maiores que os controles nas medidas
de todos os compostos estudados (Figura 8). Isso foi ainda mais marcante nos valores de
glicina e mio-inositol, sujeitos a alteragdes devidlo a sua sobreposicio
(e conseqiiente contabilizagdo conjunta) e sua proximidade do pico de agua livre
(sujeitos aos artefatos causados durante a supressio do mesmo). Atribuiu-se 4 imprecisdo
causada por estes dois fatores o fato da glicina e do mio-inositol terem sido as tinicas

substéncias cujos valores nfio diferiram nos tumores e controles.
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Figura 8 - Grafico resumindo os resultados do teste ANOVA, comparando os grupos com
maior nimero de individuos (glioblastomas (glio), meningeomas (me) e
astrocitomas pilociticos (pil)) ¢ o grupo de controles (nl), em relagdo as suas
quantidades de glicina e mio-inositol (GLMI), mensurados conjuntamente,
creatina (CRE), colina (COL), NAA, lactato (LAC) e lipideos (LIP),
normalizados pelo valor resultante da soma destes picos. As linhas verticais
representam dois desvios-padrio acima e abaixo do valor médio da quantidade
do metabdlito indicado no respectivo subgrupo Observe como, em todos os
€asos, 0s tumores apresentam maior varia¢do da quantidade de cada metabdlito

em relacéo aos controles.
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A diferenga entre os tumores e os controles normais deu-se por altas taxas de
colina e lactato e baixas taxas de creatina e NAA nos tumores (Tabela 3). Além disso, os
tumores (particularmente os glioblastomas) apresentaram varidveis picos de lipideos,

ausentes nos controles normais.

Tabela 3 - Resultado do teste ANOVA com multiplas varidveis (MANOVA), incluindo os
grupos tumorais (astrocitomas pilociticos, glioblastomas, meningeomas) e
controles normais, em relagiio as suas quantidades de glicina/mio-inositol,
creatina, colina, NAA, lactato e lipideos, normalizados pelo valor resultante da

soma destes picos.
PICO F P

Colina 11.01149 6.000601
Creatina 27.85530 0.000001
NAA 41.28667 0.000001
Lactato 8.839488 0.00007
Lipideo 5.35980 0.00261
Glicina/mic-inositol 047012 .70434

A analise discrimatéria linear foi capaz de classificar corretamente 82% dos
tumores. A classificacio dos controles normais foi correta em 100% dos casos. Os
meningeomas foram classificados corretamente em 75% das vezes, os astrocitomas
pilociticos em 60% e os glioblastomas em 50 %. Os meduloblastomas receberam

diagnésticos corretos em 100% dos casos na classificagio deste teste (Tabela 4).

Resultados
71



Tabela 4 - Resultado da analise discriminatéria de miltiplas varidveis, incluindo os grupos
tumorais numericamente mais significativos ¢ os controles normais. Os valores
representam o mimero de casos classificados em cada um dos grupos, exceto
pela Gltima colma, onde estio expostas as porcentagens de classificacio

correta: “acerto” do método.

Astrocitoma %
Glioblastoma Meduloblastoma Meningeoma Controles .
Pilocitico acerto

glioblastoma 8 3 1 0 4 50
Meduloblastoma 0 2 0 0 0 100
meningeoma 1 0 3 4] 0 75
controles ] 0 H 34 0 100
Astrocitoma
N I 1 0 0 3 60
pilecitico
Total 10 6 4 34 7 82

A -comparacdo entre as médias dos demais grupos (adenoma, -ependimoma,
astrocitomas grau II, metdstase, carcinoma, linfoma e peurocitoma) revelou diferencas em
relagdo aos controles quanto as taxas de NAA (baixa em todos os casos) e de colina
(alta em um dos astrocitomas, no neurocitoma e na metastase). A creatina foi baixa em um
dos astrocitomas, na metdstase e ©no carcinoma. Exceto pela  metastase
(que apresentou quase que exclusivamente pico de colina), por um dos astrocitomas e pelo

adenoma, os demais tumores apresentaram lactato, diferente dos controles.

Alguns exemplos de especiros obtidos, escolhidos dentre os tumores mais
freqiientes nesta casuistica estfio representados (Figura 9).
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Espectros obtidos in vivo (2T) de pacientes portadores de glioblastoma (A),
astrocitoma pilocitico (B), meduloblastoma (C) e meningeoma (D). Estiio
identificados os picos de mio-inositol e glicina, conjuntamente (GL,MI), colina
(Col), creatina (Cre), N-acetil aspartato (NAA) ¢ lactato (Lac). Parte do pico de
NAA no glioblastoma pode ser decorrente de volume parcial de tecido normal

subjacente.
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No estudo de ERM 'H in virro encontramos glicina e mio-inositol como
marcadores do grau de agressividade dentro do grupo dos tumores neurogliais e as
metastases diferenciaram-se por baixo mio-inositol (ANEXO 3). Em ambos os estudos, in
vitro e in vivo, NAA, colina, creatina e lactato foram responsaveis pela diferenciacio de
tumores e controles e das neoplasias quanto ao grupo histolégico.

Pela sua prépria complexidade, hi muito que se conhecer sobre os mecanismos
envolvidos no surgimento e perpetuagiio dos tumores de SNC. A escassez relativa de
técnicas de estudo de processos bioquimicos dinimicos, in vive, muitas vezes decorre no
uso de modelos construidos fora dos sistemas naturais que podem nfo exprimir o
funcionamento biologico com exatiddo. Assim, técnicas que consigam refletir o que ocorre
no cérebro, in loco, fornecem informacgdes seguras para o entendimento dos Processos
bioguimicos que ocotrem ou predominam no tecido normal e patolégico. Dai a grande
importancia da ERM 'H nas diversas patologias do SNC.

Apesar de haver pequenas alteragBes no nivel de alguns compostos durante e
nos primeiros minutos apos a ressecgdo tecidual, do uso de anestésicos durante a cirurgia e
da mensuragdo in vitro de algumas substancias que estdio ligadas a macromoléculas in vive
e por isto ndo estdo individualizadas no espectro (e, portanto, nfio sio mensuréveis), hi boa
correlagio entre os resultados obtidos pela ERM 'H in vive e in vitro
[GILL et al,, 1990; KUGEL et al., 1992; PEELING et al. 1993; KINOSHITA et al., 1994;
USENIUS et al., RUTTER et al., 1995; PREUL et al., 1996], o que permite que estes dois

metodos sejam complementares.

A confiabilidade dos resultados obtidos ja é inicialmente indicada pelo fato de,
tanto no estudo in vivo como no in vitro, no ter havido sobreposiciio entre os grupos dos
controles ¢ dos tumores. Além disso, os resultados in vitro foram capazes de distinguir
grupos tumorais com sentido clinico, histolégico e prognéstico e ainda identificar uma
disposicio ~ de  metabblitos que  caracterizou grau de  agressividade
(diferenciando tumores de agressividade variivel dentro de um mesmo grande £rupo
histologico: tumores neurogliais) e tipos celulares (diferenciando tipos histologicos
diferentes, mas com agressividade “similar”: tumores neurogliais de alto grau e

metastases).
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A espectroscopia in vivo também demonstrou haver padries distintos dentro
dos grupos tumorais, havendo precisio de diagnéstico que variou de 50% de acerto
(como nos glioblastomas) até 100% (como nos meduloblastomas). Nos glioblastomas, a

menor taxa de precisdo diagndstica pode ser decorrente de sua heterogenicidade.

Procuramos unir a precisio dos dados fornecidos pela ERM 'H in vitro a
fidedignidade dos resultados in vivo. Ha que se ressaltar, no entanto, algumas
particularidades necessarias a interpretacfio dos resultados obtidos nestes dois estudos.

Em primeiro lugar, pela propria caracteristica da ERM 'H in vitro
(maior resolugdo de sinal), foram analisadas substincias que niio puderam ser observadas
in vivo (por serem indiferenciadas da linha de base ou por sobreposicio de picos) como o
acetato, a alanina, aminoacidos como valina, leucina, isoleucina, GABA e, isoladamente,
picos de glutamina, ghitamato, glicina e inositol. Ao contrario, os lipideos s6 puderam ser
observados no estudo in vivo, pois nfio sdo soliveis em 4gua (ou solvente polar) e a

extracdo das amostras com 4cido perclérico causa sua decomposicio.

