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‘I have drawn your attention to this form of
chorea, gentlemen, not that | consider it of
any great practical importance to you, but
merely as a medical curiosity, and as such

it may have been of interest.”

George Huntington, 1872



RESUMO

A Doenga de Huntington (DH) é uma doenga neurodegenerativa,
autossdbmica dominante. Seus principais sintomas sdo manifestacdes
motoras, cognitivas e psiquiatricas. O diagnodstico confirmatorio é feito
através da identificagdo da mutacdo, quando um numero superior a 36
repeticdes de tripleto CAG é encontrada em heterozigose. O objetivo do
presente estudo € avaliar as alteragcdes cerebrais existentes na DH
através de duas técnicas de neuroimagem: a) a ferramenta “spatially
unbiased atlas template” (SUIT) para a morfometria baseada em voxels
(VBM) na ressonadncia magnética (RM) e b) a ultrassonografia
transcraniana (UTC) do nucleo caudado, da rafe mesencefalica e da SN.
Em especial, concentramos nossas analises nas estruturas cerebelares,
uma vez que poucos dados sao disponiveis sobre o seu envolvimento na
DH. Foram selecionados 26 pacientes com confirmagao molecular para
DH que foram submetidos a avaliagbes neuroldgica, cognitiva e
psiquiatrica, RM e de UTC, e pareados a 26 controles saudaveis.
Utilizando o SUIT, nds identificamos aumento de substancia cinzenta
(SC) na porgao anterior do cerebelo comparado aos controles. As
alteracdes relacionadas ao escore de humor estdo localizadas no lobo
postero-superior, as do escore motor na por¢cao central do lobo poéstero-
inferior e na porcao lateral a direita do lobo pdstero-superior, €, as do
escore cognitivo na parte lateral esquerda do lobo pdstero-inferior. As
regides cerebelares citadas sdo responsaveis pela integragdo sensorio-
motora, planejamentos motor e visuoespacial e processamento afetivo.
Nao encontramos significancia estatistica nos dados relacionados a UTC.
Como todas essas funcgdes sao afetadas pela DH, acreditamos que
nossos achados contribuam para um melhor entendimento sobre a

fisiopatologia da DH e sobre o papel cerebelar na mesma.

Palavras-chave: Doenca de  Huntington, @ Neuroimagem,

Morfometria baseda em voxel.



ABSTRACT

Huntington's disease (HD) is an autosomal dominant
neurodegenerative disease. It is characterized by motor, cognitive and
psychiatric symptoms. Diagnostic testing for HD requires an accurate
determination of the number of cytosine-adenine-guanine repeats (CAG)
repeats in the Huntingtin (HTT) gene, which is equal or greater than to 36
repetitions in the presence of expansion. The objective of this present
study is to evaluate the brain alterations in HD through two neuroimaging
techniques: a) the use of the tool "spatially unbiased template atlas"
(SUIT) for Voxel-based morphometry (VBM) by magnetic resonance
imaging (MRI) and b) transcranial sonography (TCS) of the caudate
nucleus, midbrain raphe and substantia nigra. Due to the lack of previous
studies, we were particularly interested in evaluating the role of the
cerebellar structures in HD. We selected 26 molecularly confirmed HD
patients, and 26 age-sex-matched controls. Those individuals underwent
neurological, cognitive and psychiatric evaluations, MRl and TCS. Using
SUIT, we found increased gray matter (GM) density at the anterior
cerebellum compared to controls. Higher GM density in the postero-
superior lobe correlated to mood symptoms. Worse motor function and
better cognitive function correlated with GM changes in the posterior
cerebellum (p<0.001 and k>100 voxels). There was no GM atrophy with
p<0.05 and family wise error. We did not find statistically significant TCS-
related data. We observed GM changes in cerebellar regions involved in
sensorimotor integration, motor and visuospatial planning and emotional
processing, suggesting cerebellar involvement in the process of HD. We
believe that these findings will contribute to a better understanding of the
pathologic process in this disease.

Keywords: Huntington disease, Neuroimaging, Voxel based

morphometry.
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INTRODUCAO
“In the history of medicine, there are
few instances in which a disease
has been more accurately, more
graphically or more briefly
described. ”
William Osler sobre o trabalho de

George Huntington

Aspectos histéricos e epidemiolégicos da doenga de

Huntington

A doencga de Huntington (DH) foi inicialmente descrita por George
Huntington em 1872 em um ensaio denominado “On Chorea”.
Anteriormente era conhecida por Coréia de Huntington, por ser a coreia
um dos achados clinicos mais caracteristicos desse processo
neurodegenerativo. Entretanto, apdés a identificagdo das outras
manifestagcbes da DH e do reconhecimento de que a coreia ndo esta
presente em todas as formas da doenca’, o termo DH tornou-se mais
apropriado. Sua prevaléncia mundial varia de 8 a 10/100.000%, podendo
ser mais alta em algumas regides, como em Manitoba no Canada
(1/11905)*, Moray Firth na Escécia (560/100.000)* e Lago Maracaibo,
estado de Zulia na Venezuela (1/143 a 1/23000)°.

Aspectos genéticos da doenga de Huntington

A DH é uma doenga neurodegenerativa, de heranga autossémica
dominante, causada pela expansao do tripleto de nucleotideos citosina-
adenina-guanina — CAG, maior ou igual a 36 repeticdes® no braco curto
do cromossomo 4p16.3, no gene codificante da proteina Huntingtina
(HTT). E a mais comum entre as doencgas neurogenéticas com esse tipo
de heranca’. A confirmagdo genética da DH é obtida através de teste
molecular, sendo considerado patolégico maior ou igual a 36 repetigdes.

Pacientes com repeticdes entre 35-39 podem nao apresentar penetrancia
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completa®, mas sdo considerados com diagnéstico molecular positivo
quando sintomaticos. Em individuos que apresentam de 27 a 35
repeticdes é possivel ocorrer uma instabilidade meidtica no alelo da HTT,
O que pode levar a um aumento da expansao em geragoes
subsequentes®. Ha uma relagéo inversa entre o nimero de repeticdes do
tripleto mutante com a idade de inicio da DH'®"" e com a gravidade das
manifestacdes clinicas, pois quanto maior a expansao, maior a perda

neuronal no caudado e no putamem'?,

Aspectos clinicos da doenga de Huntington

A DH tem inicio em média entre as terceira e quinta décadas de
vida, com duracdo média de 17 a 20 anos de doenca, sendo a
pneumonia a principal causa de 6bito, seguida do suicidio®. Caracteriza-
se clinicamente por ser uma sindrome neuropsiquiatrica e engloba
sintomas variados’:

* Motores: coréia (movimentos involuntarios, irregulares,
continuos, abruptos, rapidos e breves que fluem de uma
parte do corpo para outra aleatoriamente’, instabilidade de
marcha, instabilidade postural, impersisténcia motora,
disartria, disfagia, aerofagia, ataxia, distonia, bruxismo,
tiques, mioclonias, parkinsonismo (presente principalmente
na forma juvenil da DH);

* Cognitivos: perda de memoria, declinio intelectual,
dificuldade de concentracao, perda da atencao;

* Psiquiatricos: apatia, abulia, sintomas dos espectros
depressivo e ansioso, irritabilidade, alucinacdes e alteraces
de personalidade™®;

e Sistémicos: esses sao sintomas menos compreendidos,
porém igualmente prevalentes e debilitantes. Incluem o
emagrecimento, alteragdes do sono e do ciclo circadiano, e
disautonomia, como a disfungéo sexual.

O aconselhamento genético faz-se necessario, considerando a
progressao e a vasta sintomatologia, além do impacto socioeconémico

que a DH gera em cada familia afetada, devendo ser realizado por equipe
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multidisciplinar adequadamente treinada.

Fisiopatologia da doenga de Huntington

A DH caracteriza-se pela perda neuronal e gliose no cértex e stria-
tum (caudado e putamem), degeneragdo dos interneurdnios estriatais
maiores (17-44 mcm) e dos neurdnios da substancia negra (SN) (<40%),
presenca de inclusdes intranucleares e neurdnios distréficos no cortex e
striatum’®. Estudos sugerem ainda que as alteragbes mais precoces con-
sistem na degeneragao neuronal da via estriato-nigral, seguida da estria-
to-palidal (globo palido externo - GPe), e por fim a via estriato-palidal
(globo palido interno — Gpi)?®>?'. Apesar da HTT ser essencial no desen-
volvimento e na maturagao neuronais, suas fungdes nao estao totalmente
esclarecidas®?*. A HTT esta presente em varios tecidos organicos, mas
preferencialmente em determinadas regides do sistema nervoso central
(SNC), como caudado, putamem, globo palido, tadlamo e amigdala®?°.
Acredita-se que seu envolvimento da fisiopatologia da DH seja mediado
por um ganho de fungdo toxica da proteina mutante, que ocorreria em
decorréncia da transcricdo anormal do alelo expandido®?3. A HTT mutan-
te, por intermédio de reacbes de fosforilagdo, acetilagdo e ubiquitina-
¢a0®’, é capaz de deflagrar a formacdo de inclusées citoplasmaticas e
intranucleares. O acumulo desses agregados pode, por sua vez, interferir
no funcionamento neuronal, bloqueando as reacdes bioquimicas das or-

ganelas intracelulares e culminando na apoptose neuronal®2°.

O cerebelo na doenga de Huntington
A HTT é encontrada em menor frequéncia em outras regides ence-

falicas, como o cerebelo®*?’

, 0 que gera o questionamento sobre o papel
cerebelar na DH. Em 2012, RUb et al. descreveu a presenca de atrofia
cerebelar em fases precoces da DH independente da degeneracéo estria-
tal, corroborando a idéia da evolugao multifocal dessa patologia”.

