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RESUMO




A doenca de Machado Joseph (MJD) ou ataxia espinocerebelar tipo 3 (SCA3) é uma
doenga autossdmica dominante e € o tipo de ataxia mais comum no Brasil. Os principais
sintomas sdo ataxia, alteracdes de movimentacao ocular, distonia, espasticidade e disfuncao
piramidal e fasciculacdes, além de disfagia e disartria. Estes usualmente tem inicio na idade
adulta, entre os 30-40 anos. Apesar de ser frequente, existem poucos biomarcadores para a

avaliacdo da progressao da doencga.

O objetivo deste estudo foi avaliar a SB cerebelar e cerebral de individuos com MJD/SCA3
através da técnica de Imagem por tensor de difusdo (DTI) e Morfometria baseada em Voéxel
(VBM), além de correlacionar os dados de duas escalas especificas para ataxia, a
International Cooperative Ataxia Rating Scale (ICARS) e a Scale for the Assessment and

Rating of Ataxia (SARA) com as imagens de ressonancia magnética.

Para tanto foram selecionados 38 pacientes com diagndstico de MJD/SCA3, confirmado
por meio de teste molecular, além de 38 individuos controles. Todos passaram por exame
de ressonancia magnética, e os acometidos pela MJD/SCA3 foram avaliados através de

exame neuroldgico e as escalas ICARS e SARA.

As andlises de DTI feitas através do Tract-Based Spatial Statistics (TBSS) demonstraram
redugdo da anisotropia fracional em tronco cerebral, lobo cerebelar anterior, mesencéfalo,
lobo cerebelar posterior a direita, nédulo, culmen, nicleo denteado e fastigial. Foram
encontradas também areas com aumento de difusividade radial e axial em tronco
encefédlico, ponte, mesencéfalo, lobo cerebelar anterior, nicleo denteado, fastigium e
tdlamo. Aumento de difusividade radial também foi encontrado em lobos frontal e
temporal. Ndo foram encontradas 4reas com alteracdo de difusividade média. Uma
correlagdo positiva entre os valores de anisotropia fracional extraidos da ponte com o

tempo de duracdo da doenca foi encontrada.

Os resultados da VBM demonstraram atrofia de substincia branca em tonsila, lobo
cerebelar posterior, medula, tronco cerebral direito, ponte, culmen, declive, vermis, giro

lingual, giro fusiforme, nicleo denteado, tivula e pirdmide. Foi encontrada uma correlagao
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negativa entre densidade de SB e os escores das escalas ICARS e SARA e tempo de

duracdo da doenca.

Atrofia de substancia cinzenta em lobo cerebelar posterior, tonsila, medula, tronco
encefédlico, 16bulo semi-lunar inferior, declive, tuber e piramide. Correlagdes entre a
densidade de SC e dados clinicos demonstraram correlacdo negativa com os escores das

escalas ICARS e SARA e o tamanho da expansao CAG.

O presente estudo apresenta informacdes relevantes sobre alteracdes microestruturais em
SB e macroestruturais em SB e SC na MJD/SCA3. Acreditamos que esses achados

contribuam para um melhor entendimento sobre o processo neuropatoldgico desta doenca.
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ABSTRACT




Machado Joseph Disease or spinocerebellar ataxia type 3 (MJD/SCA3) is an autosomal
dominant ataxia and it is the most common in Brasil and in the world. The main symptoms
are ataxia, extraocular movement disorders, dystonia, disfagia, spasticity, pyramidal

dysfunction and fasciculation. The symptoms usually appear between 30-40 years.

The objective of the present study was to assess cerebellar and cerebral white matter in
MIJD/SCA3 patients through Diffusion Tensor Imaging (DTI) and Voxel Based
Morphometry (VBM) and to correlate clinical data obtained by two scales that are specific
for ataxia, the International Cooperative Ataxia Rating Scale (ICARS) and Scale for the

Assessment and Rating of Ataxia (SARA) with magnetic resonance imaging findings.

For that purpose we recruited 38 patients with a confirmed molecular diagnosis of
MID/SCA3 and 38 healthy individuals as a control group. All subjects were underwent

MRI scan, and patients were assessed by neurological examination, ICARS and SARA.

DTI analysis with Tract-Based Statistical Analysis (TBSS) revealed fractional anisotropy
(FA) reduction in the brainstem, the anterior and posterior cerebellar lobes, midbrain,
culmen, dentate and fastigial. Areas with increased axial (AD) and radial diffusivity (RD)
were found in brainstem, pons, midbrain, cerebellar anterior lobe and thalamus. Increased
RD was also evidenced in frontal and temporal lobes. TBSS analysis revealed no alterations
in mean diffusivity.A positive correlation between FA values extracted from pons and

disease duration was found.

VBM results demonstrated white matter atrophy at tonsil, posterior cerebellar lobe,
medulla, brainstem, pons, culmen, declive, vermis, lingual gyrus, fusiform gyrus, dentate,
uvula and pyramis. We found a negative correlation between white matter density and

SARA, ICARS scores and disease duration.

Grey matter atrophy was demonstrated at posterior cerebellar lobe, tonsil, medulla,
brainstem, inferior semi-lunar lobule, declive, tuber and pyramis. A negative correlation

between grey matter density, SARA and ICARS scores and CAG repeat size was found.



ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética e pesquisa da Universidade Estadual de

Campinas (parecer 503/2009).

Todos os participantes foram instruidos sobre os procedimentos a serem realizados e
informados de que sua participacdo era voluntdria. Informamos ainda que a desisténcia na
participacao poderia ocorrer a qualquer momento durante a duracdo da pesquisa, sem

prejuizo no acompanhamento e tratamento do sujeito em questao.

Todos os individuos foram informados dos riscos e dos procedimentos e assinaram Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) antes da realizacdo de qualquer atividade

relacionada ao desenvolvimento do projeto. (anexo 3)
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1- INTRODUCAO
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A doenga da Machado Joseph ou ataxia espinocerebelar tipo 3 (MJD/SCA3), é uma doenca
neurodegenerativa, autossdmica dominante, causada pela expansao do tripleto CAG no
cromossomo 14q24.3, e € a forma de ataxia mais comum no Brasil e no mundo (Franca et
al, 2008; Lopes-Cendes et al, 1997). Foi inicialmente descrita em 1972 em uma familia de
imigrantes portugueses em Massachussets que apresentava como principais sintomas

ataxia, nistagmo, disartria leve, hiporreflexia e atrofia muscular (Romanul et al, 1972).

A ataxia € a principal manifestacdo clinica, e estd presente em quase todos os individuos
acometidos, entretanto outros sintomas como alteracdes de movimentagao ocular, distonia,
espasticidade, disfun¢do piramidal e fasciculacdes, além de disfagia e disartria sdo
comumente encontrados (D’Abreu et al, 2008; Coutinho, 1994; Rosenberg, 1992). Essa
variacdo demonstra um acometimento tanto central quanto periférico na MJID/SCA3
(Franca et al, 2010). Franca et al. demonstraram que a amplitude do potencial sensitivo no
nervo sural de pacientes afetados diminuiu em um periodo de aproximadamente um ano, e
que esta reducdo correlacionou-se com a progressao da ataxia e foi mais grave em

individuos com expansdes maiores.

Considerando essa variabilidade de sintomas a MJD/SCA3 foi dividida em subtipos: o
subtipo 1, apresenta como sintomas mais comuns a ataxia axial associada a distonia e a
espasticidade, os quais geralmente aparecem mais precocemente e tem rapida evolucio; o
subtipo 2, o mais comumente encontrado, apresenta ataxia axial importante e
ocasionalmente espasticidade em membros inferiores (MMII); o terceiro subtipo apresenta
inicio tardio, lenta progressdo e € caracterizado pela associacdo entre ataxia e neuropatia
periférica; o subtipo 4 é formado por pacientes que apresentam parkinsonismo (Miinchau et
al, 1999). Alguns autores sugerem ainda a existéncia de um quinto subtipo, caracterizado
por paraplegia espdstica progressiva pura. Entretanto este subtipo € raro e apresenta
semelhancas com o subtipo 1 como inicio precoce e grandes expansdes do tripleto CAG
(Sakai et al, 1996; Teive et al 2001). Sabe-se que existe uma correlacido entre o nimero de
repeticdes CAG e a gravidade destes sintomas (Shimohata et al, 2000). O inicio dos
sintomas ocorre em grande parte na idade adulta, entre 30-40 anos, mas existem relatos na
literatura com inicio na infancia ou em idosos. A partir do inicio dos sintomas a sobrevida

aproximada € de 17 anos (Fujigasaki et al, 2001). Classicamente considera-se que as
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fungdes cognitivas estejam preservadas, no entanto existem casos na literatura que
descrevem deméncia, manifestacdes psiquidtricas e alteracdes das fungdes executivas e

emocionais (Klinkle, 2010; Braga Neto, 2011).