Quanto ao grupo de estudo, a grande maioria dos pacientes estudados in vivo
(16 de 35) apresentou glioblastomas. Apesar de nfio ser o tipo histologico mais freqiiente,
essa preponderdncia deveu-se ao fato de serem tumores intra-parenquimatosos, geralmente
grandes (maiores de 2 cm), solidos, permitindo, portanto, a realizagio da ERM 'H com boa
qualidade. Outros tumores, como meningeomas, apesar de bastante freqilentes nos
pacientes atendidos em nosso servigo, nfio foram mais numerosos neste estudo, pois nfio
permitiram a obtenglio de espectros satisfatérios, ou por sua localizagdo, préoxima a

superficies 6sseas, ou por suas dimensdes reduzidas.

A localizagéo tumoral preponderante foi encefalica, na substincia branca, tanto
no estudo in vivo como in vitro. Isto contribuiu para a homogeneidade do grupo ja que
alteragbes metabblicas poderiam ter sido encontradas devido a composigio celular
particular de outras regides (como os maiores niveis de GABA, presentes nas células da
granulosa do cerebelo) [URENJAK et al., 1993]. No entanto, isto nfio ocorreu nem mesmo
nos casos particulares de tumores de fossa posterior, o que indica que o padrio metabdlico
encontrado caracteriza muito mais o tecido tumoral que o possivel tecido encefilico

subjacente, mesmo nos tumores infiltrativos.
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Assim as diferencas de composi¢dio bioquimica encontradas entre os grupos
tamorais, divididos de acordo com  critérios  histologicos e  clinicos
(similaridade de imagem e prognlstico) e entre estes e os controles normais podem ser
correlacionadas com o comportamento da célula tumoral, pela propria alteracio patolégica

que a caracteriza, € com as alteracdes especificas de seu subgrupo.

Devido a complexidade das vias bioquimicas que se desenvolvem no sistema
nervoso central, a maioria das interpretacdes para as alteracGes de niveis de substincias
intra ou extracelulares nfo sfio absolutas, estando sujeitais a confirmacéo pela descoberta de
novas vias de regulagio genética, enzimitica e mecanismos adaptativos que,
inevitavelmente, surgirfio. Assim, muito do que discutimos aqui sdo suposices e
proposigdes, atualmente coerentes dentro do que se conhece sobre o metabolisto cerebral,
podendo estar, no entanto, apenas parcialmente correto. Proposicdes, no entanto, sfo a base
da pesquisa cientifica, que depende tanto das teorias que se mostram posteriormente
verdadeiras como das falsas, afinal, a diferenca entre elas pode ser apenas uma questio de

tempo.

Dois atributos sio particularmente importantes para a célula tumoral: sua
capacidade de sobreviver em meios adversos (como evitando os estresses osmético e
hipdxico) e seus mecanismos de evitar apoptose. As variagbGes bioquimicas encontradas
podem refletir alteracGes em vias metabolicas que participam ou sio conseqiiéncia do

estabelecimento ¢ manutencfio tumoral.

As taxas glicina / inositol foram responsaveis pela classificacio dos tumores de
acordo com o grau de agressividade. Vale lembrar que no estudo in vive ndo houve
correlaciio neste ponto ja que estes dois picos estfo sujeitos aos artefatos de supressio do
pico de agua livre e que, sobrepostos, foram mensurados conjuntamente. Isto ocorre ao
utilizar-se TEs por volta de 136ms, 0 que rotineiramente ocorre nos estudos in vivo.
Trabalhos prévios, porém, utilizando diferentes TEs, mais eficientes da distingdo de tais
substincias, concordam com nossos resultados in vitro, atribuindo um papel importante,
principalmente a glicina, como marcador de tumores agressivos como neurocitoma €
oligoastrocitoma anaplasico fGUTOWSKI et al., 1999; KIM et al., 2000].
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O mio-inositol, que responde por 95% do inositol livre do corpo humano,
precursor do fosfatidilinositol (PI), segundo mensageiro e osmélito de membrana
plasmatica [MOORE et al.,, 1997], aumenta durante a destruicio neuronal e pode estar
ausente em areas necréticas [NORFRAY et al., 1993], justamente pela escassez celular, Isto
pode contribuir para suas baixas taxas em tumores altamente agressivos como metastases.
Entretanto, isto ocorreu também em fragmentos ou 4reas francamente solidas a
macroscopia, portanto, de tecido celular nfio necrético. Consegiientemente, o mio-inositol

nfo pode ser considerado apenas como marcador de necrose.

Maiores quantidades de mio-inositol estio presentes em células gliais,
principalmente naquelas pouco diferenciadas [NICKLAS et al, 1978], dai as maiores
concentragdes encontradas nos tumores de origem glial que nas metastases. Estudos in vivo
também confirmam elevados niveis de mio-inositol nos gliomas, mas nio nas metdstases
[GALANAUD et al., 2002].

Sua auséncia nas metastases pode ainda estar relacionada com indiferenciacéo
celular ¢ defeito apoptético. Uma evidéncia direta é a auséncia de mio-inosito] em céhalas
indiferenciadas de adenocarcinoma de célon quando comparadas as células diferenciadas
do mesmo tumor [GALONS et al.,, 1989]. Outro indicio é sua capacidade em promover a
reversdo da inibico da diferenciagio causada por antigenos carcinogénicos em células
epiteliais das pequenas vias aéreas [JTYONOUCHI, et al, 1999] e aumento das taxas de
apoptose nas células hepiticas [LEE et al, 2001] através de sua interacio com a
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), enzima do ciclo inositol-fosfato [VOET e VOET, 1989]
e provavel fator anti apoptotico. Assim, a redugfio de mio-inosito] nas metéstases pode estar
relacionada com suas baixas taxas de apoptose e indiferenciagdo, além, obviamente, da
auséncia de células gliais.

Clinicamente, altas taxas de mio-inositol sdo classicamente relacionadas aos
schwanomas e em alguns casos, permitem sua diferenciacio com os meningeomas
[KINOSHITA et al., 1994]. Schwanomas, porém, ndo estdio presentes em nossa casuistica,
in vivo, devido as limitagGes posicionais, geralmente proximos 2 superficie Gssea.
Carcmomas de cabeca e pescogo também apresentam altas taxas de mio-inositol
[CASTILLO et al,, 1996]. Isto pode ter ocorrido em nosso paciente portador de carcinoma
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de seioc da face invasivo (que apresentou aumento do pico conjunto de glicina e

mio-inositol). Porém, como ja foi discutido, este pico deve ser considerado com restri¢des.

Ao contrario, a glicina previne a morte celular
[SHARIPO et al., 1998; FRANEK et al., 2002; MORENO-MANAZANO et al., 2002; KIM
et al, 2003]. Assim como outros aminodcidos, a glicina parece proteger as células
submetidas a diferentes estresses, como a privagdo “nutricional” e a hiperosmolaridade
[DEZENGOTITA et al., 2002], situagGes que ocorrem em células tumorais, constantemente
submetidas ao estresse osmotico [TUZ et al, 2001]. Também tem papel importanie no
transiente de permeabilidade mitocondrial, um mecanismo de autofagia celular
[LEMASTERS et al, 2002]. Conseqgiientemente, aumento dos niveis de glicina pode
relacionar-se a baixas taxas de apoptose e contribuir para a sobrevivéncia celular em meio

adverso.

A glicina ¢ ainda substrato indireto do ciclo dos 4cidos tricarboxilicos (TCA),
derivada do piruvato, acetil-CoA e citrato [GILHAM et al., 1997]. Analisando a glicina de
acordo com suas funcdes energéticas, duas diferentes situagbes podem ser vislumbradas
com respeito ao metabolismo energético tumoral: 1) o TCA ¢ desviado para a utilizagdo de
substratos alternativos, como ocorre em situagdes de hipoxia, onde se detectam alteragdes
na captagdo do glutamato, glutamina ¢ GABA, substratos alternativos das células gliais ¢
neurdnios [PORTAIS at al, 1991; PASCUAL et al., 1998] e 2) esta ocorrendo depressio

das vias aerdbicas.

A depressgo das vias aerdbicas ¢ um fenbmeno conhecido em tecidos com altas
taxas de proliferacio celular. Nos tumores, a hip6xia nfo € s6 conseqiiéncia do rapido
crescimento celular, mas também, causa da indiferenciagdo celular in vivo e in vitro,
sugerindo um novo mecanismo de malignizagio de células com caracteristicas
totipotenciais [JO™ GI et al., 2002].