O cerebelo classicamente é conhecido como a estrutura encefalica
responsavel pelo controle motor fino, refinamento da marcha, modulacao
do ténus muscular, ajuste visuoespacial, coordenagao, entre outras fun-

cdes motoras>?, e todas essas funcdes encontram-se alteradas em porta-
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dores da DH. Nos ultimos 15 anos, houve um aumento expressivo da in-
vestigacdo de sintomas nao-motores relacionados ao circuito cerebelar,
como alteragdes cognitivas (atengcdo, memoria e aprendizado) assim co-
mo sintomas psiquiatricos no contexto, especialmente, de doengas neu-
rodegenerativas®*?’.

Estudos de autépsias de pacientes em fase avancada da DH mos-
traram uma atrofia consideravel na substancia cinzenta tanto do cértex
quanto dos nucleos profundos cerebelares, especialmente no nucleo fas-
tigial®>°%%°.  Estudos transversais e prospectivos utilizando ressonancia
nuclear magnética (RM) estrutural também confirmaram a atrofia desses
nucleos cerebelares*®**. Além disso, ha indicios de atrofia pontina e me-
sencefalica na DH, que pode ocorrer previamente a apoptose nigroestria-
tal, o que contribuiria para a desconexao de varios tratos que ligam o ce-
rebelo ao cortex, como o trato dentorubrotalamico, reforcando a hipotese
de progressao multicéntrica da doenca®.

Em 2014, Rees et al. comparou 22 pacientes na fase precoce da
DH com 12 controles utilizando a ferramenta “diffeomorphic anatomical
registration through exponentiated lie algebra (Dartel) template” para “Vo-
xel based Morphometry” (VBM), demonstrando que a atrofia cerebelar
esta diretamente relacionada ao aumento dos sintomas psiquiatricos e
disfungdo motora na fase precoce da doenga®. A associacdo mais forte
foi entre a reducdo do volume cerebelar total com a dificuldade de mar-
cha e com a intensidade dos sintomas psiquiatricos. Uma associagao
mais fraca foi relacionada a realizacdo da tarefa pronagao/supinagao. A
dificuldade para realizar o toque dos dedos foi relacionada ao aumento da
difusividade radial no mapa de anisotropia fracionada difusamente na

substancia branca cerebelar.

“Voxel based Morphometry” em doeng¢a de Huntington
A ferramenta VBM é uma excelente ferramenta na avaliagdo da
substancia cinzenta (SC) em doencas neurodegenerativas*®*®. Estudos

H47,5O,51

prévios na D demonstraram a atrofia da SC da cabeca do

caudado, putamem, lobo temporal medial, insula e varias regides
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corticais envolvendo os lobos frontais, parietais e temporais, assim como
o hipotalamo*’*®. Essa atrofia em portadores da DH é progressiva no
caudado, putamem, GPe, GPi, insula, giro do cingulo, cerebelo, cortex
orbitofrontal, lobos temporais mediais e giros frontais médios*’. Essas
alteracdes estruturais da DH podem ainda estar presentes nas fases pré-
clinicas da doenga. Um estudo correlacionou as imagens de 21 pacientes
na fase pré-clinica da doenca confirmada geneticamente e de 40
pacientes na fase precoce com o numero de repeticdes CAG,
evidenciando uma maior atrofia em todas as regides afetadas quanto
maior a expansdo do tripleto CAG>. Outro estudo mostrou que a
distribuicdo das alteragdes da SC em 20 portadores oligossintomaticos da
DH dtilizando VBM eram correspondentes aqueles previamente

encontrados post mortem®?.

“Spatially unbiased atlas template” em doeng¢a de Huntington

Devido a enorme multiplicidade de aferéncias e eferéncias do
circuito cerebelar, houve a necessidade de topografar mais
adequadamente as diferentes areas cerebelares®®*®. Em 20086,
Diedrichsen et al. publicou o primeiro atlas de mapeamento cerebelar de
alta resolugdo, o “spatially unbiased atlas template” (SUIT)*. Estudos
prévios utilizaram esta técnica em outras patologias como a ataxia
espinocerebelar do tipo 3 e nas distonias®*%. J4 em 2009, Diecrichsen et
al. validou o mapa probabilistico de cerebelo, em que & possivel uma
analise ainda mais confidvel da anatomia de cada Iébulo cerebelar
(Figura 1), e, assim, correlagdes funcionais mais fidedignas através da

identificacdo de “regions of interest” (ROI's)°.
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Figura 1: Anatomia cerebelar (http://cc0309.med.up.pt/2ano/neuro/cerebelo)

Ultrassonografia transcraniana em doeng¢a de Huntington

Desde a década de 90, a ultrassonografia transcraniana (UTC)
ganhou espago na avaliacdo de pacientes com disturbios de movimento
(DM)®*%®_ Inimeros estudos demonstraram as alteragdes existentes na
DH, como a hiperecogenicidade do caudado e da SNc®"°. Um estudo
com 39 pacientes com DH demonstrou que a hipoecogenicidade da rafe
mesencefalica (RMe) correlacionava-se com a presenga de depressao
nestes sujeitos®®.

Atualmente, existe um unico estudo piloto que correlacionou UTC
com RM em DH® onde se evidenciou que a hiperecogenicidade do
caudado e da SN detectadas pela UTC correspondem as alteracdes
degenerativas encontradas pela RM, estando associadas, por sua vez, a
expansado do tripleto CAG e a gravidade clinica de cada paciente.
Estudos subsequentes foram realizados optando-se por uma das técnicas
(RM ou UTC) e ndo pela combinacdo de ambas. Ha uma relagéo
proporcional entre a ecogenicidade da SN com o numero de repeticdes
do tripleto CAG, aventando-se a hipotese de ser esta uma alteracao pré-
clinica, inclusive presente antes dos achados da RM®. Esse fato,

contudo, nao foi valido para o aumento da ecogenicidade do caudado.



Essa diferenca seria explicada pelo fato da anormalidade da
ecogenicidade da SN ser causada principalmente pelo depdsito de metais
pesados como o ferro e o cobre’’. Estudos recentes sugerem que a HTT
€ uma proteina reguladora do ferro e por isso seu funcionamento normal
€ essencial para as diferentes organelas celulares e para a homeostase

férrica’.

JUSTIFICATIVA

Considerando que a DH nao possui tratamento curativo, mas
apenas sintomatico’, um melhor entendimento sobre as alteragées
neuroanatdmicas da doenca ¢é importante para o entendimento
fisiopatolégico. Nao ha ainda consenso sobre o papel na UTC na DH, em
especial pensando-se em seu uso como biomarcador, com alteragdes na
fase motora da doenga, ou para sua utilizagdo no seguimento longitudinal
da mesma. Quanto ao cerebelo, ainda ndo esta claro se suas alteracdes
sdo somente compensatorias, ou se ha um papel fundamental do
cerebelo na fisiopatologia da DH.

Desta forma, acreditamos que um estudo detalhado da anatomia
cerebelar pode trazer informagdes validas sobre o processo degenerativo
e talvez compensatério do cerebelo, contribuindo para um melhor
entendimento do funcionamento deste dentro de diversos circuitos

cerebrais e na DH.
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OBJETIVOS

“O homem é do tamanho do seu sonho.’

Fernando Pessoa

Objetivos gerais:
Analisar a morfologia cerebelar na DH e entender sua relagédo com
a sintomatologia clinica da doenga e validar o UTC como uma ferramenta
de avaliacao clinica na DH e possivel utilizagao como biomarcador.
Objetivos especificos:
1- Avaliar a morfologia cerebelar através da técnica
SUIT comparados a controles normais
2- Medir a ecogenicidade da substancia negra e do
caudado bilateral e da rafe mesencefalica em DH
3- Correlacionar escores de escalas clinicas com
achados de neuroimagem (VBM-SUIT e UTC).
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MATERIAL E METODOS
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“‘Nao se preocupe muito com

as suas dificuldades

em

Matematica, posso assegurar-

Ihe que as minhas sido ainda

maiores.”
Albert Einstein

Esta foi uma pesquisa transversal, realizada no Laboratério de

Neuroimagem no Hospital das Clinicas da UNICAMP.

Aspectos éticos da pesquisa e aprovagoes

O estudo foi aprovado no Comité de Etica da Faculdade de Cién-
cias Médicas da UNICAMP (FCM). A pesquisa envolveu pacientes com
diagnostico de DH em acompanhamento nos Ambulatorios de Neuroge-
nética e de Disturbios do Movimento da Faculdade de Ciéncias Médicas
(FCM) - Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os sujeitos
leram e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE
— anexo 2), que incluiu critérios como confidencialidade, privacidade e
anonimato. Foi solicitada uma autorizacdo para os procedimentos reali-
zados: revisao da historia, exame neuroldgico, preenchimento de escalas
clinicas, avaliagao psiquiatrica (“Montreal Cognitive Assessment” (MOCA)
—anexo 3), RM e UTC. Os pacientes foram claramente informados sobre
riscos e desconfortos da pesquisa, bem como da possibilidade de sairem
da mesma, sem prejuizos ou danos para seu tratamento e acompanha-
mento.

O risco consistia de certo desconforto devido ao barulho durante a
RM, ou algum incébmodo para pacientes claustrofébicos devido ao
pequeno espago. O exame de ultrassonografia ndo causa desconforto
aos pacientes. Nao foi utilizado nenhum recurso que acarretou risco
clinico para o paciente. Declaramos que € de nosso conhecimento os
termos das resolugdbes CNS — MS — 196/96 e complementares e que

foram devidamente cumpridos no desenvolvimento do presente projeto.



Sujeitos
Os individuos foram recrutados, consecutivamente, no Ambulatério
de Disturbios do Movimento e no Ambulatério de Neurogenética do
Hospital das Clinicas da UNICAMP. A participacao foi voluntaria e todos
os pacientes assinaram o TCLE antes da realizagdo de qualquer
procedimento relacionado a pesquisa.
Critérios de incluséo:
. Diagnéstico confirmado por teste molecular de DH;
. Idade superior a 18 anos;
. Assinatura do TCLE.
Critérios de excluséo:
. Historia de doencga cerebrovascular prévia ou outra
patologia neurolégica ou neurodegenerativa associada;
. Coexisténcia de outra doencga que afete o SNC;
. Contraindicagdes clinicas para a realizacdo do exame
de RM (marcapasso cardiaco, claustrofobia, implantes metalicos);
. Nao aceitacido dos termos previstos no TCLE.
O grupo controle incluiu individuos perfeitamente pareados por
sexo e idade; com exame neurolégico normal, sem antecedente

psiquiatrico, oriundos da mesma populacao de base.