A utilizacdo de escalas para avaliagdo quantitativa da ataxia € bastante difundida e duas
dessas escalas sdo grandemente utilizadas, a ICARS (International Cooperative Ataxia
Rating Scale), e a SARA (Scale for the Assessment and Rating of Ataxia), esta Gltima mais

atual.

A ICARS foi desenvolvida para avaliar a ataxia cerebelar e € dividida em quatro partes: 1:
postura e distdrbios na marcha (7 itens, 34 pontos); 2: funcdes cinéticas do tronco (7 itens,
52 pontos); 3:alteracdes na fala (2 itens, 8 pontos) e 4: alteracdes oculomotoras (3 itens, 6
pontos). O escore total da escala € de 100 pontos e quanto maior a pontuacdo pior o

desempenho do individuo (Schosch et al, 2007).

Ja a SARA ¢é uma escala mais recente, proposta por Schmitz-Hiibsch et al. e avalia a ataxia
de acordo com a incapacidade do paciente. Essa escala passou por um rigoroso processo de
validagdo que incluiu trés ensaios clinicos envolvendo grupos de individuos com SCA, com
ataxia por outras etiologias e controles (Schmitz-Hiibsch, 2006). A SARA ¢ dividida em 8
partes: 1: marcha (0-8 pontos); 2: postura (0-6 pontos); 3: sentar (0-4 pontos); 4: alteracdes
na fala (0-6 pontos); 5: teste index-index (0-4 pontos); 6: teste index-nariz (0-4 pontos);
movimentos alternados (0-4 pontos) e 8: teste calcanhar-joelho (0-4 pontos). Os subitens 5
a 8 sdo realizados bilateralmente e o escore € definido através das médias entre os lados
direito e esquerdo. A pontuagdo total da escala é de 40 pontos e assim como na ICARS
quanto maior a pontuagdo, pior o desempenho. Viarios estudos em SCA utilizam essas

escalas como parametro para avaliar a condi¢do fisica do paciente.

Estudos anteriores demonstraram alteracdes cerebrais importantes em individuos com
MIJD/SCA3 através de exames de ressonancia magnética (RM), tais como atrofia da ponte,
putamen, nucleo caudado, pedinculo cerebelar superior e globo pdlido, além de um
significante aumento do IV ventriculo, diminuicdo do cerebelo e atrofia dos lobos frontal e

temporal (Liang et al, 2009; Horimoto et al, 2008).
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Um estudo recente avaliou 15 individuos com diagnéstico molecular de MJID/SCA3 por
meio de volumetria e demonstrou uma reducdo volumétrica no mesencéfalo, ponte, bulbo,
vérmis, hemisférios cerebelares e volume total do cerebelo. Correlacdes significativas entre
idade, duracdo da doenga, CAG e escore da escala ICARS foram observados com as
medidas volumétricas de cerebelo e tronco (Camargo et al, 2011). Outro estudo demonstrou
reducdo de 28.5% no volume do tronco e 18.7% em cerebelo, principalmente em vérmis
(Schulz et al, 2010). Oliveira et al analisaram textura cerebral em 36 individuos, sendo 18
pacientes e 18 controles e encontraram diferencas significativas em nucleo caudado, tdlamo
e putamem (Oliveira et al, 2011). Lukas et al demonstraram ainda atrofia medular em
pacientes com MJD/SCA3 (Lukas et al, 2006). Estudos sugerem que a idade dos pacientes
e o tempo de doenca se correlacionam com as alteragdes volumétricas e de textura

observadas em especial no tronco e cerebelo (Camargo et al, 2011; Oliveira et al, 2011).

Em um estudo de espectroscopia D’Abreu et al descreveram pela primeira vez
anormalidades em substancia branca (SB), o que pode indicar perda neuronal e axonal.
Métodos de analise utilizados anteriormente como a morfometria baseada em voxel (VBM)
demonstraram somente alteracdes de SB no cerebelo, mas ndo confirmaram alteracdes de

SB nos hemisférios cerebrais (D’Abreu et al, 2011).

A técnica de VBM permite detectar diferencas na morfologia cerebral entre dois ou mais
grupos. A andlise de VBM pode ser realizada em grande numero de individuos, geralmente
comparando doentes e controles e por ser um processo totalmente automatico, os resultados

sdo bastante robustos (Yasuda et al, 2010; Whitwell, 2009).

A técnica de diffusion-tensor imaging (DTI) possibilita a visualizacdo de microestruturas e
quantifica a difusdo de 4gua nos tecidos de maneira ndo invasiva. DTI € baseada na teoria
de que a dgua encontrada nos tecidos apresenta propriedades de difusdo anisotrdpicas, ou
seja, a difusdo ndo € igual em todas as direcdes. Através da utilizacdo desta sequéncia de
RM pode-se medir a tendéncia do movimento das moléculas de 4gua em um dado meio. Na
SB o movimento dessas moléculas € mais rapido quando acompanha o sentido das fibras e
mais lento nas demais direcdes. Quando isso acontece diz-se que a difusdo € anisotrépica

(Rittner e Lotufo, 2010).
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Nas imagens em DTI em cada voxel temos um tensor de difusdo que é uma descri¢dao
matemadtica da direcdo e magnitude do movimento das moléculas de 4gua em um
determinado espago tridimensional. Esses tensores além de descreverem a mobilidade das
moléculas de dgua descrevem também a correlacdo entre as direcdes (Le Bihan et al, 2001).
Se a matriz do tensor for diagonalizada encontramos autovalores, e associados a estes 0s
autovetores que correspondem as direcdes principais da difusdo e suas difusividades
associadas (Widjaja et al, 2007). Cada tensor € representado por uma elipséide, que é uma
representacio tridimensional da distancia de difusdo percorrida pelas moléculas em um
dado tempo de difusdo. A orientacdo da elipséide € caracterizada pelos autovetores e sua
forma € caracterizada pelos autovalores. O eixo principal da elipséide que é o maior
autovetor representa a direcdo principal em cada voxel (coincidindo com a dire¢do das
fibras), enquanto que a excentricidade da elipséide nos fornece informagdes sobre o grau de
anisotropia. J4 os autovalores representam o grau de difusibilidade nas 3 direcdes da
elipséide. O maior autovalor esté relacionado com a intensidade da difusividade da dgua ao
longo das fibras, esse valor € denominado de difusividade axial. Os outros 2 autovalores
sdo denominados difusividade radial e transversal. Estudo realizado com individuos que
passaram por calosotomia sugere que a andlise da difusividade radial e axial pode
contribuir com informagdes mais especificas sobre o fendmeno biofisico responsdvel pela
diminui¢do da anisotropia fracional (FA) em processos patoldgicos envolvendo SB (Della

Nave et al, 2001).

Através das imagens obtidas pela difusdo, pode-se chegar a duas medidas, a média de
difusdo (MD) e FA; a primeira representa a magnitude da difusdo e a segunda quantifica a
direcdo preferencial da difusdo das moléculas de agua através dos tratos de SB, além disso,
pode-se calcular o coeficiente de difusdo aparente (CDA) da agua, que nos fornece
informacdes sobre a fisiopatologia dos tecidos. Essas informacdes podem complementar

aquelas conseguidas em exames ponderados em T1 ou T2 (Engelhardt et al, 2008).

Em um meio isotrépico a FA € 0 em um meio totalmente anisotrépico a FA € 1, portanto,
redugdo dos valores de FA associados a um aumento dos valores de MD pode demonstrar

perda axonal ou desmielinizacdo (Zhang et al, 2007).

23



Estudos anteriores demonstram que a imagem por difusdo ou tractografia é uma ferramenta
importante na avaliacdo das doengas neurodegenerativas, pois a imagem consegue
demonstrar a perda neuronal através de uma diminuicdo da anisotropia de difusao,
mostrada através de valores mais baixos de FA e um valor aumentado de MD (Pierpaoli et

al, 1996; Little et al, 2007).

Estudo recente avaliou 9 pacientes com SCA7 através de DTI usando o TBSS (Tract Based
Spatial Statistics) em todo o cérebro, tronco cerebral e cerebelo para comparar a FAda
difusdo da 4gua entre pacientes e controles. Foi encontrada uma diminuicdo da FA nos
pacientes em SB cerebelar, tronco cerebral, pedinculos cerebelares, mesencéfalo, cdpsula

interna, lobos frontal e temporal e corpo caloso (Alcauter et al, 2011).

Della Nave et al avaliaram 14 pacientes com SCA 2 através de TBSS e encontraram
diminuicdo de FA nos peddnculos cerebelares superiores, além de aumento das

difusividades axial e radial na mesma area (DellaNave et al, 2011).
Ainda ndo existem dados na literatura avaliando achados de DTI em MJD/SCA3.