Estudos classicos demonstraram que a grande maioria de tumores em animais
apresenta altas taxas de glicolise até mesmo sob condices aerdbicas (efeito Warburg), uma
observacio que vem sendo repetidamente confirmada [DANG ¢ SEMENZA, 1999],
inclusive em culturas de células ghiais [PORTAIS et al., 1991]. Crescente niimero de genes

o p”
81



fisiopatologicamente relevantes s3o hiper-regulados pela ativagio do fator de transcrigdo
induzido por  hipoxia (HIF) quando cai a tensio de oxigénio
[GRAY et al., 2001; HUANG et al., 2003].

Mutagbes céncer-induzidas aumentam a expressdo do HIF. Defeitos nos genes
supressores de tumores como p53 (inativo na maioria dos tipos de cancer) e PTEN
(eventualmente suprimido no glioblastoma multiforme) aumentam a transcrigio e, portanto,
os niveis de HIF [RAVI et al., 2000], que por sua vez, influencia a apoptose, mecanismos
metabolicos e angiogénicos, hiper-estimulando genes codificadores de enzimas da via
glicolitica [SEAGROVES et al., 2001].

O aumento da glicna em ERM 'H in vivo estd relatado nos gliomas
aumentando progressivamente com a malignidade tumoral [HAGBERG et al, 1995;
MAJOS t al., 2003b], corroborando nossos resultados in vitro.

O aumento de acetato, observado na andlise in vitro dos tumores, também pode
ser uma evidéncia indireta deste desvio para glicolise. A utilizagio do acetato depende da
ativago da Acetil-CoA sintetase, uma das enzimas mais importantes do TCA. Assim,
depressdo relativa desta via [PORTAIS et al, 1991] pode causar aumento nos niveis de
seus substratos. Além disso, o acetato estd aumentado em situagdes de alto indice de
destruicio e reconstituicdo celulares [WANIEWSKI et al, 2004], como ocorre nos
tumores.

O desvio para glicolise também pode ser responsavel pela presenca de lactato,
um produto direto da via glicolitica, aumentado em situacdes de hipdxia crénica. Medidas
combinadas por tomografia por emissdo de prétons ¢ EMR 'H confirmam que o aumento
do lactato coincide com 4reas onde ha maior captaggo de glicose [LUYTEN et al., 1990],
confirmando que o processo glicolitico estd ocorrendo. Além disso, mesmo em areas com
oxigenagio normal, o lactato aumenta com o niimero de mitoses apés a incubagfio celular
com fator de necrose tumoral (TNF) [LUTZ et al., 2003], indicio direto de sua relagio com
o metabolismo tumoral.
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Dentre os tumores do SNC, os astrocitomas apresentam as maiores taxas de
lactato refletindo, além das alteragSes inespecificas dos tumores, supracitadas, sua
deficiéncia em piruvato-quinase [MOSTERT et al, 1986] (enzima que participa da
metabolizagdo do lactato), diretamente proporcional a seu grau de agressividade.

Em nosso estudo clinico, o lactato ocorreu ainda em dreas peri-tumorais e
mesmo no hemisfério contralateral (em dois pacientes com astrocitoma pilocitico € em um
com glioblastoma) refletindo ainda provaveis distrbios isquémicos da micro-circulagio,
causados pelo edema e efeito de massa dos tumores. E, portanto, assim como reportado nos
estudos prévios, marcador inespecifico dos tumores, ocorrendo em diferentes tipos
histologicos, e importante marca do tecido patoldgico [KUZNETSOV et al., 2003].
Precauctes devem ser tomadas, entretanto, quando a sua mensuracdo in virro devido a sua
rapida acumulaco durante e apds procedimentos cirtirgicos [MOSTERT et al., 1986].

Alteragbes no processo de fosforilagdo oxidativa também podem ser
responsaveis pelos baixos niveis de creatina, marcador seguro do metabolismo enddgeno e
do estado energético das células cerebrais devido a sua permeabilidade limitada na barreira
hemato-encefalica [BRAISSANT et al, 2001; PETROFF et al., 2003]. Sua reduciio ¢
compativel com a exaustio de reservas energéticas devido a alta proliferacdo celular e
isquemia [WATTS et al., 2004], ambas associadas ao grau de agressividade tumoral.

A creatina esta freqiientemente diminuida nos tumores, mesmo na auséncia de
tecido necrdtico, ao contrario de inmimeras outras patologias do SNC, portanto nfo
utilizamos os valores de seu pico para normalizacdo dos espectros in vivo. Em tecidos de
origem pAo neuroglial (como aqueles que ddo origem aos meningeomas e adenomas) seus
niveis sdo ainda menores [TZIKA et al., 1996; USENIUS et al., 1994], em concordincia
comn nossos resultados in vitro, nos quais estes tumores apresentaram os menores indices de

creatina.

A colina ¢ um precursor da fosfatidilcolina, participante da formacio da
membrana celular. Aumento da colina provavelmente reflete aumento da sintese de
membrana e/ou aumento do nimero de células. Além disso, enzimas que participam de sua
degradacio podem estar inibidas na célula tumoral [RODRIGUES-GONZALES et al,
2003]. Estudos prévios correlacionam a colina com a degeneracfio maligna em gliomas
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[TEDESCHI et al, 1997]. Porém, em processos necrticos, a reconstituigio da membrana
pode ndo ocorrer e, desta forma, a colina pode estar ausente [GO et al, 1995], o que
provavelmente reduziu a acuricia isolada deste composto como determinante da
agressividade tumoral em nosso estudo in vitre. In vivo, porém, devido ao posicionamento
do voxel da ERM 'H em éreas nio necréticas, foi o metaboélito mais constante e, ao lado do
NAA e da creatina, um dos mais importantes fatores de classificagio correta dos grupos
tumorais em comparagio com os controles. Altas concentragdes foram observadas nos
tumores agressivos como glioblastomas. Meningeomas, apesar do grau de agressividade
menor, também apresentam altas taxas de colina, em concordincia com relatos prévios
[KUGEL et al., 1992].

NAA ¢ encontrado primordialmente em neurdnios e sua reducio
tradicionalmente  indica perda da  viabilidade de elementos neuronais
[MILLER et al., 1991]. Estudos com gliomas em modelo de rato indicam reducio do NAA
na primeira semana apds a implantagdo tumoral [GILL et al., 1994]. Em nosso estudo as
taxas mais baixas de NAA ocorreram nos tumores extra-parenquimatosos. Assim como
ocorreu no caso da creatina, tal achado confirma que as alteragSes bioquimicas na célula
tumoral estfio relacionadas nio apenas ao seu comportamento mitético, mas também 2
composicdo bioquimica propria de cada tipo histologico.

Dentro dos tumores intra-parenquimatosos, porém, o NAA in vitro, foi
inversamente proporcional ao grau de agressividade. Como estd presente também nas
células imaturas (nestas, nfio restrito somente aos neurdnios, mas presentes ainda em alguns
subtipos de oligodendrdcitos imaturos) [URENJAK et al,, 1993] o NAA pode refletir nfio
somente indiferenciagio celular direta, mas também alterages no controle osmoregulatério
intercompartimental, ji4 que seu metabolismo & dinfimico, com rapida metabolizacio em
oligodendrocitos, apesar de sua produgio neuronal [BASLOW et al., 2000].

Além disso, pela seletividade da barreira hemato-encefilica é, como a creatina,
bom marcador do metabolismo endégeno. Sua producdo mitocondrial estd ligada a
produgio de ATP e o consumo de oxigénio no tecido cerebral. Consegiientemente, redugio
do NAA pode refletir defeito na produggio de energia dentro da mitocondria, além de perda
neuronal [BATES et al., 1996], estando relacionado, portanto, aos estados hipermetabdlicos

¢ glicoliticos, predominantes na célula tumoral.
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Por fim, lipideos estiveram presentes nas dreas soOlidas, nio necrdticas dos
glioblastomas, confirmando que este metabdlito nfo é exclusivamente marcador de necrose.
Pico de lipideos nfio foi encontrado em nenhum outro tipo histologico, exceto em um tinico
caso de meningeoma em proximidade & calota craniana, onde houve contaminacio da drea
estudada pela gordura do subcutineo. Em neoplasias, os lipideos sdo encontrados nos casos
de alta agressividade [LEHNHARDT et al, 2001], como nos gliomas
(o que ocorreu em nossos pacientes) [ZOULA et al, 2003]. Sio marcadores e
diferenciadores das metéstases dos demais tumores e estdo classicamente presentes nos
linfomas [SMITH et al,, 2003; UTRIAINEN et al., 2003; FAN et al., 2004]. Cabe lembrar
que os lipideos s#io derivados da destruicio de membrana, da morte celular e macrofagia
tecidual e que estdo ligados aos mecanismos de estresse oxidativo devido & ativagfio do
fator de necrose tumoral hipéxico-dependente [SAKAGUSHI et al., 2002].