Procedimentos

Todos os pacientes foram avaliados por um neurologista
especialista em Disturbios do Movimento com experiéncia e treinamento
na avaliagdo de individuos com DH através uma ficha clinica padrao
aplicada na visita de inclusdo do paciente. Neste formulario constavam
informagdes sobre sexo, idade, idade de inicio dos sintomas, historia
familiar com heredograma, histéria profissional, exposicdo ambiental,
antecedentes pessoais, historia de exposigdo a drogas, comorbidades
clinicas e medicagdes em uso. As informagdes foram adquiridas através
de entrevista com o sujeito, seus familiares e consulta ao prontuario.

Em todos os pacientes foi realizado um exame neurolégico e

aplicada a escala de avaliagao clinica especifica para a DH — “Unified
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Huntington's Disease Rating Scale” (UHDRS), englobando seu escore
motor, assim como seu escore psiquiatrico. A parte motora da UHDRS
(anexo 3) varia de 0 a 82 pontos e avalia a movimentagdo ocular
extrinseca, fala, movimentagédo de lingua, marcha, instabilidade postural,
além de quantificar a distonia, a coréia, a bradicinesia e a rigidez. Ja o
escore psiquiatrico da UHDRS (anexo 4) pode atingir um maximo de 72
pontos, compostos dos sintomas de humor, ansiedade, agressividade,
irritabilidade, obsessoes, ilusdes, culpa, ideacdo suicida e alucinacoes.
Escores mais altos em ambas as escalas demonstram maior gravidade
clinica. A escala cognitiva — MOCA - varia de 0 a 30 pontos e permite a
avaliagdo da funcdo executiva e visuoespacial, nomeag¢ao, memoria,
evocacgao, atengao, abstracdo, linguagem e orientagao temporo-espacial.
Ao contrario das escalas anteriores, escores mais baixos estdo
relacionados a alteragbes cognitivas, sendo escores acima de 26
considerados normais (http://www.mocatest.org/normative-data/). Todas
as escalas foram devidamente validadas para a lingua portuguesa’"°.

As imagens de RM foram adquiridas em aparelho de 3T Achieva-
Intera PHILIPS®, release 2.6.1.0 de acordo com o0s seguintes
parametros:

1 Imagem volumétrica ponderadas em T1: imagem ponderada
em T1 e gradiente eco com voxels isotropicos de 1mm, adquiridos no
plano sagital (1Tmm de espessura; “flip angle” 8°; TR, 7.1; TE, 3,2; matriz,
240x240; e FOV, 240x240).

Depois de adquiridas, um neurorradiologista avaliou cegamente
todos os exames com o objetivo de descartar outros diagndsticos.

Apos isso, as imagens foram processadas através da técnica de
VBM. A sequéncia VBM permite uma avaliagéo global do cérebro, sem
viés de selecdo®, e elucida diferencas focais em diferentes regides
cerebrais, usando a abordagem estatistica do mapeamento estatistico
paramétrico. As imagens foram divididas em grupos, no caso o grupo de
26 pacientes e outro de 26 controles saudaveis, assintomaticos e sem
antecedentes neuroldgicos, perfeitamente combinados em idade e sexo
com o grupo principal. As imagens de RM em 3D adquiridas no formato

DICOM foram transformadas para o formato NIFTI através do software
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DCM2Nii  (www.mccauslandcenter.sc.edu/mricro/mricron/dcm2nii.html).
Com o objetivo de minimizar todas as chances de erro, as imagens no
novo formato foram entdo alinhadas segundo a comissura anterior, e
também rodadas nos eixos sagital, coronal e axial quando necessario.
Terminado o pré-processamento, a analise por VBM envolveu a extragao,
a segmentagdo em SC, a normalizagdo espacial de todas as imagens
para 0 mesmo espaco estereotaxico, o reposicionamento para correcao
da normalizagdo (modulagao) e a suavizagao.

SUIT-VBM (http://www.icn.ucl.ac.uk/motorcontrol/imaging/suit.htm)
extraiu as estruturas infratentoriais do tecido circundante e gerou mapas
segmentados (SC, substancia branca e liquor), proporcionando um
alinhamento mais preciso entre os sujeitos do que o alinhamento que os
atuais métodos “whole-brain” proporcionam para estruturas infratentoriais.
As imagens segmentadas para SC foram normalizadas para o SUIT
template. Em seguida nds reposicionamos os mapas gerados para
corrigir a variagcdo do volume induzida pela normalizagdo espacial. A
sequir, realizamos testes de homogeneidade usando a covariancia das
imagens. Por fim, as imagens finais foram suavizadas através de um filtro
Gaussian Kernel com 8 mm full-width half maximum (FWHM) contido no
SPM8/DARTEL (http://www.fil.ion.ucl.ac.uk) para satisfazer a distribuicdo
de Gauss pressuposta para a analise estatistica das diferengas regionais.
Este processo minimizou os efeitos das diferengas residuais em anatomia
funcional e dos giros durante a obtencdo da média entre os sujeitos e
tornou os dados mais normalmente distribuidos. Usando SPM8, um teste
de duas amostras foi criado para analise do voxel por voxel, e a detecgao
de diferencas de SC entre os grupos foi estabelecida. Um mapa
estatistico paramétrico foi gerado, que identificou as regiées do cerebelo,
com diferencas significativas. Localizagbes anatdomicas dos Iébulos
cerebelares e vérmis foram determinados pelo “A probabilistic MR atlas
for the human cerebellum” by Diedrischsen et al. 2009, que foi
desenvolvido comparando os I|ébulos cerebelares de 20 individuos
saudaveis em exames de RM, o que possibilitou a elaboracido de uma

mascara desses Iobulos cerebelares®™. O uso do SUIT permite uma
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classificagado mais precisa dos |I6bulos do cerebelo, uma vez que preserva
os detalhes anatomicos dessas estruturas.

As imagens de UTC foram adquiridas no aparelho HD11XE
PHILIPS® utilizando o transdutor S3-1 de acordo com o0s seguintes
parametros e foram realizadas pela prépria pesquisadora:

* Imagens axiais do plano do mesencéfalo adquiridas através
da janela acustica temporal paralela a linha imaginaria
orbitomeatal;

* Imagens axiais do plano dos nucleos da base e dos
ventriculos laterais através da janela acustica temporal com
inclinacédo superior de 10 a 15° em relagdo a linha
imaginaria orbitomeatal.

As imagens de UTC foram avaliadas utilizando o modo B da
ultrassonografia e a ecogenicidade do nucleo caudado, RMe e SN foi

medida quantitativamente (area).

Analise estatistica

Utilizamos o programa STATA 13.1 para analise dos dados. Dados
demograficos estdo descritos de acordo com listagem de frequéncia de
todas variaveis e exame de sua distribuicdo, assim como de suas medi-
das de tendéncia central (média) e de disperséo (desvio-padrao). A anali-
se dos achados de RM foi realizada através do programa SPM8 com a
comparagao entre grupos de acordo com os resultados clinicos e genéti-
cos, primeiramente utilizando-se um teste de duas amostras onde foram
comparados os grupos paciente e controle (p< 0.05, “family wise error”
(FWE), “extent threshold” (K) de 100 voxels) , e depois outro correlacio-
nando as alteragbes de SC do grupo de pacientes com os escores motor
e psiquiatrico da UHDRS e com o escore do MOCA, corrigidos para ida-
de, tempo de doenga e numero de repeticées CAG (p< 0.001, sem corre-
¢ao para FWE, K de 100 voxels). Os dados de UTC foram correlaciona-
dos com variaveis clinicas, sendo que o nivel de significancia foi estabe-

lecido em p<0.05.
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RESULTADOS
“..., mas as coisas
findas, muito mais que
lindas, essas ficardo.”

Carlos Drummond de Andrade

Analise clinica

Foram recrutados inicialmente 31 pacientes com DH; porém, foram
excluidos 5: em 2 nao foi possivel a sedacao para a realizacdo adequada
dos exames complementares, em 1 foi diagnosticado um hematoma
subdural crénico, em outro foi identificado um macroadenoma hipofisario,
e, por fim, um dos pacientes era uma crianga com 7 anos de idade e com
4 anos de doenca, por isso, optou-se por ndo a incluir nas analises finais,
uma vez que a apresentacgao clinica da DH nessa faixa etaria difere muito
da idade adulta o que poderia gerar um viés em nossos resultados. Com
isso, as analises subsequentes foram realizadas com os 26 pacientes

restantes.

Considerando o perfil clinico-epidemiolégico dos participantes, dos
pacientes avaliados 14 (53,85%) eram mulheres e 12 (46,15%) eram
homens (Tabela 1); 11 pacientes (42,3%) apresentavam heranca
materna, 12 (46,15%) paterna e 3 (11,53%) com herancga indeterminada
(Tabela 1). O média de repeti¢cdes do tripleto mutante de CAG foi de 42
repeticdes (Tabela 1). A idade média dos pacientes foi de 49.42 anos e a
média de idade de inicio foi de 40.23 anos (Tabela 1). A média de

pontuacdo da UHDRS foi de 21 e do MOCA de 22 pontos (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracteristicas clinico-epidemiolégicas

Percentual ou Média + DP

Variavel
(Min-Max)
Sexo masculino — pacientes 46.15%
Sexo masculino — controles 46.15%
Heranga paterna 46.15%
Heranga indeterminada 11.53%

Idade — pacientes

Idade — controles

49.42+10.83 (25-68)

49.42+10.83 (25-68)

Idade de inicio

40.23:9.79 (22-59)

Numero de repeticoes CAG

42+3.79 (36-50)

UHDRS 21+4.2426 (8-81)

MOCA 22+2.1213 (0-26)

DP: desvio-padrao; UHDRS: “Unified Huntington’s Disease Rating Scale”, MOCA:

“Montreal Cognitive Assessment. ”
Analise cerebelar (ferramenta SUIT para VBM)

Apobs a aplicagao da ferramenta SUIT nas 26 imagens catalogadas
em VBM, baseamos nosso resultado no mapa probabilistico de
cerebelo® e consideramos as areas que mediam mais de 100 voxels.
Encontramos um aumento de SC nos lobulos cerebelares das regides |-
IV, bilateralmente (Tabela 2 e Figura 2) - p< 0.05, FWE, K de 100 voxels.