Como a maioria dos dados encontrados na literatura sdo sobre substincia cinzenta na
MIJD/SCA3, nosso objetivo foi avaliar também possiveis alteracoes de SB tanto micro
quanto macroestruturalmente e correlaciond-las com os dados clinicos desses individuos,

em especial as escalas [CARS e SARA.
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2 - JUSTIFICATIVA
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Existem na literatura diversos dados sobre o acometimento da SC em MJD/SCA3. No
entanto, os achados relacionados a SB sdo contraditérios. Enquanto alguns estudos
anatomopatoldgicos e volumétricos sugerem ser o acometimento restrito a SB do cerebelo,
estudos funcionais e metabdlicos parecem apontar para o acometimento da SB também dos

hemisférios cerebrais.

H4 ainda uma grande necessidade de se identificar biomarcadores em doencas
neurodegenerativas progressivas, e exames de imagem, devido sua seguranga e pelo fato de

nao serem invasivos constituem ferramentas ideais nestes casos.

Desta forma, nos propomos a usar duas técnicas extremamente sensiveis de avaliacdo da
SB em pacientes com MJD/SCA3 e correlaciond-la com marcadores clinicos da doenga a

fim de entender melhor sua fisiopatologia e em busca de possiveis biomarcadores.
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2- OBJETIVOS

27



OBJETIVOS GERAIS:

Avaliar a SB cerebelar e cerebral de individuos com MJD/SCA3 através da técnica de DTI

e VBM.

Objetivos especificos:

1- Correlacionar os achados de DTI e VBM com as escalas ICARS (anexol) e SARA

(anexo 2).

2- Correlacionar os achados de DTI e VBM com marcadores clinicos da doenga

(idade, idade de inicio, duragdo da doenca, tamanho da expansio CAG).
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3- MATERIAL E METODOS
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Pesquisa transversal realizada no Laboratério de Neuroimagem do Hospital das Clinicas
(HC) da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da UNICAMP (Universidade Estadual de

Campinas).

Sujeitos

Os individuos foram recrutados, consecutivamente, por meio da lista de pacientes
encaminhados a0 Ambulatério de Neurogenética e Distirbios do Movimento do Hospital
das Clinicas da UNICAMP. Os critérios de inclusdo foram: histéria clinica e exame
neurolégico compativeis com o diagndstico clinico de MJD/SCA3, teste molecular
confirmatdrio, idade superior a 18 anos e assinatura do TCLE. Os critérios de exclusdo para
a participacdo no projeto de pesquisa foram: histéria de alcoolismo; doenga cerebrovascular
prévia ou patologia neuroldgica ou neurodegenerativa associada; portadores assintomaticos,
gravidez; contra-indicagdes clinicas para a realizacdo do exame de RM (marcapasso
cardiaco, claustrofobia, implantes metélicos) e ndo aceitacdo dos termos previstos no
TCLE. O grupo controle foi formado por voluntdrios do HC ou parentes ndo consanguineos

dos pacientes.

Procedimentos

Todos os pacientes passaram por avaliacdo clinica e exame de RM. Os individuos controle

realizaram somente exame de RM.

Aplicacio das escalas ICARS e SARA

As escalas foram aplicadas em todos os pacientes por um fisioterapeuta com especializacao
em Neurologia, previamente treinado por um neurologista especialista em Distdrbios do

Movimento, e de acordo com as instru¢des previamente publicadas.
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Aquisi¢io da imagem

As imagens foram adquiridas em ressonancia magnética 3T (Phillips Achieva) no Hospital
das Clinicas da Unicamp. Imagens ponderadas em T1 e T2 foram adquiridas nos planos
axial, coronal e sagital com cortes finos. Nos obtivemos duas sequéncias especificas que

foram usadas posteriormente para as analises de VBM e DTL

1. Imagem Volumétrica T1 (3D) gradiente eco — adquirida no plano sagittal com
espessura de 1 mm (angulo de flip = 35°, TR = 7.1 ms, TE = 3.2 ms, matriz = 240 x
240, FOV = 24 x 24 cm).

2. Diffusion tensor imaging — sequéncia ndo-colinear ecoplanar em 32 direcdes
(angulo de flip = 90°, tamanho do voxel =2x2x2 mm3, TR = 8500 ms, TE = 61 ms,
matriz = 128 x 128, FOV = 256 x 256 mm, 70 cortes com 3mm de espessura, b-
valor = 1,000).

Analise de DTI

A DTI é uma ferramenta sensivel as caracteristicas de difusdo da dgua e foi desenvolvida

para investigar as propriedades de tecidos cerebrais, principalmente SB.

Utilizamos a ferramenta Tract Based Spatial Statistics (TBSS) que foi desenvolvida para
realizar testes estatisticos de FA, difusividade média (MD), difusividade axial (AD) e
difusividade radial (RD) visando aliviar os problemas de alinhamento encontrados em

outras técnicas.

Os dados de FA de cada individuo sdao projetados em um espaco comum de maneira que

ndo dependa de um registro linear perfeito. Isso é conseguido através de um registro nao
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linear inicial aproximado, seguido de uma projecdo em uma representacdo dos tratos
(esqueleto da média de FA). O esqueleto de FA representa o centro de todos os feixes de
fibras comuns aos sujeitos envolvidos no estudo. Neste caso ndo hd necessidade de

suavizacao.

Passos do TBSS

1 — Identificacdo de um registro comum e alinhamento das imagens de FA de todos os

individuos através de registro ndo linear.
2 — Criacdo de uma média das imagens de FA alinhadas.

3 — Projecdo dos dados de FA de cada individuo para que seja criado um esqueleto da

média principal de FA.

4 — Andlise estatistica voxel a voxel dos sujeitos através dos dados de FA do esqueleto.

Analise dos dados

Para que pudessem ser processados todos os dados das imagens foram transferidos para
estacOes de trabalho Linux. As imagens estruturais foram inspecionadas visualmente por

neurologistas com objetivo de identificar qualquer anormalidade estrutural.

O pré-processamento e andlise dos dados de difusdo foram feitos através de ferramentas do

software F'SL 4.1 (http://www.fmrib.ox.ac.uk/fsl/).

Inicialmente, todas as imagens no formato DICOM foram convertidas em arquivos Nifti
através do software MRIcroN (http://www.cabiatl.com/mricro/mricron/). Todas as imagens
foram corrigidas quanto a presenca de irregularidades e /ou artefatos. As imagens b0 foram
alinhadas a uma imagem b0 de referéncia e as transformacOes lineares resultantes das
matrizes foram entdo aplicadas para imagens ponderadas em difusdo seguindo cada

imagem b0 inicial. Apds correcdo através da ferramenta eddycurrents, tré€s repeticdoes foram
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calculadas para melhorar a relagdo sinal- ruido. Uma madscara bindria possibilitou a
diferenciacdo entre o cérebro e a calota craniana, sendo calculada para a extracdo do
cérebro e aplicada a todas as imagens através da ferramenta Brain Extraction (BET). Em
seguida a FA, MD, AD e RD foram geradas através do algoritmo DTIfit (Smith et al.,
20006).

Para a realizacdo da anélise estatistica voxel a voxel nos utilizamos a ferramenta TBSS, que

também faz parte do programa FSL (http://www.fmrib.ox.ac.uk/fsl/tbss/index.html). Essa

ferramenta € restrita aos tratos de SB, portanto, possiveis mudangas que possam existir na

SC de individuos com MJD/SCA3 ndo sao detectadas.

Primeiramente os mapas de FA foram escalados para um intervalo de intensidade
aproximada entre 0 e 1 para as etapas posteriores do processamento. Em seguida, todos os
mapas de FA foram alinhados para o espago padrao (FMRIB58) 1 x 1 x 1 mm usando um
template de FA com registro ndo-linear (RUECKERT et al., 1999). Através da média dos
mapas individuais de FA, uma imagem média de FA é gerada. Um esqueleto representando
os tratos mais importantes € entdo derivado de mapas de FA e visualmente inspecionado,
para determinar um limite adequado (um limiar de 0,2 foi utilizado). O limiar final do
esqueleto de FA para individuo (Contida em uma imagem 4D-Nifti) € calculado e utilizado
para a realizacdo da estatistica baseada em voxel. A andlise dos grupos foi realizada
utilizando FSL randomise com 10000 permutacdes. Todos os parametros utilizados foram

sugeridos pelos autores ( SMITH et al 2006).

Os valores de FA foram extraidos da ponte e posteriormente correlacionados com dados
clinicos como os escores das escalas ICARS e SARA, tempo de duracdo da doenca e
tamanho da expansdo CAG. Foi realizada uma regressdao multipla no software Systat9, e

um p=<0.05 foi considerado significativo.