Apesar de estarmos analisando poucas substincias (apenas aquelas detectdveis
pela ERM 'H), em relagdio as milhares que estdo presentes em c€lulas do SNC, normais e
patolégicas, e de ainda haver muitas lacunas no estabelecimento de cadeias metabdlicas
complexas, a boa cormrelagiio clinica ¢ a concordéncia com dados prévios obtidos por
diferentes métodos reforcam a relevincia da ERM 'H nos estudos da bioquimica dos

tumores do SNC.

Perspectivas de futuras pesquisas surgem através da ERM 'H de solidos, onde é
possivel a utilizagdo de tecido “in natura™ (de bidpsias ou de culturas celulares). Este tipo
de andlise elimina a fase de extraciio com substincias polares, preservando as substincias
apolares e ligagbes inter-moleculares. Assim, possibilitando traduzir com maior acuracia a
estrutura molecular do tecido cerebral. No mesmo sentido, andlise de liquidos biologicos
pode ser altamente promissora, nfio $0 no estudo dos tumores como de diversas doencas
metabélicas. Além disso, a decomposiciio dos sinais de diversas substincias pode levar a
conclusdes sobre o desvio de equilibric em reagdes quimicas € sobre a fase de divisiio
celular.
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CONCLUSOES



A ERM 'H in vivo é um método eficiente no diagnéstico dos tumores,
classificando corretamente 82 % dos pacientes. Os resultados demonstram que aumento dos
niveis de lactato € colina e diminui¢io de creatina e NAA diferenciam tumores e controles,

in vitro e in vivo.

Os niveis de glicina, mio-inositol e acetato, in vitro, correlacionam-se com o

grau de agressividade em tumores neurogliais.

Metastases tém menores intensidades de sinal de mio-inositol comparadas aos

tumores primérios do sistema nervoso central.

Melhor caracterizagio dos metabdlitos pela ERM 'H in vitro pode ser relevante
para otimizagio dos protocolos de ERM 'H in vive, como por exemplo, 0 uso de menores

TEs para melhor resolugfio dos picos de glicina e mio-inositol.

Os resultados deste trabalho contribuem para a interpretacdo dos mecanismos
de sobrevivéncia tumoral, refletindo alteracdes relacionadas com a indiferenciagéio celular e

sua capacidade anti-apoptotica e de perpetuacfio em meios adversos as células normais.
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ABSTRACT

The purpose of this article is show the role of proton magnetic resonance spectroscopy
(MRS), associated with magnetic resonance images (MRI}, in the study of non-neoplastic
disorders, helping in diagnosis and better characterization of the nature of the lesion.
Herein, we analyzed single voxel proton spectroscopy in nine different non-neoplastic
lesions, displayed in six categories (infectious, ischaemic, demyelinating, inflammatory,
malformation of development and phacomatosis). The presence or the ratios of signal
intensities brain  tissue metabolites  observed with  this  technique
(N-acetyl aspartate, choline, creatine, lactate and lipids) helped in their differentiation with
neoplastic lesions and helped in correct diagnosis. In infectious diseases, signals of acetate,
succinate and aminoacids were also important. In conclusion, proton MRS is a noninvasive
method, very useful as an additional technique to define the nature of non-neoplastic

encephalic lesions.
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spectroscopy, magnetic resonance, non-neoplastic encephalic lesions
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RESUMO:

O propésito deste artigo e mostrar o valor da espectroscopia de hidrogénio associada a
imagens de ressondncia magnética (RM), no estudo de lesdes enceflicas nio neoplésicas,
ajudando no diagnostico e na melhor caracterizagio de grupos etioldgicos. Analisamos
espectroscopias de hidrogénio com voxel tnico em nove diferentes doencas ndo
neoplasicas, divididas em seis categorias (infecciosas, isquémicas, desmielinizates,
inflamatérias, malformagtes do desenvolvimento cortical e facomatoses). A presenca e as
relagdes entre a intensidade do sinal dos metabélitos do tecido nervoso observados com
esta técnica (MN-acetil aspartato, colina, creatina, lactato e lipidios) ajudaram na
diferenciagdio de lesdes neopldsicas e permitiram o diagnostico correto. Nas doengas
infecciosas, os sinais do acetato, succinato e aminoacidos também foram importantes.
Concluimos que a espectroscopia do hidrogénio por RM é um método nfo invasivo muito

util como técnica adicional para definir 2 natureza nio neoplasica de lesdes encefalicas.

PALAVRAS-CHAVE:

espectroscopia, Ressondncia magnética , lesSes encefilicas nio neoplésicas.
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INTRODUCTION

Following the widespread recognition of magnetic resonance (MR) as a
diagnostic method of central nervous system (CNS) pathologies, it was envisaged that it
would be possible to have a differential diagnosis made solely through image analysis,
considering the vast etiologic groups. However, because MR images are based on water
signal and, in consequence, reflect the tissue hydration degree, MR appearance of such
distinct pathologies as tumor or ischaemia can be vary similar. It is in this context that
proton magnetic resonance spectroscopy (MRS) arises as an auxiliary method that may help
to identify the nature of some encephalic lesions (1,2).

Proton MRS provides a non-invasive method for examining a wide variety of
metabolites in the human brain, including N-acetylaspartate (NAA), a compound present
only in neurons; choline-containing compounds (Cho), which participate in membrane
synthesis and degradation; phosphocreatine and creatine (Cre), which play a major role in
energy metabolism; lactate (lac), a resultant of increased amaerobic glycolisis; lipids,
correlated with necrosis (3) and other such as succinate, aminoacids, glycine, glutamine and
inositol. The acquisition of the spatially localized metabolic information available from
proton spectra can be correlated with MR images and other imaging methods and may lead
development of a set of physiological, anatomical and biochemical indices which may
provide a powerful approach for investigating the underlying basis for many clinical
disorders.

A list of pathological conditions that have been documented by proton MRS
includes brain tumor, stroke, demyelinating diseases, metabolic disorders, dementia and
partial epilepsies. Additional single voxel proton MRS for distinguishing neoplastic from
non-neoplastic encephalic lesions raises accuracy up to 96% (4). The purpose of this work
is to present proton MRS pattern of non-neoplastic brain lesions that may help in themr
differentiation from tumors and have the potential for avoiding invasive diagnostic

procedures.
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MATERIAL AND METHODS

We sclected eight proton MRS that were helpful in the differentiation of
neoplastic lesions from other etiologies. All exams were performed at our MR service in
the University of Campinas - UNICAMP .

T1-weighted spin echo sagital images (6 mm slice, 180° flip angle, TR
(relaxation time) / TE (echo time) = 550/10, 200x350 matrix, 25x25 c¢m field of
vision - FOV } were used for planing the other acquisitions. The basic MRI protocol was
axial T1-weighted spin echo images (TR/TE = 540 /12), T2-weighted double spin echo
(TR'TE = 4800 /128-16) and fluid attenuation inversion recovery (FLAIR),
(TR/TT inversion time) / TE = 10099 /2550 /90). Coronal and sagital SE T1-weighted
images after gadoliniurn administration were performed when indicated. We also acquired
diffusion weighted images (TR /TE = 500/ 107.542 ).

Single voxel proton MRS was acquired using PRESS sequence
(TR/TE =1500/135 ms, number of excitation (NEX)=200). After scout anatomical Images
in axial planes for localization of the lesion, one single voxel (8 cm ) was placed over the
center of the lesion. Prior to the acquisition, a localized shimming at the region of interest
(ROI) was performed, followed by water suppression adjustment. Localized shimmming was
repeated two or three times, if necessary, to ensure a good field homogeneity and until the
'H signal from water within the ROI became as narrow as possible.