Nao encontramos atrofia utilizando esses limiares de correcao estatistica.

Todavia, quando executamos a analise com limites menos estritos
(p< 0.001, sem corregdo para FWE, K de 100 voxels), evidenciamos

atrofia de SC nas regides VI a direita e V-VI a esquerda (Tabela 3).



Tabela 2: Aumento de SC em voxels e topografia no mapa

probabilistico — p<0.05 FWE
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Tamanho
Aumento
i da area Coordenadas
de SC em Estrutura Area
em X,Y,Z
voxels
voxels
Hemisfério
378 cerebelar -1V 5491 0 -47 -21
direito
Hemisfério
357 cerebelar -1V 4895 10 -36 -47
esquerdo

SC: substancia cinzenta

Figura 2: Cortes coronais do mapa probabilistico do aumento da SC

(substancia cinzenta) — zonas em vermelho sdo as areas de I-IV dos

lobos cerebelares anteriores.



Tabela 3: Atrofia de SC em voxels e topografia no mapa

probabilistico —p<0.001
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Tamanho
Atrofia Estrutura Area da area Coordenadas
em X,¥,Z
voxels

Hemisfério

246 cerebelar Vi 11426 -18 -46 -9

direito

Hemisfério

143 cerebelar \' 6052 16 -64 -9
esquerdo
Hemisfério

121 cerebelar Vi 12562 -4 -51 2
esquerdo

SC: substancia cinzenta.

Apds essa analise global que demonstrou excesso e atrofia de

densidade de SC em determinadas areas cerebelares, avaliamos

separadamente cada uma das seguintes variaveis clinicas, covariadas

para idade de inicio, tempo de doenca e numero de repeticbes CAG

(Tabela 4 e Figura 3):

a) Escore psiquiatrico — UHDRS: nés identificamos uma correlagéo

positiva entre densidade de SC com o escore de humor na regiao

Crus Il a direita, e uma correlacédo negativa na regido VI a

esquerda;

b) Escore motor — UHDRS: evidenciamos uma correlagdo positiva

nas regides vermianas VIII e IX. Uma correlagdo negativa foi

constatada em uma area maior e lateralizada a direita nas regides

Cruslell, IV, V, VI, Vllb e VI,

c) Escore — MOCA: apenas a correlagao positiva foi significativa,

topografada na regiao VIII a esquerda.



Tabela 4: Correlagdes clinicas entre alteragées da SC cerebelar com

os escores motor, psiquiatrico e cognitivo

Correlagbes clinicas - p<0.001 e K>100 voxels

Coordenadas x y z Voxels AAL

Correlacéao positiva entre escore psiquiatrico-UHDRS e SC

48 -43 -46 233 Lébulo crus Il D
Correlagédo negativa entre escore psiquiatrico-UHDRS e SC
-26 -44 -31 119 Lébulo VI E
Correlacao positiva entre escore motor-UHDRS e SC
3 -60 -31 315 Vermis - Lébulo
VIl
191 Vermis - Lébulo
IX
Correlagao negativa entre escore motor-UHDRS e SC
39 -60 -51 383 Lébulo Vil b E
197 Lébulo VIl E
38 -53 -45 393 Lébulo crus Il D
382 Lébulo VIII D
368 Lébulo Viib D
334 Lébulo crus I D
28 -32 -26 401 Lébulos IV/V D
107 Lébulo VID
-30 -37 -30 201 Lébulo VI E

Correlacao positiva entre MOCA e SC

-13 -65 -47 247 Lébulo VIII E

K: “Extent threshold”, AAL: “Automated anatomical labeling”, SC: substancia
cinzenta; D: direita; E: esquerda; UHDRS: “Unified Huntington’s disease rating

scale”; MOCA: “Montreal cognitive assessment.”



Figura 3: a) Correlagao
positiva (amarelo) e negativa
(vermelho) entre o escore
psiquiatrico — UHDRS e SC; b)
Correlacao positiva (amarelo)
e negativa (vermelho) entre o
escore motor — UHDRS e SC;
c) Correlagao positiva
(amarelo) e negativa
(vermelho) entre MOCA e SC;
SC: substancia cinzenta;
UHDRS: “Unified Huntington’s
disease rating scale”; MOCA:
“Montreal cognitive
assessment.
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Ultrassonografia transcraniana

Vinte e trés pacientes foram submetidos a UTC e 3 ndo a
realizaram devido a problemas técnicos com a ultrassonografia em 2 dias
de recrutamento. Destes 23, cinco nao apresentavam janela éssea

acustica para a realizagao adequada para realizacdo do exame.

Estudamos a SN e o caudado bilateralmente e a RMe. A RMe foi
visualizada em todos os pacientes com média de ecogenicidade de
0.4685 cm?. Tanto a SN a direita quanto a esquerda foram encontradas
em 16 (88,88%) dos pacientes com média de 0.3416 cm? & direita e de
0.3855 cm? a esquerda. Ja os nucleos caudados foram as estruturas com
maior dificuldade de localizacdo devido a necessidade de inclinacdo do
transdutor da ultrassonografia em 10 a 15°, portanto o caudado a direita
foi visto em 8 pacientes (44,44%) e a esquerda em 7 pacientes (38,88%),
com médias de areas de ecogenicidade de 0.8266 cm? e 0.9277 cm?,
respectivamente (Tabela 5 e Figuras 4, 5 e 6). Nado houve correlagao

significativa entre as areas e nenhuma das variaveis clinicas (Tabela 6).
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Tabela 5: Médias de ecogenicidade das estruturas avaliadas

Média + DP (Min-

Regido estudada “n” Max)
SN D 16 0.34+0.05 (0.27-0.45)
SNE 16 0.38x0.13 (0.20-0.68)
Rafe 18 0.46+0.37 (0.17-1.79)
Caudado D 8 0.82+0.27 (0.40-1.18)
Caudado E 7 0.92+0.34 (0.57-1.58)

SN: substéncia negra; D: direita; E: esquerda.

MESENCEFALO JANELA ESQ.
SN ESQ. JANELA ESQ. !

Figura 4: Imagem de UTC - pontilhado desenhando o mesencéfalo e seta
vermelha apontando a Substidncia Negra a esquerda. UTC: ultrassonografia

transcraniana.



+ Area 0,442 cm2
Circ 2,75 cm
|\‘||‘||}| 0,000 cm
SPE-Vol oKk
Area
Circ ’ ]
Length 0,840 cm
SPE-Vol 0,094 cm3

o Area 0,170 cm?2
Cire 2,13 cm
Length 0,941 cm
SPE-Vol 0,026 cm3

Figura 5: Imagem de UTC - A) Substancia Negra a direita, B) Rafe
Mesencefalica e C) Substidncia Negra a esquerda. UTC: ultrassonografia

transcraniana.

+ Area 0,406 cm2
Circ 3,00 cm
Length 1,10 cm
SPE-Vol 0,127 cam3

Gn 98
232dB/C6
K/4/2

Figura 6: Imagem de UTC — A) Caudado a esquerda; Estrela marcando a

distancia interventricular. UTC: ultrassonografia transcraniana.
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Tabela 6: Correlagoes estatisticas entre a UTC e as variaveis clinicas

Correlagoes Idade Idade de CAG SND SNE Rafe Caudado Caudado
inicio r(p) r(p) r(p) r(p) D E
r(p) r(p) r(p)
Idade de 0.9000
inicio (0.037)
CAG -0.9747 -0.9747
(0.004) (0.004)
SND -0.6000 -0.3000 0.4617
(0.248) (0.623) (0.433)
SNE -0.6000 -0.7000 0.6669 0.2000
(0.248) (0.188) (0.218) (0.747)
Rafe -0.5000 -0.3000 0.4104 0.7000 0.7000
(0.391) (0.623) (0.492) (0.188) (0.188)
Caudato D 0.4000 0.7000 -0.5643 0.0000 -0.8000 -0.3000
(0.504) (0.188) (0.321) (1.000) (0.104) (0.623)
Caudato E 0.2000 0.5000 -0.3591 0.6000 -0.6000 0.1000 0.6000
(0.747) (0.391) (0.552) (0.284) (0.284) (0.872) (0.284)
UHDRS -0.600 -0.800 0.7182 0.0000 0.2000 -0.3000 -0.5000 -0.4000

(0.2848)  (0.1041)  (0.1718)  (1.0000)  (0.7471)  (0.6238)  (0.3910)  (0.5046)

UTC: ultrassonografia transcraniana; SN: Substancia negra; D: Direito(a); E:

Esquerdo(a); UHDRS: “Unified Huntington’s Disease Rating Scale.”



DISCUSSAO

‘Eu quase que nada sei, mas

desconfio de muita coisa. ”

Joao Guimaraes Rosa

Enquanto a maioria dos estudos morfoldgicos estruturais prévios
em DH descreveram a atrofia como a mais importante alteracdo cerebelar
da doencga, em nossa pesquisa observamos principalmente o aumento de
SC cerebelar, localizado majoritariamente na porgéao anterior do cerebelo.
Nés observamos atrofia de SC somente utilizando uma andélise estatistica
menos restritiva na regido podstero-superior. As alteragdes psiquiatricas
correlacionam-se com alteragdes no lobo pdstero-superior, as motoras
com alteragdes na porcado central do lobo péstero-inferior e na porgao
lateral a direita do lobo pdstero-superior, e, as cognitivas com a regiao

lateral esquerda do lobo pdstero-inferior.