VBM - SUIT

A técnica de VBM permite a identificacdo de pequenas diferencas na composi¢ao local de

volume dos tecidos cerebrais através de comparagdes realizadas voxel a voxel.
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No6s utilizamos a ferramenta SUIT (Diedrichsen, 2006) que permite uma melhor avaliagdo
das estruturas infra-tentoriais. A andlise de VBM através do SUIT apresenta duas vantagens
importantes: a sobreposicdo das estruturas cerebelares foi melhorada, e por ser uma
ferramenta especifica para cerebelo e tronco, as regides supra-tentoriais nio interferem nos

resultados.

Etapas do VBM

As imagens em DICOM foram convertidas para Nifti através do software dcm?2nii

(http://www.cabiatl.com/mricro/mricron/dcm2nii.html).

Através da ferramenta SUIT do SPM8 nés realizamos um isolamento das estruturas infra-
tentoriais e foi gerado um mapa de segmentacdo. Em seguida foi realizada normalizagdo
das imagens para o espaco padrdo do atlas SUIT. Esse passo tem como objetivo encontrar a
melhor correspondéncia com o template do atlas. O préximo passo € a projecdo no atlas

SUIT.

Nos realizamos modulagdo dos mapas probabilisticos de SB e SC para compensar
alteracdes de volume que possam ter ocorrido durante a normalizag@o espacial. Em seguida

foi realizada a suavizacdo das imagens.

A andlise estatistica foi realizada com o software SPM 8/DARTEL
(http://www.fil.ion.ucl.ac.uk). NoOs realizamos uma regressdo simples para avaliar
correlacOes entre dreas com diminuic¢do de densidade com os escores das escalas ICARS e
SARA, tempo de duracdo da doenca e tamanho da expansdo CAG. Nés consideramos um

limiar de p<0.001 ndo corrigido e um tamanho minimo do cluster de 50 voxels.
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4- RESULTADOS
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Os dados demogréficos dos individuos participantes estdo na tabela 1.

O grupo controle foi formado por 38 individuos saudédveis (20 homens, 46.86 + 12.07

anos).

Tabela 1. Dados dos pacientes.

Dados Pacientes
Idade 49,32 + 10,65
CAG 68,08 £4,52
Idade inicio 40,2 + 11,48
Duracao 9.4 +4,31
ICARS 31,7+ 13,79
SARA 14,65 £ 7,33

Noés utilizamos o TBSS para analisar as diferencas em FA, MD, AD e RD de 38 pacientes
comparados com 38 individuos controles. Foi encontrada diminuicio de FA em tronco
cerebral bilateralmente, medula, ponte, lobos cerebelares anterior e posterior, tonsila,

nodulo, nicleo denteado, fastigium e lingual (figura 1). Os dados estdo descritos na tabela

2.
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Tabela 2. Areas onde houve reducio de FA nos pacientes.

P(corrigido) X Y y/ Regiao

<0.05 -1 -32 -36 Tronco cerebral, ponte
<0.05 -1 -28 -29 Tronco cerebral, ponte
<0.04 -1 -27 -23 Tronco cerebral, ponte
<0.04 7 -34 -23 Tronco cerebral, ponte
<0.03 8 -54 -23 Lobo cerebelar anterior, fastigium
<0.04 9 -54 -30 Lobo cerebelar anterior, nddulo
<0.03 -7 -54 -22 Lobo cerebelar anterior

Figura 1. Mapa de FA encontrado apés a comparacio entre as médias do grupo controle e pacientes com MJD/SCA3. As areas
em vermelho representam regides do cérebro onde houve significativa reducio da FA nos pacientes com MJD/SCA3 em relaciao

ao grupo controle. p<0.05.
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As alteragdes de AD foram encontradas em lobos cerebelares anterior e posterior, 16bulo
semilunar inferior, tonsila, tronco cerebral, medula, piramide, culmen, Gvula, vérmis, ponte,

declive, vermis, fastigium e tdlamo (figura 2). Os dados estdo descritos na tabela 3.

Figura 2. Mapa de AD encontrado apés a comparacao entre as médias do grupo controle e pacientes com MJD/SCA3. As areas
em vermelho representam regioes do cérebro onde houve significativo aumento da AD nos pacientes com MJD/SCA3 em relacio

ao grupo controle. p<0.01.
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Tabela 3. Areas onde houve aumento de AD nos pacientes.

P(corrigido) X Y Z Regiao

<0.01 7 -41 -27 Tronco cerebral, ponte

<0.01 -9 -31 -33 Tronco cerebral, ponte

<0.01 -1 -25 -12 Tronco cerebral, mesencéfalo

<0.01 -7 -54 21 Lobo cerebelar anterior

<0.01 3 -9 -1 Talamo

As alteragdes de RD foram encontradas em lobos cerebelares anterior e posterior, 16bulo

semi-lunar inferior, tonsila, tronco cerebral, culmen, medula, pirdmide, dvula, nidcleo
denteado, declive, fastigium. Além dessas altera¢des em cerebelo e tronco, foi encontrado
aumento de RD em lobos frontal e parietal e corpo caloso (figura 3). Os dados estdo

descritos na tabela 4.
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Figura 3. Mapa de RD encontrado apés a comparacao entre as médias do grupo controle e pacientes com MJD/SCA3. As areas

em vermelho representam regioes do cérebro onde houve significativo aumento da RD nos pacientes com MJD/SCA3 em relagio

ao grupo controle. p<0.01.
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Tabela 4. Areas onde houve aumento de RD nos pacientes.

P(corrigido) X Y Z Regiao

<0.01 13 -39 9 Corpo caloso

<0.01 -36 -26 -2 Lobo Frontal

<0.01 53 -39 26 Lobo Parietal, 16bulo parietal inferior

<0.01 43 -39 28 Lobo Parietal

<0.01 11 -58 -32 Lobo cerebelar anterior

<0.01 -6 -27 -37 Tronco cerebral, ponte

<0.01 -6 -10 -1 Talamo

Na nossa amostra ndo foram encontradas alteracdes significativas de MD entre controles e

pacientes.
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Nés encontramos uma correlagido positiva entre os valores de FA na regido da ponte e o

tempo de duracdo da doenca (p=0.01, r=0.4) (figura 4).
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Figura 4. Correlacio simples entre o valor de FA na regiao de ponte e o tempo de duracdo da doenca, p=0.01, r=0.4.

As analises de VBM, através da ferramenta SUIT, demonstraram atrofia de SB em lobo
cerebelar anterior, culmen, lobo cerebelar posterior e declive (figura 5). Os dados estdo

descritos na tabela 5.
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Tabela 5. Areas de diminuicio da densidade de SB através da anlise de VBM pela ferramenta SUIT.

Cluster P (unc) T X,Y,Z Regiao

<0.001 18.62 0,-55,-26 Lobo cerebelar anterior, tonsila

cerebelar

199 <0.001 4.90 39,-75,-45 Nio indentificado

<0.001 3.98 40,-66,-48 Nao indentificado

Atrofia de SC foi encontrada em lobos cerebelares anterior e posterior, tonsila, medula,
tronco cerebral, 16bulo semi-lunar inferior, declive, vérmis, fastigium, tivula, culmen, tuber,

giro lingual e piramide, nicleo denteado (figura 6). Os dados estdo descritos na tabela 6.



Tabela 6. Areas de diminuicéio da densidade de SC através da analise de VBM pela ferramenta SUIT.

Cluster P (unc) T X,Y,Z Regiao

<0.001 10.88 -33, -73, -41 Lobo cerebelar posterior, 16bulo

semilunar

107 <0.001 4.32 -18,-99, -6 Giro lingual

77 <0.001 3.74 -34, -96,1 Naio identificado
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Figura 6. Areas de atrofia de SC encontradas em individuos com MJD/SCA3. p<0.001.

Nés encontramos uma correlacdo negativa entre densidade de SB com o escore das escalas
ICARS e SARA em tronco cerebral bilateral. (Figuras 7 e 8). Os dados estdo descritos nas
tabelas 7 e 8.
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Tabela 7. Areas de correlacio entre diminuicio da densidade de SB e o escore da escala ICARS.

Cluster P (unc) T X,Y,Z Regiao
<0.001 5.10 -2,21,-12 Cérebro, lobo frontal

655 <0.001 4.94 4,-36,-54 Nao identificado




Figura 8. Areas de correlacdo negativa entre SB e o escore da escala SARA. p<0.001.

Tabela 8. Areas de correlacdo entre diminuicio da densidade de SB e o escore da escala SARA.

Cluster P (unc) T X,Y,Z Regiao
7323 <0.001 4.79 -12, -27, -17 Tronco cerebral, mesencéfalo
<0.001 4.60 -9, -33, -50 Nio identificado
<0.001 4.56 -9, -33, -21 Tronco cerebral, ponte
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Encontramos também correlacdo negativa entre SB e o tempo de duracdo da doenca em
tronco cerebral bilateral, lobo cerebelar anterior e posterior, vérmis e tonsila (figura 9). Os

dados estdo descritos na tabela 9.
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Figura 9. Areas de correlacdo negativa entre SB e o tempo de duracio da doenca. p<0.001.
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Tabela 9. Areas de correlacao entre diminuicao da densidade de SB e o tempo de duracao da doenca.