Spectra were post-processed using software supplied by the machine
manufacturer (Elscint Prestige 2T, Haifa, Israel). After zero-filling and baseline correction,
we determined peak areas by integration of the corresponding signals from MN-acetyl
compounds (NAA) at 2.01 parts per million (ppm), choline-base compounds (Cho) at 3.2
ppm, Creatine and phosphocreatine contained compounds (Cre) at 3.0 ppm and lactate (lac)
at 1.3 ppm. Other compounds such as lipids, succinate and aminoacids were studied in

specific cases.
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RESULTS

Figures 1 to 8 summarizes the imaging and proton MRS findings in the eight
patients included in this report.

Patient 1 (figure 1): male, 15 vears old patient, with headache and alteration in
behavior that began 5 days before. He had a previous head trauma and subsequent CSF
fistula that regressed spontaneously. Computerized tomography (CT) and MR showed a left
hydrated frontal lesion with ring-like contrast enhancement and extensive surrounding
edema. A necrotic tumor could be a differential diagnosis. MRS confirmed the hypothesis
of abscess due to the presence of aminoacid peak and elevated succinate signal intensity.

The lesion was surgically aspirated and culture revealed infection by preumococcus sp.

Patient 2 (figure 2): male, 21 years old patient, evaluated after his first episode
of generalized tonic-clonic seizure. CT and RM showed solitary lesion with ring-like
contrast enhancement and extensive surrounding edema. MRS showed elevated succinate
levels and relative maintenance of other metabolites corroborating the hypothesis of
neurocysticercosis. CSF analysis showed pleocytosis and positive imunology for

neurocysticercosis. There was total regression of the lesion after treatment with albendazol.

Patient 3 (figure 3): female, 41 years old patient with loss of consciousness and
right hemiplegy. CT and MRI showed a large lesion in left hemisphere with bleeding
points. MRS corroborated clinical and imaging hypothesis of subacute ischaemia due to lac
peak and increased cho.

Patient 4 (figure 4): Female, 22 vears old patient with paresthesia that began
two weeks before. Neurological examination revealed left hemiparesis and hypoesthesia.
RM showed a large expansive lesion in right hemisphere, with mass effect. Although
neoplasm was the first hypothesis by imaging, relative maintenance of NAA peak was
unusual if considering tumor. Sterotaxic biopsy showed gliosis and other non-specific
inflammatory abnormalities. Clinical evolution, marked by relapses characterized by as
aphasy, ataxy and psicomotor slowing, and examination of the central system fluid
confirmed the diagnosis of multiple sclerosis.
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Patient 5 (figure 5): female, 5 years old patient. Macrocrany with subtle and
progressive regression in neurological development since 1 year. Brother with the same
features. MR images revealed a diffuse white matter disease. MRS showed total tissue
destruction with absence of all metabolites, helping in diagnosis of vanishing white matter
disease. Although MR imaging in this patient is characteristic of white matter disease, the
MRS pattern described here could help in other patients and in the follow up.

Patient 6 (figure 6): female, 19 years old patient with medical resistant epilepsy.
MR images showed a mass with the same characteristics of gray matter. Although this
pattern is characteristic of subcortical heterotopia, the normal MRS pattern illustrated here
could help in other patients with less conspicuous heterotopia.

Patient 7 (figure 7): male, 10 years old patient with type 1 nerofibromatosis:
neurofibromas, cafe-au-lait macules and sphenoid dysplasia at CT. RM imaging for tumor
screening showed bilateral thalamic lesion. MRS makes the hypothesis of neoplasm less
likely because of the maintenance of NAA peak and the discrete Cho increase. The
diagnosis of transitory basal nucleus lesions of neurofibromatosis was confirmed in follow

up.

Patient 8 (figure 8): male, 17 years old patient. Epilepsia partial continua
involving left hand and arm since 6 years old with slowly progressive left hemiplegy.
Clinical data and discrete hemispheric asymmetry in CT and MR images indicated
Rasmussen ‘s encephalitis. MRS supported this hypothesis showing distinct pattern
between hemispheres with reduced NAA, discrete increase of Cho and increased lac in
affected hemisphere.

DISCUSSION

Acctate, succinate and aminoacid multiplet — composed of valine, leucine and
isoleucine - are markers of bacterial abscess (5) (figure 1) and they are not detected in
necrotic tumors, such as metastasis and glioblastoma, which sometimes mimic brain
abscess in conventional MR. Other type of abscess, such as tuberculous, do not show this
pattern (6). In addition, the characteristic neural tissue peaks (NAA, Cho, Cre) are absent or

decreased, confirming the brain tissue destruction in necrotic area.
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Neurocysticercosis (figure 2) is the most common parasitic CNS infection
across the world (7). When the acute lesion is single, parenchymatous, with reactive edema,
it may simulate an encephalic tumor. However, succinate signal is elevated in
neurocysticercosis and have been associated with the aerobic metabolism of scolices (8).

Aminoacid peaks have also been found in neurocysticercosis lesions (8).

Subacute infarction (figure 3) associated with edema, mass effect and
blood -brain barrier rupture is commonly confused with tumors. Lactate increase can be
detected minutes after the ischaemia and continues increasing m the following hours. This
pattern contributes to diagnosis and does not necessarily represent an irreversible process.
Choline might be elevated in acute infarcts because the high cellular turn-over. Changes in
Cre signal intesity are variable (9). Subacute infarctions show decreased NAA
(as a response to neuronal loss and dysfunction) and increased lac, with progressive

Choline reduction in the chronic phase. However, this last feature has a variable character
(9).

The acute multiple sclerosis (figure 4) plaques may produce large mass effect
with surrounding edema and blood-brain barrier rupture (pseudotumoral multiple sclerosis
lesions), at times simulating neoplasm, in particular when there is only one lesion. In
proton MRS they are characterized by lac increase, depending on the degree of
inflammatory reaction, and by increased Cho/Cre ratios due to acute myelin break down,
but usually not so intense as in neoplastic lesions (10). Chronic plagues present reduced
NAA/Cre ratios in the center of the lesion, as consequence of irreversible axonal injury and
partial or complete recover of NAA signal in the periphery of the lesion (11) . Therefore, a
single MRS exam in acute multiple sclerosis lesions may show a very similar pattern as
seen in brain tumors. However, follow up MRS exams will show distinct patterns of
metabolic changes in there two conditions.

Demyelinating diseases in children show a non specific MR imaging pattern,
particularly when there are lesions with ill defined borders with hyperintense signal in long
TR sequences, or when there is a rupture of blood-brain barrier, with contrast enhancement
(12). Proton MRS, although non specific within this large group of pathologies, may be
helpful for the study of the disorder evolution (13). Canavan disease is an example of how
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promising is proton MRS for investigation of metabolic disorders. The marked increase n
NAA as a result of deficiency of the aspartocyclase enzyme, necessary for the break down
of NAA, is a pathognomonic finding (9). In opposite, other demyelinating diseases, mainly
in advanced phases, show low NAA levels and progressive decrease of signal intensity of
all metabolite signals, as in vanishing white matter disease (figure 5).

Heterotopias (figure 6) may be clinically manifested as epilepsy and, in MR
images , as large masses, sometimes simulating tumors. However, proton MRS show
normal peak areas or discrete relative NAA reduction (14).

In neurofibromatosis (figure 7), proton MRS assists in the differentiation of
transitory white matter lesions from astrocytomas, both associated with this pbacomatosis.
Although in both situations these is a decrease in the NAA/Cre ratio and a significant
increase in the Cho/Cre ratio, Cho increase is discrete and infrequent in the transitory white
matter lesions (15,16).

The gliotic areas of Rasmussen’s encephalitis (figure 8). with hyperintense T2
signal, may be confused with infiltrate process when hemispheric atrophy is not so
pronounced. Proton MRS, however, shows a decrease in the NAA/Cre ratio, indicating the
secondary neuronal loss observed in this instance. Lactate accumulation is associated with
the repetitive neuronal epileptic activity in this disorder (17,18 ).