O aumento de SC foi encontrado de forma simétrica nas regides
de I-IV dos Ilobos cerebelares anteriores. A subarea Ill, mas
principalmente o I6bulo IV esta diretamente envolvido no controle motor
do membro superior’®. Ataxia de marcha e apendicular, disartria, assim
como o controle dos movimentos de lingua e de musculatura orofacial
também estao diretamente relacionados & integridade dessa regido’”®. A
coréia localiza-se mais frequentemente nos membros, na face e na
lingua, o que corresponde topograficamente as areas de aumento da SC.
Assim podemos justificar uma contribuigdo cerebelar na sua génese,
através da conexao com o trato dentorubrotalamico, compondo o classico
modelo fisiopatolégico previamente estabelecido pela disfungéo entre
nucleo motor taldamico e outros nucleos subcorticais, como o globo palido
interno e o caudado®®. Acreditamos que os achados de aumento de SC
cerebelar podem ser justificados como um mecanismo compensatorio do
desarranjo que o cortex cerebelar sofre na fase inicial da DH. Esse

aumento de SC ja foi reportado em pesquisas anteriores, que envolveram
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doenca de Parkinson, distonia, espasmo hemifacial, entre outras

condicdes neuropsiquiatricas*®:>"°8:86-90,

Nosso estudo pode ser
considerado um piloto nessa questdo, por envolver a DH, havendo a
necessidade de analises prospectivas na tentativa de corroborar nossos
resultados iniciais.

As areas com atrofia da SC cerebelar estdo envolvidas no controle
motor fino e em atividades mais complexas e elaboradas, assim como

9192 Opservamos atrofia nas

operam no aprendizado sensitivomotor
areas VI dos lobos cerebelares posteriores bilateralmente e na area V do
lobo cerebelar anterior a esquerda. Estas fazem parte da porcéo
sensitivomotora do cerebelo, sendo que sua injuria compromete
diretamente os processos de aprendizado afetivo e de processamento
cognitivo®’. Cerca de 80% dos individuos com DH apresentam alteragées
do estado mental®®. Dentre a gama de sintomas neuropsiquiatricos dessa
doenca, os mais frequentes sdo os sintomas depressivos, a apatia, a
agressividade, a desinibicdo e o comprometimento cognitivo. As areas
em que constatamos atrofia de SC estao indiretamente conectadas com a
area pré-frontal através do trato dentorubrotaldamico, sendo a porgao
ventral do nulcleo denteado a interface entre essas duas areas’.
Supomos que haja uma diminuigdo de eferéncia dos lébulos VI devido a
atrofia regional, comprometendo a modulagdo desse circuito, e
consequentemente levando ao desenvolvimento de sintomas
psiquiatricos. Por sua vez, observamos uma correlagdo negativa entre o
escore psiquiatrico e a densidade de SC na regidao VI, que esta
diretamente envolvida no processamento afetivo e na percepcao da
entonacdo emocional®,

A correlagao positiva entre o escore motor da UHDRS e a densi-
dade de SC, topografada nas areas vermianas VIl e IX, foi interpretada
como um mecanismo compensatoério cerebelar. Essas areas sao conhe-
cidas como a porg¢ao limbica do cerebelo e sao responsaveis pelo pro-
cessamento afetivo, e, em conjunto com as demais regides cerebelares
posteriores, participam de tarefas cognitivas superiores. Essas regides
possuem conexdes diretas com outras estruturas limbicas cerebrais, tais

como giro do cingulo, hipocampo e amigdala®®. Lesdes estruturais
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vermianas posteriores sao o substrato anatdmico da sindrome cognitivo-
afetiva cerebelar®*'%%1%_ O fato de termos achado uma correlagéo entre
a escala motora e estas regides, ao invés das escalas psiquiatrica e cog-
nitiva, provavelmente deve-se ao baixo poder estatistico da analise devi-
do ao tamanho da amostra. De qualquer forma, a correlagcdo com a esca-
la motora sugere uma associagao direta com a gravidade das manifesta-
¢des clinicas.

Evidenciamos uma correlagdo negativa entre a escala motora e a
SC cerebelar acometendo uma area mais extensa do cerebelo, que en-
volve as regides crus 1 e ll, IV, V, VI, Vllb e VIII a direita e VI, VlIb e VIII a
esquerda. As regides de | a V compreende a porgao anterior do cerebelo,
cuja fungao principal é o controle motor, que também possui uma repre-
sentacao secundaria nos Iébulos Vllla/b. Enquanto que os lébulos VI e VII
estao relacionados as fungdes executivas que necessitam do controle de
multiplos dominios®? e & adaptagdo aos movimentos sacadicos'®’. O pre-
dominio a direita deve-se pela representacdo somatotodpica ipsilateral ce-
rebelar, quando consideramos a mao dominante dos individuos analisa-
dos®"1%81% Os [6bulos VI e crus | estdo associados a movimentos se-
guenciais das maos (medialmente) e dos pés (lateralmente), que engloba
nao somente o controle motor, como também refletem uma acdo compor-
tamental motora'%81%%,

Em relacdo ao MOCA, encontramos somente uma correlagcéo posi-
tiva entre a SC cerebelar e a area VIll a esquerda. Sabidamente, os |6bu-
los VIII participam de tarefas sensitivomotoras e da memoria de trabalho,
0 que nos faz acreditar que essa correlagdo positiva seja uma tentativa
de compensagao cognitiva para driblar o declinio cognitivo consequente a
doenga®*%,

Outro dado importante e que fortalece positivamente nosso estudo
€ que nossas correlagdes clinico-epidemiolégicas corresponderam as da
literatura mundial. Confirmamos novamente um dado conhecido na litera-
tura que é a relagao inversa entre o numero de repeticdes CAG e a idade
de inicio da doencga, isso valida nossa casuistica, mesmo nido sendo ex-

pressiva'®'".
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Nao encontramos correlagdes clinicas com significancia estatistica
relacionadas a UTC. Diante desse achado, aventamos duas hipoteses:
ou nosso estudo nao apresentou poder suficiente para detectar as altera-
¢des de UTC na DH, mesmo tratando-se de doenca rara, ou a UTC real-
mente ndo pode ser considerada como biomarcador para a DH através
da anadlise da ecogenicidade da SN.

As maiores limitagdes da nossa pesquisa foram a dificuldade de
sedacgao dos pacientes e o numero pequeno de pacientes. Isto provavel-
mente justifica ndo termos encontrado atrofia de SC com a correcao
FWE. Nossa amostra também incluia sujeitos com, proporcionalmente,
pouco tempo de doenga e com carateristicas heterogéneas.

Acreditamos que a validagao de técnicas de neuroimagem capa-
zes de serem utilizadas como marcadores de progressao sao importantes
no desenvolvimento de terapias modificadoras de doenga, pois podem
ser utilizadas como “surrogate endpoints” em estudos clinicos no qual a

progressao da doenga € lenta.
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CONCLUSAO

O cerebelo parece estar envolvido na fisiopatologia da DH, nao
somente nas sindromes motoras, mas também nos sintomas psiquiatri-
cos e cognitivos. Nao esta claro se estas alteragdes sao primarias, com-
pensatorias ou ambas.

A UTC enquanto marcador pré-clinico da DH e biomarcador de
progressao ainda precisa ser validado em estudos envolvendo um nume-

ro maior de sujeitos.
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FACULDADE DE CIENCIAS
MEDICAS - UNICAMP W““‘
(CAMPUS CAMPINAS)

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacao comparativa entre a morfometria baseada em voxel (VBM) e a
ultrassonografia transcraniana em individuos com Doenca de Huntington

Pesquisador: Paula Christina de Azevedo

Area Tematica: Area 1. Genética Humana.
(Trata-se de pesquisa envolvendo genética humana néo contemplada acima.);

Versao: 2

CAAE: 17118813.1.0000.5404

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP

Patrocinador Principal: Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 350.198
Data da Relatoria: 15/08/2013

Apresentacao do Projeto:

A Doenca de Huntington (DH) € uma doencga neurodegenerativa, de origem autossdmica dominante. Suas
principais manifestacdes sdo de origem motora, cognitiva e psiquiatrica, sendo alguns exemplos deles a
coreia, instabilidade de marcha, instabilidade postural, impersisténcia motora, disartria, disfagia, aerofagia,
ataxia, distonia, tiques, mioclonias, apatia, parkinsonismo,perda de meméria, depressao, declinio intelectual,
alucinacdes e paranoia. Estima-se que acometa de 8 a 10/100.000 individuos. O diagnéstico se da através
de exames de genética molecular. Tem inicio geralmente na quarta década de vida.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar as alteragdes cerebrais existentes na doenga de Huntington, através de duas técnicas de analise de
neuroimagem: a morfometria baseada em voxels (VBM) através da ressonancia magnética (RM) e a
ultrassonografia transcraniana (UTC) do ndcleo caudato, da rafe mesencefélica (RMe) e da substancia nigra
pars compacta (SNc).

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
A ressonancia magnética ndo € uma radiagao ionizante, mas apresenta ruido intermitente durante os
primeiros 15 minutos do exame. Depois disso o ruido é muito menor.O pessoal técnico
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Continuagéo do Parecer: 350.198

providenciara tapa-ouvidos propiciar maior conforto ao participante. Nao existem

efeitos nocivos associados a ressonéncia magnética, dentro das condigbes utilizadas atualmente. Seréao
monitorizados a respirac¢éo, batimentos cardiacos e a quantidade de oxigénio do sangue do participante. O
risco de sedagao € pequeno, mas pode envolver diminuicdo da quantidade de oxigénio no organismo e
parada respiratéria.

A ultrassonografia transcraniana néo oferece riscos, ndo emite radiacdo e ndo causa desconforto.