Cluster P (unc) T X,Y,Z Regiao
7323 <0.001 4.79 -12,-27, -17 Tronco cerebral, mesencéfalo
<0.001 4.60 -9, -33, -50 Nao identificado
<0.001 4.56 -9, 33, -21 Tronco cerebral, ponte

Encontramos correlacido entre SC e as escalas ICARS e SARA em tronco cerebral, lobo

cerebelar anterior e posterior e ponte (Figuras 10 e 11). Os dados estdo descritos nas tabelas

10e11.
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Figura 10. Areas de correlacido entre SC e o escore da escala ICARS. p<0.001.

Tabela 10. Areas de correlacdo entre diminuicio da densidade de SC e o escore da escala ICARS

Cluster P (unc) T X,Y,Z Regiao
207 <0.001 4.49 -1,-22, -11 Troco cerebral, mesencéfalo
531 <0.001 4.30 -3, -43, -29 Lobo cerebelar anterior

52






Tabela 11. Areas de correlacio entre diminuicio da densidade de SC e o escore da escala SARA

Cluster P (unc) T X,Y,Z Regido

1829 <0.001 5.72 -3, -43, -29 Lobo cerebelar anterior

342 <0.001 4.05 -6, -30, -48 Nio indentificado

111 <0.001 4.02 -19, -31, -33 Tronco cerebral, ponte

Encontramos também correlacdo entre SC e o tamanho da expansio CAG em lobo

cerebelar anterior e tronco cerebral (figura 12). Os dados estdo descritos na tabela 12.
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Figura 12 — Areas de correlacio entre densidade de SC e tamanho da expansao CAG. p<0.001.

Tabela 12. Areas de correlacao entre diminuicio da densidade de SC e o tamanho da expansao CAG

Cluster P (unc) T X,Y,Z Regiao
207 <0.001 4.49 -1, -22, -11 Tronco cerebral, mesencéfalo
531 <0.001 4.30 -3, -43,-29 Lobo cerebelar anterior
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Encontramos correlac@o positiva entre o escore da escala SARA e o tempo de duracio da
doenca (r=0.4, p=0.003) (figura 12), e uma correlacdo negativa entre o tamanho da

expansdo CAG e a idade de inicio dos sintomas (p=0.000, r=-0.55) (figura 13).
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Figura 13. Correlacio simples entre o escore da escala SARA e o tempo de duracido da doenca, p=0.003, r=0.4.
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Figura 14. Correlacio simples entre o tamanho da expansao CAG e a idade de inicio dos sintomas, p=0.0001, r=0.55.
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5- DISCUSSAO
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O principal objetivo do estudo foi encontrar alteragdes cerebrais microestruturais em SB e

correlaciond-las com os dados clinicos e genéticos, em especial as escalas [CARS e SARA.

A MIJD/SCA3 € o tipo de ataxia mais comum no Brasil e é caracterizada por grande
variedade de sintomas, entretanto, as manifestagdes motoras sdo usualmente as primeiras a
aparecer € as mais incapacitantes. Por isso, uma avaliacdo clinica quantitativa é de grande
importancia no acompanhamento e tratamento desses individuos. Além dos dados clinicos a
avaliacdo das alteragOes cerebrais € extremamente importante para um completo
entendimento sobre o processo fisiopatologico. Atualmente existem modernas técnicas de
andlise de imagens de RM que permitem avaliacdes mais detalhadas e complexas do

cérebro.

No presente estudo nds utilizamos duas técnicas de andlise de RM, DTI e VBM. O uso da
primeira € recente e ainda ndo existem dados na literatura sobre o seu uso em MJD/SCA3.
A segunda j4 € bastante difundida na literatura, e existem diversos estudos, também em

MIJD/SCA3.

A DTI permite melhor diferenciacdo das estruturas anatdmicas quando comparada com
outros métodos mais convencionais de RM (Shepherd et al 2006;. Zhang et al 2002). Com
isso algumas dreas que poderiam ser negligenciadas com a utilizagc@o de outras técnicas sdo
detectadas através dessa sequéncia. No nosso trabalho utilizamos o TBSS que permite uma
andlise total do cérebro através da quantificacdo das alteracdoes das moléculas de dguas nos
tecidos. O TBSS possibilita que os parametros da sequéncia de DTI sejam comparados
através de andlises estatisticas sem que exista um conhecimento a priori. Isto apresenta
vantagens em relacdo a métodos mais convencionais como a capacidade de analisar o
cérebro como um todo, sem a necessidade de serem predefinidos voxels ou regides de
interesse, com isso os dados de FA s3o tomados somente a partir de voxels relevantes
(Smith et al, 2006). Algumas das vantagens sobre a utilizacdo do TBSS € que ocorre um
melhor alinhamento dos tratos de SB e menos alteracdes em relacdo a suavizacdo, o que
ocorre com outras técnicas de processamento de imagens como a VBM. Em alguns casos,
quando a patologia de determinada doenc¢a ainda ndo € totalmente conhecida, o uso do

TBSS permite um melhor entendimento do responsavel pelo desenvolvimento e progressao
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de certas doengas (Sierra et al., 2011). Por meio da projecao de FA em um esqueleto, a FA
se torna mais gaussiana e com menor variabilidade, o que torna a andlise mais sensivel e
robusta (Smith et al, 2006). Através da sele¢ao de um valor de limiar especifico € possivel a
visualiza¢do de SB ao redor da regido subcortical, j4 que a SC apresenta valores baixos de

FA (Lee et al, 2004).

Entretanto, também existem certas limitacdes como, por exemplo, a movimentacdo da
cabeca dentro do aparelho de RM que pode causar borramento da imagem, alterando assim
a mensuracao dos valores das componentes da difusdo. Outro ponto que exige atencao sao
os locais onde ocorre cruzamento de vias ou jun¢do de tratos. A mensuragdo nessas dreas
ainda € limitada, pois a reducdo do valor de uma das componentes nessas dreas pode ser
devido a um aumento de FA em outro trato. Outra limitacdo é a possibilidade de que
algumas dreas que podem ser potencialmente interessantes possam ser indevidamente,
excluidas da anélise. Isso pode ocorrer, por exemplo, devido a aplicacdo de um limiar, o
que influencia diretamente o resultado da média de FA do esqueleto. Porém a probabilidade
de que isso aconteca € pequena ja que na maioria das patologias uma andlise voxel a voxel

entre os individuos € apropriada.

Na andlise de DTI n6és encontramos alteracdes em trés das quatro componentes: FA, AD e
RD. FA estava reduzida em tronco cerebral bilateralmente, medula, lobos cerebelares
anterior e posterior, tonsila, nédulo, nicleo denteado, fastigium e lingual. A maior reducao
de FA foi vista em tronco cerebral. Apesar de ndo existirem estudos avaliando as alteracdes
microestruturais de SB em MJD/SCA3 in vivo, nossos resultados estdo de acordo com um
estudo patolégico que demonstrou alteracdoes de SB em cerebelo, tronco cerebral e medula

(Riib et al, 2008).

Sabe-se que outras ataxias como SCA1, SCA2 e SCA7 sdo causadas por uma expansao de
CAG, porém em loci génicos diferentes. Quando comparamos nossos resultados com outras
ataxias, nés encontramos algumas similaridades com SCA1l, SCA2, SCA6 e SCAT.
Alcauter et al avaliaram 9 individuos com diagndstico molecular de SCA7 e SCA9 através
de andlise de DTI e encontraram redu¢do de FA em SB cerebelar, tronco cerebral,

pedinculos cerebrais e cerebelares, cdpsula interna anterior e posterior, corpo caloso e
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lobos frontal, temporal e occipital (Alcauter et al, 2011). Outro estudo que avaliou
individuos com SCA1 demonstrou uma reducdo de FA nos pedinculos cerebelares

superior, médio e inferior (Prakash, 2009).

Uma redugao nos valores de FA pode indicar redugdo da densidade de mielina dos axdnios
(Takahashi et al., 2002), alteracdo de mielina com preservacdo dos axdnios (Gulani et al.,
2001; Song et al., 2002) ou degradacdo das membranas axonais, mielina e axonios

(Beaulieu et al., 1996; Pierpaoli et al., 2001).

N6s ndo encontramos alteragdes de MD nos pacientes em relacao aos controles. FA e MD
sdo os dois parametros escalares principais e caracterizam alteracdes na bainha de mielina e
integridade da membrana celular, entretanto essas medidas ndo sdo especificas para perda
de mielina ou perda axonal. As coordenadas da matriz do tensor podem ser diagonalizadas
para que sejam extraidos trés autovalores Al, 12, e A3. Através da combinacdo desses
autovalores encontramos dois outros parametros, a AD, que segue paralelamente as fibras
axonais, e a RD, que é perpendicular as fibras axonais (Rimkus et al., 2011). O aumento
nesses valores aparentemente indica perda axonal e desmielinizagdo respectivamente

(Wheeler-Kingshott et al., 2009, Song et al., 2002).