CONCLUSION

Proton MRS contributed to correct diagnosis in encephalic lesions of diverse
etiologies, such as infectious, ischaemic, demyelinating, inflammatory, malformation of
brain development and phacomatsis. In infectious disease, the presence of aminoacid
multiplet and acetate, succinate supported the diagnosis. Other categories were
differentiated by the pattern of ratios among NAA, Cre, Cho and lac in conjunction with
other imaging findings,
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In conclusion, proton MRS is a noninvasive method, very useful as an
additional technique to define the nature of non-neoplastic encephalic lesions. Together
with image analysis, it may be the key to etiologic diagnosis or, at least, definition of the
group where the lesion is classified (inflammatory, infectious, demyelinating, ischaemic,
dysplastic or gliotic).
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LEGENDS FOR FIGURES

Figure 1: Bacterial abscess. Large frontal rounded lesion, intensely hydrated, with an
extensive surrounding edema with mass effect in T1 (a), T2 (b) and FLAIR (¢} weighted
images with a ring-like gadolinium enhancement (d). Proton MRS (e), shows decrease of
NAA, choline(Cho) and creatine (Cre) signals and presence of succinate (suc) and acetate
(ac) signals (at 1.9-2.5 ppm); and alanine {ala} and lactate (Jac) signals (at 1.3-1.5 ppm).
The aminoacid multiplet (AA) at 0.9 ppm is inverted in acquisitions with TE of 135 ms,
which makes easy to differentiate from lipids sgnal.

Figure 2: Neurocysticercosis. Subcortical lesion in left parietal region, surrounded by
edema — hyperintense signal in T2- weighted image (a) — with a ring-like contrast
enhancement (b). MRS (c¢), shows increased succinate signal at 2.4 ppm. NAA is present,
probably because partial volume effect from surrounding tissue. Broad peaks and poor
separation of choline (Cho) and creatine (Cre) peaks are due to proximity to skull.

Figure 3: Subacute infarction. In the left parietal region of a patient with subtle right
hemiparesis, an extensive area, with ill delimited borders and mass efect, hypointense in
T1-weighted mmages with hyperintense focus corresponding to meta-hemoglobin, due to
subacute bleeding (a) and hyperintense in T2 (b) and FLAIR {c) weighted images. There
is a pronounced gadolinfam enhancement (d). At MRS (e), decreased NAA and creatine
{Cre) signals and increased choline (Cho) and presence of lactate (lac).

Figure 4: Multiple Sclerosis. Centered in corora radiata, an extensive, infiltrate lesion,
with large mass effect, hypointense in T1 weighted images (a) and hyperintense in T2 (b)
and FLLAIR (¢), with slight and sparse areas of contrast enhancement. Decreased NAA
signal and increase in lactate (lac) are observed (d).
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Figure 5: Vanishing white matter disease. Obvious abnormal MR signal in white matter,
hypoitense in T1 (a) and hyperintense in T2 weighted images (b) which corresponds to
demyelinization. In FLAIR images (¢), hypointense signal areas correspond to lacunes.
Marked decrease or absence of all brain metabolites in MRS (d).

Figure 6: Heterotopia. Heterogeneous mass with the same signal of gray matter in T1
(a, b) and FLAIR (c) weighted images, in the right parietal regions, with an apparent mass
effect deriving from deformation of the posterior horn of the right lateral ventricle. The
proton MRS pattern is similar to that of the normal brain tissue (d).

Figure 7: Type 1 neurofibrmatosis and typical hypoplasic sphenoid wing (a). Basal nucleus
described in this diseasc presents hypointense signal in TI weighted images
(without contrast) with a thin hyperintense peripheral ring (b), and hyperintense signal in
T2 (¢) and FLAIR weighted images (d). At proton MRS (e) increased Cho/NAA ratio
because a relative increase of choline (Cho) and a moderate decrease in NAA.

Figure 8: Rasmussen’s encephalitis. Right insular hyperintense signal in FLAIR (a) and T2
(b) weighted images with parenchyma retraction, noted by cortical sulci asymmetry.,
Decreased NAA signal and increased choline (Cho) and lactate (lac) are observed relative
to contralateral homologous area (¢).
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ANEXO 2

Proton MRS and MRI findings in a patient with CNS Paracoccidioidomycosis
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ABSTRACT

A patient with brain paracoccidioidomycosis whose MRI showed muitiple
hypo-intense T2-weighted lesions with peripheral ring gadolinium enhancement. Single
voxel proton magnetic resonance spectroscopy ('H-MRS) of one of the lesions showed two
peaks at 0.9 and 1.32 ppm, corresponding to lipid signals indicating intense necrosis. The
other characteristic peaks of 'H-MRS were undifferentiated from the baseline. These
findings, if repeat in other patients, although not specific, may help to differentiate these

lesions from tumors and other types of abscess.

INTRODUCTION:

Paracoccidioidomycosis is the most prevalent systemic mycosis in Latin
America’. The disease usually begins in the oropharynx or lungs and may spread to the
lymph nodes, liver, spleen, adrenal, lungs and central nervous system (CNS)*®. CNS
infection of paracoccidioidomycosis is usually associated with the systemic form of the
illness but predominant invoivement of CNS with only neurological symptoms, although
rare, may occur . The heterogeneity of manifestations makes the diagnosis of this
condition difficult and it is ofien misdiagnosed as other granulomatous or tumoral lesions.
Invasive diagnostic procedures that are often necessary, would be prevented if more

specific imaging characteristics were attributed to paracoccidioidomycosis lesions in CNS'.

Proton magnetic resonance spectroscopy ( H-MRS), associated with images, is
a non-invasive method that may help to define the nature of different types of encephalic
lesions. In some cases it can corroborate the non-tumoral etiology of a lesion and may help
to differentiate between infectious and tumoral lesions when conventional MR images are
indistinct.

We present herein the first description of 'H-MRS findings in a patient with
CNS paracoccidioidomycosis granulomata. In addition to help in the diagnosis of this
condition, "H-MRS proved to be a usefill method in the biochemical characterization of this
type of lesion.
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PATIENT AND METHOD:

A 39-year-old man complaining of dizziness that started one year before,
became worse in the last five months and associated with loss of equilibrium, productive
cough and a non-quantified weight loss. At this time, sputum culture showed the presence
of Paracoccidioides brasiliensis, confirming the diagnosis of paracoccidioidomycosis.

MR images were acquired in a 2 Tesla scanner (Elscint Prestige, Haifa, Israel),
in the three orthogonal planes, with T1-weighted spin echo, before and after gadolinium
administration, T2-weighted fast spin echo (FSE), fluid attenuation inversion recovery
(FLAIR) and diffusion weighted images.

Single voxel 'H-MRS was acquired using PRESS  sequence
(TR/TE =1500/135 ms, number of excitation (NEX)=200) with one single voxel (8 cm *)
placed over the center of one of the lesions. Prior to the acquisition, a localized shimming at
the ROI was performed, followed by water suppression adjustment. Localized shimming
was repeated to ensure a good field homogeneity and until the 'H signal from water within
the ROI became as narrow as possible. The spectra were post-processed using software
supplied by the machine manufacturer.

MRI (Figure 1) showed expansive encephalic lesions with hypo-intense signal
in long TR-weighted images and discrete hyper-intense T1 signal, particular characteristics
that differs them of the most part of tumor and infectious brain lesions, which usually
presents hypointense signal in T1-weighted images and hyperintense signal in T2 weighted
images. One of then in the cerebellum presented a central area of hyper-intense T2 signal,
that probably corresponds to acute necrosis. All lesions showed a peripheral ring contrast
enhancement.

Single voxel 'H MRS of one of the lesions (Figure 2) was characterized by a
high signal at 1.3 parts per million (ppm) and another at 0.9 ppm. This is the location of the
methyl and methylene group signals, probably resultant of lipid cellular membrane
degradation. The other characteristic cerebral metabolites studied i vivo
(NAA, Cho, Cre, Lac) were absent or undifferentiated from the baseline.
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DISCUSSION

Paracoccidioidomycosis is a chronic granulomatous disease caused by
Paracoccidioides brasiliensis, compromising most frequently the lungs, reticuloendothelial
system and skin. It is acquired after inhalation of the fingal spores, affecting first the
superior airways and lungs. After hematogenic dissemination, other organs may be
affected. The central nervous system (CNS) is affected in about 10% of the cases; however,
this is likely underestimated because lesions are frequently silent and also due to difficulties
in diagnosing CNS paracoccidioidomycosis™. Clinical and laboratorial findings of
neuroparacoccidioidomycosis are nonspecific and the symptoms of cranial hypertension
and localized deficits predominate *.

There are two forms of brain presentation: granulomatous (or pseudotumoral)
and meningeal. The meningeal form is characterized by small cortical nodules and
subarachnoid exudation. On CT and MRI there is a focal contrast enhancement of the gyri,
characteristic of meningoencephalitis’. The pseudotumoral form is composed of single or
multiple parenchymal lesions, preferentially located above the tentorium but that can be
situated in any region, justifying its clinical polymorphism.