N&o havera beneficios diretos aos sujeitos da pesquisa, mas o estudo podera gerar informagdes importantes
para possibilitar melhor diagnéstico e, futuramente, tratamento mais adequado da doenca.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Serao selecionados pacientes com diagnéstico de Doencga de Huntington, com confirmado através de
exame molecular. Os individuos passardo por exame neuroldgico, avaliagdo psiquiatrica, exame de RM e de
UTC. Os dados obtidos das avaliagbes serao armazenados, para posterior andlise estatistica.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

Folha de rosto devidamente assinada e adequada.

Projeto original e gerado pela Plataforma Brasil: adequados.

TCLE: embora longo, esta redigido em linguagem compreensivel, com detalhes sobre os procedimentos a
serem realizados com os participantes, incluindo as providéncias a serem tomadas, caso ocorra
intercorréncias que exijam cuidados médicos.

O TCLE, em sua verséao corrigida, informa que sujeito da pesquisa e pesquisador deverdo assinar o
documento, ficando uma via para cada um destes. Informa ainda que menores de idade ou incapacitados
terdo o TCLE assinado pelo seu respectivo responsavel LEGAL.

Recomendacdes:

Se o TCLE tiver mais de uma péagina, o sujeito de pesquisa ou seu representante,quando for o caso, € 0
pesquisador responsavel deverao rubricar todas as folhas desse documento, apondo suas assinaturas na
Ultima pagina do referido termo.

Ao pesquisador cabe desenvolver o projeto conforme delineado, elaborar e apresentar os relatérios parciais
e final, bem como encaminhar os resultados para publicagdo, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico participante do projeto.
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Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Avaliagao cerebelar por morfometria baseada em
voxel (VBM) e correlagdo entre marcadores clinicos e achados da
ultrassonografia transcraniana em individuos com Doenga de Hun-
tington.

Investigador principal: Paula Christina de Azevedo

Orientador: Dra. Anelyssa D’Abreu

Co-Orientador: Dra. iscia Lopes-Cendes

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu

entendo que fui convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa
envolvendo pacientes com doenga de Huntington. O objetivo geral do
estudo é o de avaliar as alteragbes que ocorrem no cérebro dos
pacientes que apresentam esta doenga. A avaliacédo das imagens pode
levar a um melhor conhecimento sobre a doenga de Huntington e pode
no futuro levar a uma melhora no tratamento. As informacdes médicas a
meu respeito que forem obtidas para esse estudo, poderdo ser
compartilhadas com outros pesquisadores. Podendo assim ser utilizadas
para outros fins de pesquisa sobre a doenga de Huntington, desde que
este novo projeto tenha aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa da
FCM-Unicamp. O sigilo sera mantido em todos os estudos colaborativos
através da utilizagdo de um numero de cédigo para a identificagdo dos

individuos participantes.



Os objetivos principais deste estudo sao:

. Identificar alteragbes na ressonancia magnética que
possam ajudar a entender melhor as causas da doenga de Hun-
tington;

. Entender como as alteragbes de neuroimagem refle-
tem os diferentes sintomas apresentados pelos pacientes.

Este estudo envolve a realizagao de:

. Avaliagao clinica, com revisao da histéria clinica, e exame
neuroldgico detalhado;

. Realizagdo de ressonancia magnética: € uma técnica capaz
de produzir imagens de alta qualidade e resolugao (nitidez) anatémica,
assim como informagdes sobre os tecidos. Essas imagens também pode-
réao produzir informagdes que serdo uteis para melhor definicdo do diag-
nostico e tratamento;

. Realizagéo de ultrassonografia transcraniana: € uma técnica
capaz de produzir imagens com informagdes sobre a densidade do tecido
cerebral e que também poderdo produzir informacdes que serdo uteis

para melhor definicdo do diagndstico e tratamento.

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 neurolégico para estabelecer meu estado clinico e

ressonancia magnética. Hospitalizagdo nao sera necessaria.
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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 ressonancia magnética.
Um alto falante dentro do aparelho de ressonancia magnética possibilita a
minha constante comunicacdo com as pessoas responsaveis pelo
exame. Durante todo o tempo o pessoal médico e paramédico pode me
ver e ouvir, e eu posso ser removido(a) se for preciso; por exemplo, se
durante o exame eu me sentir mal ou com ansiedade por permanecer
em local fechado. 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 sera relativamente silencioso.

Durante o procedimento de ultrassonografia transcraniana, eu fui
informado que ficarei deitado em uma maca em um ambiente com luz
reduzida, enquanto o transdutor da ultrassonografia sera apoiado
delicadamente na regido lateral da minha cabega, ndo emitira sons € nem
radiacdo. O procedimento pode durar entre 15 a 20 minutos e sera
realizado por profissional treinado.

VANTAGENS:

Eu entendo que n&o obterei nenhuma vantagem direta com a
minha participacdo nesse estudo e que o meu diagndstico e o meu
tratamento provavelmente nao serao modificados. Contudo, os resultados
desse estudo podem, em longo prazo, oferecer vantagens para o0s
individuos com doengca de Huntington, possibilitando um melhor

diagndstico e futuramente um tratamento mais adequado. Os resultados
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de meus exames ficardo a disposicado dos médicos responsaveis pelo

meu tratamento, e poderao ser uteis no futuro.
RISCO E DESCONFORTO:

O unico desconforto relacionado a ressonadncia magnética é o
ruido intermitente durante os primeiros 15 minutos. Depois disso o ruido
sera muito menor. O pessoal técnico providenciara tapa-ouvidos para me
deixar mais confortdvel. Uma das principais vantagens da ressonancia
magnética é que esta nao utiliza raios X ou outro tipo de radiagao
ionizante, ao contrario de outros tipos de exame radioldgicos. As imagens
sdo obtidas gragas a um campo magnético (ima@), um transmissor e
receptor de ondas de radio e um computador que é utilizado para obter
as informagdes bioquimicas e imagens da anatomia interna. Nao existem
efeitos nocivos associados com a ressonancia magnética dentro das
condigbes utilizadas atualmente. 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 metalicos que estiverem comigo (relégio, canetas, brincos,
colares, anéis, etc), pois estes também podem movimentar ou aquecer
dentro do campo magnético. Caso eu nao consiga permanecer dentro da
maquina de ressonancia pelo tempo necessario, ou nao tolere o barulho,

e mesmo assim eu deseje participar do estudo, eu posso optar por ser
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sedado com medicacdo. Eu entendo que um médico permanecera na
sala de controle junto ao técnico durante todo o exame, e que minha
respiragdo, meus batimentos cardiacos e a quantidade de oxigénio no
meu sangue serao constantemente monitorizados. O risco de sedagao é
pequeno, mas pode envolver diminuigdo da quantidade de oxigénio no
organismo e parada respiratéria. Caso isso ocorra, ha ambu na sala de
ressonancia para ventilacdo e eu serei imediatamente transferido para o
pronto socorro. Apds a ressonancia eu somente serei liberado para casa
ap6s avaliagdo meédica. A ultrassonografia transcraniana nao oferece
riscos, nao emite radiagdo, ndao causa desconforto.

SIGILO

Eu entendo que todas as informagdes médicas decorrentes desse
projeto de pesquisa fardo parte do meu prontuario médico e serao
submetidos aos regulamentos do HC- UNICAMP referentes ao sigilo da
informagdo médica. Se os resultados ou informagdes fornecidas forem

utilizados para fins de publicagao cientifica, nenhum nome sera utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL

Eu entendo que posso pedir informacdes adicionais relativas ao
estudo a qualquer momento. A Paula Christina de Azevedo (19) 3521-
7754, estara disponivel para responder minhas questbes e
preocupacdes. Em caso de recurso, duvidas 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. Eu

receberei uma copia deste documento para ser arquivado e consultado
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em caso de duvidas.
RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO

Eu entendo que a minha participacédo é voluntaria e que eu posso
me recusar a participar ou retirar meu consentimento e interromper a
minha participagdo no estudo a qualquer momento sem comprometer os
cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no futuro no HC-
UNICAMP.

ACEITACAO DE PARTICIPACAO NO ESTUDO

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 que venham desse projeto de
pesquisa. Eu concordo com a realizagdo da coleta de sangue e da
ressonancia magnética. Eu afirmo que li e compreendi esse formulario de
consentimento e estou de acordo em participar desse estudo.

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsavel

data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha
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data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a o]

objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e 0s possiveis riscos e
vantagens que poderao advir do estudo, usando o melhor do meu
conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cépia desse formulario

de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data
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Anexo 3
MONTREAL COGNITIVE ASSESSMENT (MOCA) Nome: - Data de nasc.im?nto: R S
Versdo Experimental Brasileira Escolaridade: Data de avaliagao: _/ /[
Sexo: ldade:
Copiar Desenhar um RELOGIO
o cubo {onze horas e dez minutos)
(3 pontos)
: Fim
Inicio
Contorno  Numeros Ponteiros —5
3
m Leia a lista de palawas, Rosto Veludo Igreja Margarida |Vermeho
0 sujeito de repeti-la, e |
faga duas tentativas tentative ¢do
Evocar apds 5 minutos 23 tertativa
ATENCAO Leia a seqiéncia de ndmeros 0 sujeito deve repetir a seqi’¥ncia em ordem direta [ ] 21854
(1 ndmero por segundo) 0 sujeito deve repetir a seqi¥ncia em ordem indireta [ ] 742 2
Leia a série de letras. O sujeito deve bater com a mao (na mesa) cada vez que ouvrr a letra “A”, Nio se atribuemn pontos se > 2 erros.
[ ] FBACMNAAJKLBAFAKDEAAAJAMOFAAB -_n
Subtragdo de 7 comegando pelo 100 [ ] 93 [ ] 86 [ ] 79 [ ] 72 [ ] 65
4 ou 5 subtragbes cometas: 3 pontos; 2 ou 3 comretas 2 pontos; 1 comreta 1 ponto; 0 comreta 0 ponto
LINGUAGEM Repetir: Eu somente seique é Jodo 0 gato sempre se esconde embaixo do
quem sera ajudado hoje. [ ] Sofa quando o cachoro esta na sala. [ ] 12
Fluéncia verbal: dizer o maior ndimero possivel de palavras que comecem pela letra F (1 minuto). [ ] (H > 11 palavras) N
ABSTRACAO Semehanga p. ex. entre banana e laranja = fruta [ ] trem - bicicleta [ ] relégio - régua /2
EVOCACAO Deve recordar Rosto Veludo Igreja Margarida |Vermeho)
TARDIA as palavras Pontuagio 5
SEM PISTAS [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] apenas para
= . evocagdo
OPCIONAL  |oxade categorta SEM PISTAS
Pista de miiltipla escoha
OR ACAC [ ]niadomés [ ] Més [ ]Ano [ ]Diadasemma [ ] Lugar [ ]Cidade /6
©Z. Nasreddine MD www.mocatest.org TOTAL 130
Versao experimental Brasileira: Ana L nisa Rosas Sarmento sgg‘:';;:dﬁe Sji2 anoe
Paulo Henrique Ferreira Bertolucci - José Roberto Wajman J