Na nossa amostra nds encontramos aumento de AD em tronco cerebral, cerebelo e talamo.
Existem dados na literatura demonstrando um aumento da AD no envelhecimento, porém
ainda existem poucos achados com relacdo a doencas neurodegenerativas. Em relacdo a
outras doencas os dados ainda sdo contraditérios. Na doenca de Alzheimer (DA), por
exemplo, um estudo demonstrou aumento de AD em tratos de associagdo cortico-cortical,
tratos interhemisféricos e tratos cortico-espinhais (Agosta et al., 2011), e um outro nao
evidenciou diferengas (Cosottini et al., 2005). Della Nave et al avaliaram pacientes com

SCAZ2 e encontraram aumento de AD em regido de tronco (Della Nave et al., 2011).

Até o presente momento ndo existem dados sobre as alteracdes de AD em MJD/SCA3,
entretanto as alteragdes em cerebelo e tronco ja foram amplamente discutidas e altera¢des
em tdlamo j4 foram encontradas através de outros métodos de andlise (Oliveira et al, 2010;
D’Abreu et al, 2011). Um estudo realizado com tomografia por emissio de pésitron (PET)

utilizando o radiofarmaco [11C]MP4P revelou reducdo significativa da atividade da
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acetilcolinesterase no tdlamo de pacientes com MJD/SCA3 (Hirano et al, 2008). Outro

estudo demonstrou alteracdes de textura nessa regido (Oliveira et al., 2011).

Em relacdo a RD nds encontramos aumento no cerebelo e tronco cerebral mas também em
tdlamo, SB cerebral e lobos frontal e temporal. Existem evidéncias de que as alteracdes em
RD estejam associadas a danos na mielina. O aumento de RD encontrado nos lobos frontal
e temporal pode estar relacionado as alteracdes neuropsicoldgicas descritas em pacientes
com MJD/SCA3 (Klinkle et al., 2010; Braga-Neto et al., 2011). Na nossa amostra a RD foi
a componente que apresentou maior diferenca em relagdo aos individuos controle. Em um
estudo realizado com Esclerose Lateral Amiotréfica (Metwalli et al., 2010) e outro com
SCA2 (Della Nave et al., 2011) essa componente também foi a mais expressiva. Isso pode
ter ocorrido devido a uma maior sensibilidade da RD ao processo neurodegenerativo dessas
doencas. Considerando a hipdtese de que ela estd associada a danos na mielina, podemos
especular que na MJD/SCA3 o dano na mielina aconte¢a antes ou de maneira mais
agressiva do que a perda axonal. Isto sugere que o processo degenerativo na MJID/SCA3
afetaria paralelamente a substancia branca e substancia cinzenta e que a degeneragdo axonal
poderia ocorrer também por lesdo mielinica e ndo somente por um processo secunddrio a

perda neuronal (degeneracdo Walleriana) como € o conceito corrente.

Nés encontramos uma correlagio positiva entre os valores de FA da regido de ponte e o
tempo de duracdo da doenca, entretanto esse resultado pode causar estranheza, visto que
esta correlagdo parece sinalizar que individuos com menor duracdo de doenca tenham
menores valores de FA. No entanto, vale lembrar que individuos jovens, em geral
apresentam menor duracdo de doenga, porém quadro mais grave, enquanto pacientes com
duracdo de doenca acima de 15 anos, por exemplo, sinalizam quadros mais leves com

menor comprometimento clinico (Solodkin et al., 2011).

Nosso estudo em muito contribuiu para um melhor entendimento do acometimento de SB
em MIJID/SCA3, visto que até entdo havia poucos dados na literatura em relagdo as
alteracoes de SB. Um estudo que avaliou 40 individuos acometidos com MIJID/SCA3
através de espectroscopia demonstrou uma diminui¢do da relacdo de N-acetilaspartato

(NAA) — creatina (Cr) (NAA/Cr), indicando comprometimento da SB profunda dos
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hemisférios cerebrais (D’Abreu et al., 2009). Apesar de esse estudo ter se baseado somente
em uma regido de interesse, esses achados corroboram os nossos resultados ja que

evidenciaram um padrao mais difuso de alteracao de SB em MJD/SCA3.

No6s também encontramos alteragdes de SB através de VBM em regides como lobos
cerebelares anterior e posterior, tonsila, medula, tronco cerebral, 16bulo semi-lunar inferior,

declive, vérmis, fastigium, ivula, culmen, tuber, giro lingual, piramide e ndcleo denteado.

Apesar da técnica de VBM ser mais apropriada para analisar alteracdoes de SC, pois a
intensidade do sinal T1 nio se correlaciona com a integridade de SB, € possivel uma
avaliacdo macroestrutural de SB. Lukas et al avaliaram 18 individuos com diagndstico de
MID/SCA3 e encontraram alteragdes em SB em ponte, regido ao redor de nicleo denteado
e pedunculos cerebelares. Outro estudo também avaliou SB em MJD/SCA3 através de

VBM e encontrou alteracdes somente em cerebelo (D'Abreu et al, 2011 [Epub ahead of

print]).

Nossa andlise demonstrou um nimero maior de dreas acometidas. Acreditamos que isso
tenha ocorrido devido a algumas diferencas metodoldgicas entre os trabalhos. NOs
utilizamos RM de 3T ao passo que estes estudos anteriores utilizaram 1.5T e 2T
respectivamente; além de termos utilizado uma versdo mais recente do SPM e uma

ferramenta especifica para cerebelo.

N6s encontramos uma correlagdo negativa entre densidade de SB em tronco cerebral e os
escores das escalas ICARS e SARA. Este achado € de extrema importancia, pois demonstra
que a escala clinica traduz de forma indireta o grau de acometimento do sistema nervoso
central. Se confirmados, estes achados podem eventualmente ser utilizados como
marcadores para acompanhamento tanto da progressdo da doenca, quanto para avaliar

possiveis tratamentos.

Assim como encontramos na DTI, encontramos também correlacio negativa entre

densidade de SB e tempo de duracdo de doenca.

Acreditamos que esse trabalho tem grande relevancia, pois conseguimos encontrar

importantes alteracdes de SB que ndo haviam sido descritas anteriormente, o que pode
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mudar o conceito fisiopatolégico desta doenga. Além disso, encontramos correlacdes entre
as alterages encontradas nas imagens com dados clinicos dos pacientes, Através de uma
técnica mais avancada para andlise de SB, e de uma andlise especifica para estruturas infra-
tentoriais, confirmamos resultados previamente descritos, porém de uma maneira mais

detalhada.
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6- CONCLUSOES
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A anélise de SB através da técnica de DTI demonstrou alteracdes de SB em regides que
ainda ndo descritas em MJD/SCA3. Além disso, encontramos correlagdes entre as imagens
de RM e alguns dados clinicos; esses achados podem contribuir para que se encontre um
biomarcador na MJD/SCA3. Em relagdao a SC, através de uma técnica especifica para
andlise de estruturas infra-tentoriais encontramos dados semelhantes aos descritos

anteriormente, porém de maneira mais detalhada.

O presente estudo apresenta informacdes relevantes sobre alteracdes microestruturais em
SB e macroestruturais em SB e SC na MJD/SCA3. Acreditamos que esses achados

contribuam para um melhor entendimento sobre o processo neuropatoldgico desta doenca.
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8- ANEXOS
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1)

2)

Anexo 1

ICARS

DATA:

Postura e disturbios de marcha

Capacidade de caminhar
0= normal
1= normal, mas incapacidade de andar em posi¢do tandem
2= anda sem apoio, mas claramente anormal € irregular
3= anda sem apoio, mas com consideravel titubeio; dificuldades em meia-volta

4= caminhada com suporte autbnomo impossivel; paciente usa esporadicamente a parede

para o teste de 10-metros
5= necessita de bengala
6= necessita de suporte com pelo menos duas bases de apoio
7= anda somente com acompanhante
8= uso restrito de cadeira de rodas

Score

Velocidade de caminhada
(pacientes com scores 4 ou mais no quesito anterior automaticamente recebem score 4 neste teste)

0= normal
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1= levemente reduzida

2= moderadamente reduzida

3= extremamente lenta

4= caminhada com suporte autbnomo impossivel

Score

3) Capacidade de manter-se em pé, olhos abertos
0= normal, paciente consegue se apoiar em um pé sé por mais de 10 segundos
1= capaz de se equilibrar posicdo pé ante pé, mas ndo em um pé sé por 10 segundos
2= capaz de se equilibrar com pés juntos, mas ndo em pé-antepé

3= incapaz de se equilibrar com pés juntos, mas capaz de se equilibrar em posicdo natural,

sem suporte, sem ou com titubeio moderado

4= capaz de se equilibrar em posigao natural, sem suporte, com titubeio significante e

muitas corregdes de postura.
5= incapaz de se equilibrar em posig¢éo natural sem apoio consideravel em um brago.
6= incapaz de manter-se de pé, mesmo com suporte em ambos os bragos.