The pseudotumoral lesion can be necrotic or with a granulomatous compact
pattern, with limited exudation, completely solid or composed of a central necrotic area.
The lesion is usually swrrounded by a capsule, with a cellular infiltrate, which includes
epithelioid cells, giant cells (Langhans cells), eosinophils, lymphocytes and plasma cells.
This capsule presents contrast enhancement in CT and MRI. The lesion is circumscribed
and does not infiltrate or disseminate through surrounding tissue '. Because these
characteristics, necrotic lesions can be very similar to bacterial abscesses. Other differential
diagnosis are granulomatous and infectious pseudotumors and necrotic expansive tumors.
However, the hypointense signal on T2-weighted images occupying most of the lesion v,
due to hemoglobin degradation products and free radicals accumulation, is characteristic of
paracoccidioidomycosis, and differs from the classical thin peripheral ring of hypointense
T2 signal in the bacterial abscess *. In addition, the pattern of proton MRS spectra
contributes to the diagnosis of paracoccidioidomycosis. The presence of lipid signal in
proton MRS indicates necrosis and cellular membrane degradation”. The absence of all
other peaks usually observed in long echo proton MRS indicates intense necrosis “. In
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particular, the absence of the neuronal marker NAA, reflects the absence of neuronal
elements inside the lesion *’. Interestingly, lactate peaks, were absent in our patient with
paracoccidioidomycosis. Previous reports of cryptococcosis, toxoplasmosis and tuberculous
abscesses demonstrated high peaks of lactate (which are inverted in MRS acquisitions with
TE of 135 ms) and lipids™™™. The presence of lactate peaks in association with acetate,
aminoacids and succinate peaks are the usual finding in MRS of bacterial abscesses *.

If the proton MRS findings described here, in association with hypointense T2
signal lesions in MRI, are confirmed in other patients with paracoccidioidomycosis, it may
become an important non invasive tool for differential diagnosis with other types of
abscess.
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FIGURES
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Legends for figures:

Figure 1: MRI showed expansive brain lesions with hypo-intense signal in T2-weighted
images (A) and FLAIR (B) with intense edema and mass effect and discrete hyper-intense
T1 signal (before gadolinium injection) {C) (the box in panel C indicate the VOI for 1H-
MRS acquisition shown in figure 2). One of the lesions, located in the cerebellum, presents
a central area of hyper-intense T2 signal indicating intense necrosis (D). These lesions
show a peripheral ring contrast (gadolinium) enhancement (E). Punctiform encephalic and
brain stem lesions are also observed after gadolinium injection (F).

Figure 2: Single voxel '"H MRS showed high signal at 1.3 parts per million (ppm) and 0.9
ppm (arrows) corresponding to lipid signals. The other characteristic cerebral metabolites
studied in vivo were undifferentiated from the baseline. The VOI for 1H-MRS acguisition

is shown in figure 1-C.
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Biochemical patterns of brain tumors at high field '"H NMR spectroscopy
Submetido
2004

Anexos
137



Title: Biochemical patterns of brain tumors at high field '"H NMR spectroscopy.

Authors: Andréia Vasconcellos Faria !, Fernando Macedo Junior 3, Marlon Martins dos
Reis *, Anita Jocelyne Marsaioli >, Fernando Cendes .

' Department of Radiology and > Neurology, State University of Campinas, Brazil
3Chemistry Institute, State University of Campinas, Brazil

*Department of Chemical Engineer, Politechnical School, State University of Sdo Paulo,
Brazil.

Corresponding author: Fernando Cendes, MD, PhD
Dept. Neurologia,
Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP
Caixa Postal 6111, Cidade Universitaria
Campinas SP, Brazil, CEP 13083-970
Phone number: +55 19 3788-7292
FAX number: +55 19 3289-1818

email: feendes@unicamp.br

Anexos

138



SUMMARY

Hydrogen nuclear magnetic resonance (‘H NMR) spectroscopy is a non invasive method
and represents a powerful tool in tumor diagnosis. High field "H NMR spectroscopy can be
used to study metabolic changes and pathways that characterize distinct pathologies or
different degrees of aggressiveness in the same histological fumor type. We analyzed brain
tissue samples from patients with different types of brain tumors by high field (Bo= 11,7 T)
'H NMR spectroscopy. The Partial Least Square Discriminant Analysis revealed glycine,
inositol and acetate as the principal metabolites responsible by differentiation according
degree of aggressiveness in neuroglial tumors. Metastasis showed very low signal
intensities of mositol. Other compounds, including creatine, N-acetyl aspartate, choline and
lactate, differentiated tumoral from controls samples. These results reflect destruction of
normal tissue and metabolic abnormalities in tumor cells that can be related with their high
turn-over,  dedifferentiation, ability to survive I adverse  environments
(hypoxia, osmotic and metabolic stress) and resistance for apoptosis. Furthermore
characterization of individual metabolites by 'H-NMR in vitro related to specific
histological subtypes of brain tumors may be relevant for optimizing in vivo MR proton
spectroscopy protocols.
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INTRODUCTION

Over the last ten years, primary brain tumors have been responsible for 2.4% of
all cancer deaths. After leukemia, brain tumors are the most frequent neoplasm in children,
accounting for about 18% of all cancers'. Rising incidence of brain tumors can be in part
attributed to more accurate diagnosis, especially with magnetic resonance imaging and
more recently with clinical applications of "H NMR* spectroscopy.

'H NMR spectroscopy performed in low magnetic fields provides a
noninvasive method of examining a wide variety of metabolites in the human brain in
viva®>**, The interpretation of obtained spectra can be greatly facilitated by parallel high
field nuclear magnetic resonmance spectral analysis of tissue extracts from biopsy
specimens®”**'°. The use of high magnetic field, in these later studies, results in much
better resolved spectra than those obtained in vivo and is particularly useful for the
identification and measurements of metabolites. In addition, the accuracy of high field 'H
NMR spectroscopy allows a better determination of biochemical patterns of brain tumor
specimens and direct correlation with histology.

The purpose of this research was to investigate surgically resected brain tumor
samples by high resohition 'H NMR spectroscopy. We wanted to correlate the metabolite
abnormalities with the different types of tumors defined by histology, and to investigate
possible surrogate markers of pathological pathways for different types of brain tumors.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

We analyzed by high field "H NMR spectroscopy, 48 brain tissue samples from
45 patients who underwent surgical treatment of brain tumors and 3 patients operated for
medical resistant partial epilepsy. Patients, ranging from 10 months to 66 years, were
submitted to imaging investigation and surgery following current standards for diagnosis
and treatment of brain tumors and epilepsy. A contrast enhanced computerized tomography
scan and magnetic resonance imaging were consisted with the presence of a brain tumor
and they underwent open biopsy or tumor resection.
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All surgical specimens were processed for routine histopathology and the
classification of the tumor type was performed following guidelines of World Health
Organization (WHO)''. Histopathological analyses were also performed in fragments of the
samples used for 'H NMR spectroscopy to control for the exact histological type of the
samples. This procedure is particularly relevant in astrocytomas due to the variation in the
histological composition in different areas of the tumor.

Tissue histology revealed astrocytomas (grades I to IV) in 14 patients,
meningiomas in 8 patients, metastasis in 5 patients and other types of tumors in 18 patients
(4 oligodendroglioma, 1 xantoastrocytoma, 1 neurocytoma, 2 schwanomas, 3 adenomas, 2
medulloblastomas, 1 papilomas, 2 craniopharingeomas, and 2 epidermoides). The histology
of surgical specimens provided by patients with partial epilepsy revealed heterotopia in one
and gliosis in two (with mesial temporal sclerosis) and the samples used to 'H RMN were
taken from macroscopic normal areas, as far as possible from the focal lesion. We included

two samples of each patient with mesial temporal sclerosis.

The samples were frozen in liquid nitrogen immediately after surgical removal
to minimize early changes resulting from ischemia'?, and then stored at -80 °C. Frozen
tissues were weighted, crushed under liquid nitrogen and then extracted with cold aqueous
perchloric acid (0,3 M, 10:1 volume:weight). The homogenate were centrifuged (3000 x g,
10 minutes, 0°C). The supernatant were collected, neutralized with 1,5 M KOH (pH
adjusted to 7.2) and the neutral supernatants were lyophilized. The NMR samples were
prepared by dissolving 50 mg of lyophilized brain tumor extract in 0.6 ml of D,O
containing sodium dy-trimethylsilylpropionate (0.625 mMolL™"). This solution was
sonicated, centrifuged (3000 x g, 10 minutes, 25°C) and then, put in a 5 mm NMR**
mbe!?,,m.