(UNIFESP-SP 2007)



Anexo 4

Retorno-Doenca de Huntigton

MOTOR:
Seguimento ocular(horizontal)

Segui

Completa
movimento irregular
interrompido,movimento sem limitagdes

n3o podc prosseguir
ento ocular (vertical)
Completa
movimento irregular
interrompido,movimento sem limitagdes

1
2.
3. movimento restrito
4.
im

1
2.
3. movimento restrito
4.

nao pode prosseguir

Sacada-Iniciagdo (horizontal)

Sacad:

Sacad:

Saca

Disartria
0

AWN=O

1.

0.
1
2
3.
4
a
0. normal
1
2
3,
4
a

[
1
2
3
4
da

normal
aumento da laténcia

movimentos da cabeca ndo aboliveis

3 piscamentos aboliveis / movimentos de cabeca para iniciar

nado pode iniciar sacadas
Iniciagdo (vertical)

aumento da laténcia

movimentos da cabega ndo aboliveis
n&o pode iniciar sacadas

velocidade (horizontal)

. Normal

: Leve desaceleragdo

3 Moderada desaceleracao

L piscamentos aboliveis / movimentos de cabega para iniciar

Grave desacsleragao, movimento sem limitagdes
Movimenlo restrito

Velocidade (vertical)

3 Normal

| eve desaceleragao

Moderada desaceleragdo

Grave desaceleragdo, movimento sem limitagoes

Movimento restrito

Normal
Alterada, ndo ha necessidade de repetir

2. Deve repetir para ser compreendido

Incompraensivel maior parte do tempo

3.
Protrusdo de lingua
0. Protrusdo >10s

Coréi

Coréi

T

Protrusdo >5s e <10s

2. Protrusdo <5s

3. N3o conscgue protruir lingua totalmente

4. Nao consegue protruir lingua além dos labios
Distonia (maxima) Tronco:

Auscnte
Leve/intermitante

10
2 Leve/continua ou moderadalintermitente
3.

Moderada/continua

4. Grave
Distonia (méxima)-Fxtremidades:

ia

ia

AONSO~AWUNSOSAGNSO

Ausente

Leve/intermitente

| eve/continua ou moderadalintermitentc
Moderadalcontinua

Grave

maxima)-Face:

Ausents

| evelintermitente

Leve/continua ou moderada/intermitente
Moderada/continua

3 Grave

maxima)-boca:

Ausente

Leve/intermitente

Leve/continua ou mederadalintermitente
Modecrada/continua

4 Grave

Coréia (maxima) tronco:
0. Auscnte

1. Levelintermitente
2. Leve/continua ou moderada/intermitente
3. Moderada/continua
4. Grave
Coréia (méxima)-cxtremidades:
0. Ausente
b Leve/intermitente
2 1 evelcontinua ou moderada/iniermitente
3. Moderadalcontinua
4. ‘Grave
Retropuls&o:
0. Normal

Toqu

Recuperagao espontanca
Cairia se examinador n@os egurasse
Tendéncia a queda espontanea

s dedos: D~ E-

1.

2

3.

4. Nao fica de pé
e do.

Normal (>15/5s)
Desaceleragao leve s/ou redugdo de amplitude (11-14/5s)

movimento (/-10/5s)

movimento (3 8/5s)
Nao conscgue realizar teste (0-2/5s)

Alteragdo moderadz. Fatigamanto precoce. Pode ter interrupgio do

Alteragdo grave. tlesitagdo freqUente no inicio ou interrupgao durante

Pronagéo- supinagdo: D= E=
0 Normal
1 Desaceleragdo leve e/ou irregular
2, Desaceleragdo moderada e irregular
3 Desaceleragéo grave e irregular
4 Nao consegue realizar teste
funa:
0. 24 em 10s, sem pista
i <4 em 10s, sem pista
2 =4 em 10s, com pista
3. <4 em 10s, com pista
Rigidez (MMSS): D= E=
0. Ausente
1 Leve ou presente com ativagao
2 | evo ou moderada
3. Grave, movimento sem restrigdes
. Grave, com restrigdo do movimento articular
Bradicinesia:
0 Normal
T Lentificagdo minima (normal?)
2, Leve, mas anormal
3, Lentificagdo moderada, alguma hesitagdo
4 | entificagdo grave, atraso no inicio dos movimentos
Marcha:
0. Normal
1 Basc alargada c/ou lenta
2 Base alargada anda com dificuldade
3. Anda somente com auxilio
4. NZo anda
Marcha Tandem (10 passos):
0. Normal
1 1-3 desvios da linha média
24 > 3 desvios
3 Nao consegue completar
4. Nao consegue realizar
HD
CONDUTA:
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Anexo 5

Sintomas Gravidade: Frequéncia:

0. Ausente; 0. Quase nunca;

1. Leve/questionavel; 1. Raro;

2. Leve; 2. Asvezes;

3. Moderada; 3. Frequentemente;
4. Grave. 4. Quase sempre.

Baixa auto-

estimal/culpa:
culpa a si mes-
mo, comporta-
mento autode-
preciativo
(acredita ser
uma pessoa ruim
ou nao digna),

sensagao de

fracasso.

Ideagéao suicida:
acha que nao
vale a pena viver,
tem pensamen-
tos suicidas, tem
ideagao/plano,
preparagdo para

o ato.




Irritabilidade:
impaciéncia,
inflexibilidade,
impulsividade,
falta de cooper-

acgao.

llusées: idéias
falsas fixas nao
compartilhada

culturalmente.
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Abstract

Introduction: Neuropathological and neuroimaging studies in Huntington
disease (HD) have demonstrated a cerebellar role. However, its
involvement in disease pathophysiology is unclear.

Methods: We performed Unified HD rating scale-UHDRS and MOCA in 26
HD patients and 26 controls. We created a two-sample test to analyze
cerebellar gray matter (GM) differences between groups and another to
correlate GM alterations with UHDRS and MOCA, corrected for age, cyto-
sine-adenine-guanine repeats and disease duration using the spatially
unbiased atlas template (SUIT)-SPM-toolbox which preserve anatomical
detailing.

Results: We found increased GM density at the anterior cerebellum com-
pared to controls. Higher GM density in the postero-superior lobe corre-
lated to mood symptoms. Worse motor function and better cognitive func-
tion correlated with GM changes in the posterior cerebellum (p<0.001 and
k>100 voxels).

Conclusions: We observed GM changes in cerebellar regions involved in
sensorimotor integration, motor planning and emotional processing, sug-
gesting cerebellar involvement in the neuropathological process of HD.
Keywords: Huntington disease; cerebellum; SUIT; UHDRS; MOCA.

Introduction
Huntington disease (HD) is an autosomal dominant neurodegenerative

disease, caused by a cytosine-adenine-guanine (CAG) triplet expansion in
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the short arm of chromosome 4p16.3, in the Huntingtin (HT) gene. The
expanded triplet with 36 repeats or greater confirms the molecular diag-
nosis of the disease (1). In addition, there is an inverse relationship be-
tween the number of triplet repeats with age of disease onset (2, 3) and
the severity of clinical manifestations (4). HD is characterized by a neuro-
psychiatric syndrome that includes motor, cognitive and psychiatric symp-
toms, with chorea as the main motor manifestation (5).

The symptoms are largely explained by degeneration preferentially
present in caudate, putamen, globus pallidus, thalamus and amygdala (6,
7). Although the HT is less frequent in the cerebellum (8, 9) than in these
other brain areas mentioned above, there is cerebellar atrophy in early
stages of HD independent of the degree of striatal degeneration (10).
Cerebellar atrophy is directly associated with psychiatric symptoms in
early phase of disease, (11, 12, 13, 14) and autopsy studies have showed
atrophy of the paravermis and deep cerebellar nuclei (10, 15, 16).

Voxel based morphometry (VBM) is an excellent imaging analysis tool
(17, 18, 19) and several studies have used it to study morphological
changes in HD (17, 20, 21). However, it is not the best choice to evaluate
the posterior fossa (22, 23, 24). SUIT is a spatially unbiased, high-
resolution atlas template of the human cerebellum and brainstem, which
maintains the anatomical detail of cerebellar structures (25). Multiple
neuroimaging studies have benefited from this tool, but it has never been
used in HD (26, 27, 28).

Our goal was to perform a detailed study of cerebellar morphology, using

the SUIT toolbox, and to perform a clinical-anatomical correlation.

Methods

Subjects: The Institutional Review Board of our University Hospital ap-
proved the study and all subjects signed an informed consent. We recruit-
ed 26 right-handed patients (12 male; 49.42+10.83 years) with molecular-
ly confirmed HD (paternal and indeterminate inheritance were respectively

46.15% and 11.53%) and clinical signs of the disease from our Neuroge-
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netics Outpatient Clinic between 2013 and 2015. The mean age of symp-
tom onset was 40.23+9.79 years and mean CAG repeat number was
42+3.79. Exclusion criteria were a history of alcohol abuse, other previous
or current neurologic and psychiatric disorders, major comorbidities, or
contraindications to having magnetic resonance imaging (MRI). We also
included 26 controls, perfectly matched for gender and age, without per-
sonal or family history of neurological disorders and with normal neurolog-
ical examination.