Score

4) Em pé em posicédo natural sem suporte, olhos abertos
0= normal (<10 centimetros)
1= base levemente alargada (>10 cm)
2= base claramente alargada (25 cm<base<35 cm)
3= base>35 cm

4= incapaz de se equilibrar em posi¢éo natural
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Score

5) Astasia com pés juntos, olhos abertos

0= normal

1= poucas oscilagdes

2= oscilagdes moderadas (<10 cm ao nivel da cabega)

3= oscilagdes severas (>10 cm ao nivel da cabecga)

4= queda imediata

Score

6) Astasia com pés juntos, olhos fechados

0= normal

1= poucas oscilagbes

2= oscilagbes moderadas (<10 cm ao nivel da cabega)

3= oscilagdes severas (>10 cm ao nivel da cabeca)

4= queda imediata

Score

7) Qualidade da posigao sentada

0= normal

1= pequenas oscilagdes do tronco

2= moderadas oscilagbes do tronco e pernas

3= desequilibro severo

4= impossivel
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Score

SCORE ESTATICO /34

1)} Funcoes cinéticas

8) Teste calcaneo-tibia (decomposigao de movimento e tremor intencional)
0= normal

1= movimento do calcanhar em realizado em eixo continuo, mas aquele é decomposto em

diversas fases, sem movimentos anormais ou em baixa velocidade.

2= movimento irregular no eixo

w
[}

movimento irregular com deslocamentos laterais

movimentos laterais extremos ou impossiveis de realizar teste

IS
1]

Score(D)

Score (E)

9) Tremor de agao no teste calcaneo joelho
0= sem problemas
1= tremor para imediatamente quando calcanhar atinge o joelho
2= tremor para <10 segundos apds alcangar o joelho
3= tremor continua >10 segundos ao alcangar o joelho
4= tremor ininterrupto ou impossivel realizar teste.
Score(D)___
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Score (E)

10) Teste index-naso: decomposigao e dismetria

0= sem problemas

1= oscilagdo do movimento sem decomposi¢cdo do mesmo

2= movimento segmentado em duas fases e/ou dismetria moderada ao atingir nariz

3= movimento segmentado em duas fases e/ou dismetria severa ao atingir nariz

4= dismetria impede que paciente atinja nariz

Score(D)

Score (E)

11) Teste index-naso: tremor intencional do dedo

0= sem problemas

1= minima instabilidade do movimento

2= tremor moderado com amplitude estimada <10 cm

3= tremor com amplitude estimada entre 10 € 40 cm

4= tremor com amplitude estimada >40 cm

Score(D)

Score (E)

12) Teste dedo-dedo (tremor de ac¢édo e/ou instabilidade)

0= normal

1= instabilidade minima

2= moderadas oscilagbes dos dedos com amplitude < 10 cm
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3= oscilagdes consideraveis com amplitude entre 10 e 40 cm.

4= movimentos com amplitude >40 cm

Score(D)

Score (E)

13) Movimentos alternados: supinacéo e pronacao (teste de disdiadococinesia)

0= normal

1= pequena diminuicao de velocidade e regularidade

2= claramente irregular, lento, mas sem movimentagao do cotovelo

3= extremamente irregular e lento, com movimentacao do cotovelo

4= movimento completamente desorganizado ou impossivel avaliagcdo

Score(D)

Score (E)

14) Espiral de Arquimedes.

0= normal

&

1= decomposigao, a linha sai do padrdao minimamente, mas ndo ha hipermetria

2= linha fora do padréo, com cruzamentos e hipermetria

3= distlrbio severo, com hipermetria e decomposicao

4= desorganizado ou impossivel de ser realizado

Score
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ScoRE CINETICO /52

1D) Fala

15) Fluéncia

0= normal

1= minima modificacédo de fluéncia

2= moderada modificagédo de fluéncia

3= fala lenta com disartria

4= sem fala

Score

16) Clareza da fala

0= normal

1= minima diminui¢cdo da clareza

2= claramente anormal, maioria das palavras sao inteligiveis

3= palavras nao inteligiveis

4= sem fala

Score

ScoRE DISATRIA /8
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1V) Disordens oculomotoras

17) Nistagmo induzido pelo olhar

0= normal

1= transitério

2= persistente, mas moderado

3= persistente e severo

Score

18) Anormalidades de movimentos de seguimento

0= normal

1= minimo sacadas

2= claramente sacadas

Score

19) Dismetria de sacadas

0= ausente

1=Hipermetria/hipometria bilateral de sacadas

Score
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SCORE OCULOMOTOR /6

Score total: /100



Anexo 2
Examinador :
Paciente :
Data:
Escala para avaliacao e graduacao de ataxia (SARA)
1) Marcha

O paciente € solicitado (1) a andar em uma distincia segura paralela a uma parede e dar
uma meia-volta (meia volta para direcao oposta da marcha) e (2) andar pé-ante-pé€ sem

apoio.

0 Normal, sem dificuldade para andar, virar-se ou andar na posi¢do pé-ante-pé (até um erro

aceito)

1 Discretas dificuldades, somente visiveis quando anda 10 passos consecutivos na posi¢ao

pé-ante-pé

2 Claramente anormal, marcha na posic¢ao pé-ante-pé impossivel com 10 ou mais passsos

3 Consideravelmente cambaleante, dificuldades na meia-volta, mas ainda sem apoio

4 Marcadamente cambaleante, necessitando de apoio intermitente da parede

5 Gravemente cambaleante, apoio permanente com uma bengala ou apoio leve de um brago

6 Marcha > 10 m somente possivel com apoio forte (2 bengalas especiais ou um andador ou

um acompanhante)

7 Marcha < 10 m somente possivel com apoio forte (2 bengalas especiais ou um andador ou

um acompanhante)
8 Incapaz de andar mesmo com apoio
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Pontuacdo:

2) Postura

O paciente ¢ solicitado a permanecer (1) na posicao natural, (2) com os pés juntos e em
paralelo (deddes juntos) e (3) em pé-ante-pé (ambos os pés em uma linha, sem espago entre
os tornozelos e os dedos). Deve-se retirar os sapatos e olhos permanecerem abertos. Para

cada condicdo, trés tentativas sdo permitidas. A melhor resposta € considerada.
0 Normal, consegue permanecer em pé na posicao pé-ante-pé por > 10 s

1 Capaz de permanecer em pé com os pés juntos sem desvios, mas nao na posi¢ao de pé-

ante-pé por >10 s
2 Capaz de permanecer em pé com os pés juntos por >10 s, mas somente com desvios

3 Capaz de permanecer em pé por > 10 s sem apoio na posi¢ao natural, mas ndo com os pés

juntos

4 Capaz de permanecer em pé por > 10 s na posic@o natural somente com apoio

intermitente

5 Capaz de permanecer em pé por >10 s na posicdo natural somente com apoio constante de

um braco
6 Incapaz de permanecer em pé por > 10 s mesmo com apoio constante de um brago

Pontuacdo:

3) Sentar

O paciente € solicitado a sentar na cama de exame sem apoio dos pés, olhos abertos e

bragos esticados na frente.

89



0 Normal, sem dificuldades em sentar > 10 s

1 Discretas dificuldades, desvios leves

2 Desvios constantes, mas capaz de sentar > 10 s sem apoio

3 Capaz de sentar > 10 s somente com apoio intermitente

4 Incapaz de sentar > 10 s sem um apoio constante

Pontuacdo:

4) Disturbios da fala

A fala é avaliada durante uma conversagdo normal

0 Normal

1 Sugestivo de alteracdo na fala

2 Alteracao na fala, mas fécil de entender

3 Ocasionalmente palavras dificeis de entender

4 Muitas palavras dificeis de entender

5 Somente palavras isoladas compreensiveis

6 Fala ininteligivel / anartria

Pontuacao:

5) Teste de persegui¢do do dedo

Cada lado avaliado isoladamente
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O paciente permanece confortavelmente sentado. Se necessdrio, € permitido o apoio dos
pés e do tronco. O examinador senta em frente do paciente e realizar 5 movimentos
consecutivos inesperados e rapidos de apontar em um plano frontal, a mais ou menos 50%
do alcance do paciente. Os movimentos deverdo ter uma amplitude de 30 cm e uma
freqiiéncia de 1 movimento a cada 2 segundos. O paciente € solicitado a seguir 0s
movimentos com o index, o mais preciso e rapido possivel. E considerada a execugio dos 3

dltimos movimentos.