The 'H NMR spectra were acquired with a Varian INOVA-500 spectrometer
(Bo = 11,7 T), operating at 499,886 MHz for 'H using a Smm triple resonance (H,C,N)
inverse probe with z-gradient. Each experiment was acquired with 128 transient at 25 °C.
The intense residual water signal was suppressed using selective excitation (90° pulse)
followed by pulsed field gradient on z axis (wet1d).
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The original NMR spectra were smoothed by Wavelet analysis'® followed by a
baseline correction. The resulting spectra were arranged in a two way matrix (X), where
each row corresponds to the spectrum signal amplitudes, and the columns correspond to the
chemical shifts in Hertz. The metabolites present in extracts are responsible for one or more
signals with chemical shifts and amplitudes that are related to their chemical structures and

concentration, respectively. The NMR data set aimed at detecting the sample differences
and similarities due to composition variations.

The exploratory data analysis was performed by Partial Least Square
Discriminant ~ Analysis'®'’, where a response matrix Y of »n  rows
(corresponding to the spectra in matrix X) and & columns (corresponding to the number of
tumors types) was built as follow: in the row i of Y (i = 1,...,n), 1was placed at the kth
column and 0 in all remaining columns if the corresponding ith spectra of X belongs to
class k. Consequently, B is evaluated fitting Y=XB. This data analysis indicates those
frequencies in B, which are important to discriminate the classes in Y. In a first approach,
the samples were dividled in three groups: high grade neuroglial tumors
(containing high grade astrocytomas and anaplastic oligodendrogliomas), low grade
neuroglial tumors (containing low grade astrocytomas and oligodendrogliomas) and non-
neuroglial tumors (containing meningeornas, adenomas and schwanomas). The last data
analyses were performed with non-normalized spectra to enhance the results depending on
the compound concentrations. Independent analyses with the original spectra were
performed using the same groups above and comparing metastasis with high grade, low
grade neuroglial tumors and control group. All computation was performed in the program
‘R’ (www.r-project.org), and package Wavetresh for R to perform the wavelet analysis.

RESULTS

During the data analysis we observed small chemical shift deviations due to pH
variations of the samples, but these drifis did not prevent the identification of the
metabolites responsible for discrimination among the groups of samples presented below.
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High grade neuroglial tumors have higher acetate (ace) levels and larger glycine
/ inositol ratios when compared to low grade tumors (Figures 1 and 2). Very low signal
intensities of inositol discriminated metastasis from neuroglial high grade, low grade
tumors and control group (Figure 3).

Increased lactate and decreased creatine signals allowed to differentiate normal
controls from tumors, in agreement with previous studies'®'**%*!**, Nacetyl aspartate
levels decreased in all types of tumor and acetate and choline levels increased according
aggressiveness degree in neuroglial tumors, also contributing to differentiate tumors from
control samples and neuroglial tumors according aggressiveness (Figure 4).

DISCUSSION

The different biochemical patterns detected in these 'H RMN experiments,
further related with normal tissue destruction and high cellular turn-over of tumor cells,
may reflect some of the mechanisms of tumor survival, such as their resistance to adverse

ambient conditions and their mechanisms to avoid apoptosis.

Inositol, an osmolyte of plasma membranes”™, increases during cell death,
particularly in astrocitary tumors®, but is missing in necrotic areas”. However, our
findings indicate that there is a decreased signal intensity of inositol in aggressive tumors,
also in areas without necrosis. In addition, there are recent evidences that inositol may have
protective effect against carcinogenic dedifferentiation and an anti-apoptotic action”®”’.
Thus, the absence or very low signal intensities of inositol in metastasis and in aggressive
neuroglial tumors, rather than indicating only necrosis, may also be related to the
dedifferentiation and apoptotic defect.

On the other hand, glycine prevents cell death® through anti-apoptotic
activity”>="*!, Increased levels of glycine are related with increasing malignance in extracts
of astrocytomas’. Glycine, and other amino acids, has been shown to protect cells exposed
to nutrient starvation and hyperosmolarity’>, a situation that occurs in tumor cells®.
Glycine also plays a role in mitochondrial permeability transition, a mechanism involved in
the control of cell autophagy>. Consequently, increased glycine could be related with

inhibition of apoptosis, and may contribute to cell survival in adverse environment.
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Increased glycine and acetate levels may also be a consequence of their
under-utilization in the tricarboxylic acid (TCA) cycle in tumor cells’*®*??. The depression
of aerobic pathway is a known phenomenon in tissues with high cellular mitotic ratios.
Classical biochemical studies have demonstrated that the vast majority of human and
animal tumors display a high rate of glycolysis under aerobic conditions (Warburg effect),
an observation that has repeatedly been confirmed®®***%**2  Additionally, there are
evidences that hypoxia is not only a consequence of fast tumor growth but also may

contribute to cell dedifferentiation®.

The predominant glycolisis in tumors lead to high lactate levels. However,
caution should be taken for in vitro considerations due to lactate fast accumulation during

and after the surgical processes'”.

Alterations in oxidative phosphorylation may be also responsible by low
creatine levels in tumors. Creatine is a secure marker of endogenous metabolism and
energetic state of brain cells because its permeability of the blood-brain barrier is
limited****. Creatine reduction in aggressive neuroglial tumors could be related to
exhaustion of the energy reserves from rapid cell proliferation and ischemia®, However,
this assumption does not explain low creatine levels in non neuroglial tumors®’, which is

probable consequence of low levels that normal nonneuroglial cells present.

Decreased N- acetyl aspartate levels in all types of tumors, in addition to

indicate absence of mature neurons®*’

, may also reflect an impaired energy production
discussed above since N- acetyl aspartate is synthesized in mitochondria®. Furthermore, it
has a fast turnover and an important role in the intercompartment osmoregulatory

system’ »** and may be involved in osmotic resistance mechanisms of tumor cell.

Increased acetate® and choline ** levels may also be related to the high cellular
turn-over in tumoral cells. Our results showed a correlation between degree of
aggressiveness in neuroglial tumors and choline levels (figure 4). These observations are
supported by in vivo progressive increase of choline levels in malignant degeneration of

gliomas *°.
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Our results demonstrate, for the first time, that glycine, inositol and acetate
levels in vitro cormrelate with degree of aggressiveness of neuroglial tumors and that

metastasis have low signal intensities of inositol. We also confirmed previous i vive and in

36,57

vitro observations that creatine, choline, NAA and lactate levels differentiate tumoral

from control samples.

Further characterization of individual metabolites ir vitro related to specific
histological subtypes of brain tumors may be relevant for optimizing in vive proton MR
spectroscopy protocols. Furthermore, these data provide an additional insight about tumor
survival mechanisms, reflecting alterations related with cell dedifferentiation and their
skills in avoiding apoptosis and surviving in adverse environment; which are, in summary,
the abilities that characterize tumor cells.
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FOOTNOTES:

The abbreviators used were: ~ '"H NMR: hydrogen nuclear magnetic resonance

** NMR: nuclear magnetic resonance

FIGURE LEGENDS:

Figure 1: Partial Least Square Discriminant Analysis (columns of Y) (A) open circles ‘o’
high grade neuroglial tumors, full circles ‘@’ non-neural tumors and stars ‘&8’ low grade
neuroglial tumors, and regression coefficient (Loadings- columns of the matrix B) for the
Partial Least Square Discriminant Analysis (B).

Figure 2: Composition of the regions of glycine and inositol neuroglhial tumors samples (A)
and a full typical sample spectrum (B-1); Amplification of the 3.50 — 3.60 region (B-2) of a
low grade astrocytoma sample and (B-3) of a high grade astrocytoma sample.

Figure 3: Amplification of the 3.50 — 3.60 spectral region of controls, metastasis, high and
low grade astrocytoma tumors.

Figure 4: Partial Least Square Discriminant Analysis (columns of Y) (A) open circles ‘o’
high grade neuroglial tumors, full circles ‘e’ non-neuroglial tumors, stars ‘&’ low grade
neuroglial tumors, triangles ‘A’ control samples, and regression  coefficient
(Loadings- columns of B) for the Partial Least Square Discriminant Analysis (B).
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