Clinical Assessment: We conducted interviews with subjects, family mem-
bers and caregivers, as well as checked their CAG repeat size, profes-
sional and family history, environmental and drug exposure, medication
and clinical comorbidities. A neurologist expert in Movement Disorders
performed a comprehensive neurologic examination and applied a specif-
ic clinical rating scale for HD - Unified Huntington's Disease Rating Scale
(UHDRS), which includes motor and psychiatric evaluations, properly val-
idated in Portuguese (29). For cognitive assessment we used the Montre-
al Cognitive Assessment (MOCA).

MRI acquisition protocol: Images were acquired at a 3T Achieva MR unit-
PHILIPS Intera®, release 2.6.1.0. In addition to the usual diagnostic se-
quences, we obtained volumetric T1-weighted image, with isotropic voxels
of 1mm3, acquired in sagittal plane (1mm thick, flip angle 8°, TR 7.1,
TE3.2, matrix 240x240, and FOV 240x240 mm). An experienced neuro-
radiologist assessed all images, blindly, to rule out other neurological dis-
eases and artifacts.

VBM-SUIT tool: The images were divided into patients and controls. Each
subject was treated at level of voxel-by-voxel. The 3D-MRI images ac-
quired in DICOM format were transformed to NIfTI (DCM2Nii software:
http://www.mccauslandcenter.sc.edu/mricro/mricron/dcmz2nii.html). In or-
der to minimize any error chances, the images were aligned along the
anterior commissure and rotated in sagittal, coronal and axial planes. We
used the SUIT tool which isolates the infratentorial structures from sur-
rounding tissue and generates targeted maps (gray matter, white matter
and cerebrospinal fluid), providing a more accurate alignment between

subjects than “‘whole-brain” methods

68



(http://www.icn.ucl.ac.uk/motorcontrol/imaging/suit.ntm). The SUIT tool
classifies the cerebellar lobules more precisely than other VBM tech-
niques (27, 28). The segmented gray matter (GM) images were normal-
ized to the SUIT template. Then, we repositioned the generated maps to
correct the variation of induced spatial normalization volume. Next, we
conducted homogeneity tests using the images covariance. Finally, the
images were smoothed by a Gaussian filter kernel with 8 mm full-width
half  maximum  (FWHM) contained in SPM8 / Dartel
(http://www fil.ion.ucl.ac.uk) to satisfy the normal distribution assumed for
statistical analysis of regional differences. The generated statistical para-
metric map identifies regions with significant differences in cerebellum.

Statistical analysis: Using SPM8, we created a two-sample test corrected
for age for voxel-by-voxel analysis and detection of GM differences be-
tween the groups. A statistical parametric map was generated, which
identified the cerebellar regions with significant differences (p uncorrected
< 0.001, extent threshold k=100 voxels). Anatomical localizations of cere-
bellar lobules and vermis were determined by the Probabilistic MRI atlas

of human cerebellum by Diedrichsen et al (30).

Results

We only considered clusters=100 voxels. We found increased GM
(p<0.05; FEW correction) in regions I-IV of the cerebellar lobes bilaterally
compared to controls (Table 1). There was no atrophy (p<0.05; FEW
correction). However, when we ran the analysis with less strict limits, (p
uncorrected < 0.001, extent threshold k=100 voxels), we observed GM
decrease in regions VI on the right and V-VI on the left (Table 1).

A two-sample test correlated the following clinical variables with GM
density, adjusted for age, disease duration and CAG repeat number
simultaneously (table 1 and figure 1):

a) UHDRS-Mood score: the mean score was 10+7.55. Mood score
was higher in subjects with higher GM density in region Crus Il on the
right. In region VI on the left the higher the mood scores, the lower the GM
density.

b) UHDRS-Motor score: the mean score was 21+4.24. We found
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that the higher the GM density in vermis regions VIl and IX, the higher the
motor scores. Whereas, the lower the GM density in Crus | and Il, IV, V,
VI, Vllb and VIII, at right, the greater the motor score.

c) MOCA score: the mean score was 22+2.12. Subjects with higher

cognitive scores had higher GM density in the left region VIII.

Discussion

While most previous studies found cerebellar atrophy in HD, we observed
mostly increased GM density at the anterior cerebellum, compared to
controls. We only observed atrophy with a less restrictive analysis. Higher
GM density in the postero-superior lobe was associated with mood
disorders symptoms; worse motor function correlated with GM density
alterations in the central portion of the postero-inferior lobe and lateral
portion of the postero-superior lobe on the right; and better cognitive
function with higher GM density in the left side of the postero-inferior lobe.
The GM density excess was found symmetrically in regions I-1V of anterior
cerebellar lobe. The subarea lll, mainly lobule IV are directly involved in
upper limb motor control (31). Gait and appendicular ataxia, dysarthria, as
well as the control of tongue movements and orofacial muscles are
directly related to the integrity of these regions (32).

We found atrophy mostly in areas VI of posterior cerebellar lobes
bilaterally and V of anterior cerebellar lobe on the left. Both are part of the
sensorimotor cerebellum, directly involved in learning and cognitive
processing (34). These areas are also indirectly attached to prefrontal
cortex through the dentatorubralthalamic tract, and the ventral portion of
dentate nucleus is the interface between these two areas (31).

We demonstrated that UHDRS-mood scores were higher in subjects with
lower GM density in region VI on the left, which is directly involved in
processing, empathy and perception of emotional intonation (33, 34) and
higher GM density in region Crus Il on the right, which is connected to the
posterior parietal and prefrontal cortices — limbic areas (35).

There was a positive correlation between UHDRS-motor score and the
GM density in vermic areas VIl and IX. Curiously, these areas are known

as the limbic portion of the cerebellum and are responsible for affective
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processing, and, with other posterior cerebellar regions, participate in
higher cognitive tasks (36). Structural posterior vermic lesions are the
anatomical substrate of the cerebellar cognitive affective syndrome (37).
Since none of those areas are primarily related to motor function, it is
possible they are markers of disease severity, and there was some
collinearity between motor and non-motor scores.

We noted that higher motor scores were associated with lower GM
density affecting a large cerebellar region: crus | and I, IV, V, VI, VIII and
VIIb on the right and VI, VIIb and VIII on the left. These areas are involved
in motor control (regions |-V, with a secondary representation in Vllla/b
lobules), multiple domain executive function (lobules VI and VII),
saccades refinement and sequential movements of hands (medially) and
feet (laterally) (lobules VI and crus I), which include motor control and
motor behavioral action (38, 39). The ipsilateral somatotopic cerebellar
representation justifies the right-sided predominance (38). Together,
those areas are responsible for fine motor control, more complex and
elaborate activities as well as sensorimotor learning.

Patients with higher MOCA scores had higher GM density in lobule VIII on
the left, which is involved in sensitivomotor tasks and working memory
(38), suggesting a cerebellar role in cognitive dysfunction in HD.

This study is the first to provide a detailed assessment of the cerebellum
in HD (10, 11, 40). Even those that exclusively evaluated the cerebellum
(11), only observed white matter changes, using a volumetric approach,
rather than a voxel-by-voxel comparison. The SUIT tool isolates the
cerebellum from other brain structures, providing a topographic detailing
of each cerebellar lobe, and assessing both GM increases and reductions.
We interpreted our GM excess results as a compensatory mechanism or
as a structural anatomical breakdown caused by the disease, these
findings may also have been influenced by reduced mean time of disease
duration in our sample.

The major limitation of our study was the small number of subjects. This
may account for the negative findings for GM atrophy with FWE
correction. However, HD is a relatively rare disease and it is very difficult

to perform MRI without sedation in some subjects.

71



In summary, we observed that cerebellum is most likely associated with
HD pathophysiology, not only in its motor component, but also in its

psychiatric and cognitive manifestations.
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Figure 1. a) Negative (red) and positive (yellow) correlation between

UHDRS-mood score and GM density; b) Negative (red) and positive
(yellow) correlation between UHDRS-motor score and GM density; c)
Positive (yellow) correlation between MOCA score and GM density;

UHDRS - unified Huntington's disease rating scale; MOCA - Montreal

cognitive assesssment; GM - gray matter.
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Table 1: Results of VBM (SUIT tool) and clinical correlations

MNI peak Cluster Voxels AAL
co-
ordinates
Xyz

General analysis

GM excess areas using p<0.05 FWE corrected and K>100 voxels

0-47 -21 5491 378 R lobulesl-IV
10 -36 -47 4895 357 L lobulesl-IV
GM decrease areas using p<0.001 and K>100 voxels

-18 -46 -9 11426 246 R lobuleVI
16 -64 -9 6052 143 L lobuleV

-4 -512 12562 121 L lobuleVI

Clinical correlations using p<0.001 and K>100 voxels

Positive correlation: UHDRS-mood score and GM

48 -43 -46 297 233 R lobule crus
Il
Negative correlation: UHDRS-mood score and GM
-26 -44 -31 | 180 | 119 | L lobule VI
Positive correlation: UHDRS-motor score and GM
3 -60 -31 2783 315 Vermis-
191 lobuleVIII
Vermis-lobule
IX
Negative correlation: UHDRS-motor score and GM
39 -60 -51 590 383 L lobule VIl b
197 L lobule VIII
38 -53 -45 1635 393 R lobule crus
382 Il
368 R lobule VIII
334 R lobule VII b
R lobule crus
I
28 -32 -26 624 401 R lobules IV/V
107 R lobule VI
-30 -37 -30 276 201 L lobule VI
Positive correlation: MOCA and GM
-13 -65 -47 | 247 | 247 | L lobule VIII

VBM: voxel-based morphometry; SUIT: spatially unbiased atlas template;
FWE: family wise error; K: Extent threshold; AAL: Automated anatomical
labeling; GM: gray matter; R: right; L: left; UHDRS: unified Huntington’s
disease rating scale; MOCA: Montreal cognitive assessment.
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