0 Auséncia de dismetria

1 Dismetria, ndo atingir ou ultrapassar o alvo<5 cm

2 Dismetria, ndo atingir ou ultrapassar o alvo < 15 cm
3 Dismetria, ndo atingir ou ultrapassar o alvo > 15 cm
4 Incapaz de realizar os 5 movimentos

Pontuacgdo direito: Pontuacio esquerdo:

Média dos dois lados (D + E /2):

6) Teste index-nariz
Cada lado avaliado isoladamente

O paciente permanece confortavelmente sentado. Se necessario, € permitido o apoio dos
pés e do tronco. E solicitado que o paciente aponte repetidamente seu index em seu nariz
para o dedo do examinador, que esta a cerca de 90% do alcance do paciente. Os
movimentos sao realizados a uma velocidade moderada. A execucdo do movimento é

graduada de acordo com a amplitude do tremor de agao.
0 Auséncia de tremor

I Tremor com uma amplitude < 2 cm
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2 Tremor com uma amplitude < 5 cm

3 Tremor com uma amplitude > 5 cm
4 Incapaz de realizar os 5 movimentos
Pontuagdo direito: Pontuacao esquerdo:

Média dos dois lados (D + E /2):

7) Movimentos alternados e rapidos das maos
Cada lado avaliado isoladamente

O paciente deve permanecer confortavelmente sentado. Se necessdrio, é permitido o apoio

dos pés e do tronco. E solicitado que o paciente realize 10 ciclos com alternacio pronacio e
supinacdo em suas coxas o mais rapido e preciso possivel. O movimento € demonstrado ao
paciente ha aproximadamente 10 ciclos em 7 segundos. O tempo exato para execu¢ao do
movimento devera ser obtido.

0 Normal, sem irregularidades (realiza <10s)

1 Discretamente irregular (realiza <10s)

2 Claramente irregular, dificil de distinguir movimentos individuais ou interrupg¢des

relevantes, mas realiza <10 s

3 Muito irregular, dificil de distinguir movimentos individuais ou interrupgdes relevantes,

realiza >10s
4 Incapaz de completar 10 ciclos

Pontuagdo direito: Pontuacao esquerdo:
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Média dos dois lados (D + E /2):

8) Manobra calcanhar-joelho
Cada lado avaliado isoladamente
O paciente deita na cama de exame, sem conseguir visualizar suas pernas. E solicitado que

levante uma perna, aponte com o calcanhar no outro joelho ,deslize pela tibia até o
tornozelo e retorne a perna em repouso na cama. A tarefa € realizada 3 vezes. O movimento
de deslizamento devera ser feito em 1 s. Se o paciente deslizar sem o contato com a tibia

em todas as trés tentativas, gradue como 4.

0 Normal

1 Discretamente anormal, contato com a tibia mantido

2 Claramente anormal, saida da tibia mais do que 3 vezes durante 3 ciclos
3 Gravemente anormal, saida da tibia 4 ou mais vezes durante 3 ciclos

4 Incapaz de realizar a tarefa

Pontuacgdo direito: Pontuacao esquerdo:

Média dos dois lados (D + E /2):

TOTAL:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, Pdgina 1 de 3

Titulo do projeto: Avaliacdo das escalas ICARS (International Cooperative
Ataxia Rating Scale) e SARA (Scale for the Assessment of Rating Ataxia) e suas
correlacoes com exames de ressoniancia magnética na doenca de Machado-Joseph

Investigador principal: Rachel Paes Guimaraes

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui
convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa envolvendo pacientes com doenca de
Machado Joseph. O objetivo geral do estudo € o de avaliar a progressdo da doenga através
de exames clinicos e de imagem. A identificacdo e quantificacdo dessa progressdo da
doenca pode levar a um melhor conhecimento sobre ela e pode, eventualmente levar a uma
melhora no tratamento. As informa¢des médicas a meu respeito que forem obtidas para esse
estudo, poderdo ser compartilhadas com outros pesquisadores. Podendo assim ser utilizadas
eventualmente para outros fins de pesquisa sobre a doenca de Machado Joseph ou outras
ataxias. O sigilo serd mantido em todos os estudos colaborativos através da utilizagdo de
um nimero de c6digo para a identificacdo dos individuos participantes.

A ressonancia magnética é uma técnica capaz de produzir imagens de alta qualidade
e resolugdo (nitidez) anatdmica, assim como informagdes sobre os tecidos. A ressonancia
magnética produz imagens em cortes que sdo parecidos com as imagens produzidas pela
tomografia computadorizada, porém com maior resolucdo (nitidez) e sem a exposi¢do aos
raios X. Essas imagens também poderdo produzir informacdes que serdo uteis para melhor
defini¢cdo do diagndstico e tratamento. O objetivo principal desse estudo € determinar a
importancia dessas informagdes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores
participantes fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e de minha familia.
Eu serei submetido a um exame fisico neuroldgico para estabelecer meu estado clinico,
além dos exames de ressonancia magnética. Hospitalizacdo ndo serd necesséria.

O procedimento de ressonancia magnética € semelhante a uma tomografia. Eu fui
informado que eu serei colocado em uma maca e serei movido lentamente para dentro do
aparelho de ressonincia magnética. Um alto falante dentro do campo magnético possibilita
a minha constante comunica¢do com as pessoas responsaveis pelo exame. Durante todo o
tempo o pessoal médico e paramédico pode me ver e ouvir, € eu posso ser removido(a) se
for preciso; por exemplo, se durante o exame eu me sentir mal ou com claustrofobia. O
procedimento pode durar entre 45 a 60 minutos. Durante a primeira parte do exame eu irei
ouvir ruidos, tipo marteladas, por alguns minutos enquanto o aparelho faz as imagens do
meu cérebro. O restante do exame serd relativamente silencioso.

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a minha participacio
nesse estudo e que o meu diagndstico € 0 meu tratamento provavelmente ndo serdao
modificados. Contudo, os resultados desse estudo podem, a longo prazo, oferecer vantagens
para os individuos com doenc¢a de Machado Joseph, possibilitando um melhor diagndstico e
futuramente um tratamento mais adequado. Os resultados do meu exame de ressonancia
magnética ficardo a disposicdo dos médicos responsdveis pelo meu tratamento, e poderao
ser uteis no futuro.
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RISCO E DESCONFORTO:

O tnico desconforto relacionado a este exame € o ruido intermitente durante os
primeiros 15 minutos. Depois disso o ruido serd muito menor. O pessoal técnico
providenciard tapa-ouvidos para me deixar mais confortdvel.

Uma das principais vantagens da ressonancia magnética é que esta ndo utiliza raios
X ou outro tipo de radiacao ionizante, ao contrdrio de outros tipos de exame radioldgicos.
As imagens sdo obtidas gracas a um campo magnético (imd), um transmissor e receptor de
ondas de rddio e um computador que € utilizado para obter as informacOes bioquimicas e
imagens da anatomia interna. N@o existem efeitos nocivos associados com a ressondncia
magnética dentro das condig¢des utilizadas atualmente.

REQUERIMENTOS

E muito importante informar aos médicos(as) e técnicos(as) caso eu tenha um
marca-passo cardiaco, um clipe de cirurgia para aneurisma cerebral ou qualquer
outro objeto metalico em meu corpo, que tenha sido implantado durante uma cirurgia ou
alojado em meu corpo durante um acidente, pois estes podem parar de funcionar ou causar
acidentes devido ao forte campo magnético que funciona como um ima muito forte. Eu
também devo remover todos os objetos metdlicos que estiverem comigo (relégio, canetas,
brincos, colares, anéis, etc), pois estes também podem movimentar ou aquecer dentro do
campo magnético.

SIGILO:

Eu entendo que todas as informag¢des médicas decorrentes desse projeto de pesquisa
fardao parte do meu prontudrio médico e serdo submetidos aos regulamentos do HC-
UNICAMP referentes ao sigilo da informacao médica. Se 0s resultados ou
informacdes fornecidas forem utilizados para fins de publicacdo cientifica, nenhum nome
serd utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informagdes adicionais relativas ao estudo a
qualquer momento. A Rachel Guimaraes, tel (19) 8111-7279 estara disponivel para
responder minhas questdes e preocupacées. Em caso de recurso, dividas ou
reclamacdes entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (19) 3521-8936.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participagdo € voluntdria e que eu posso me recusar a
participar ou retirar meu consentimento e interromper a minha participagao no estudo a
qualquer momento sem comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou
receberei no futuro no HC- UNICAMP.
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Eu confirmo que o(a)
Dr(a).

me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os
riscos, desconforto e possiveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e
compreendi esse formulédrio de consentimento e estou de pleno acordo em participar desse
estudo.

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsédvel data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a 0
objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos € vantagens que
poderdo advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a
fornecer uma cépia desse formuldrio de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data
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