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RESUMO

A ataxia espinocerebelar tipo 2 (SCA2) e a esclerose lateral amiotréfica (ELA) sdo doencgas
neurodegenerativas sem cura. Ambas se associam, pois uma mutag¢ao do tipo expansao no
gene ATXNZ2 pode causar SCA2 (>34 repeticdes) ou aumentar o risco para ELA (27-34
repeticoes), também denominada “ELA associada ao gene ATXNZ2” (ELA-ATXNZ2). Ha lacunas
de conhecimento sobre a interseccdo anatdbmica dessas doencas e as relagbes
fisiopatoldgicas entre a ELA, ELA-ATXN2 e SCA2 ou mesmo entre SCA2 e outras doencgas
do espectro das ataxias espinocerebelares como a SCA3 e SCAB. Esta tese teve como
objetivo caracterizar, sob uma perspectiva clinica e de neuroimagem estrutural utilizando
sequéncias avancadas de ressonancia magnética, pacientes com SCA2, SCA3, SCAG, ELA
e ELA-ATXN2, explorando diferencas fenotipicas, padrées de imagem e correlagdes com
dados genéticos. No capitulo 1, foi explorada a neuroimagem medular volumétrica e
microestrutural da SCA2 em face de outras ataxias espinocerebelares, tendo sido incluidos
16 pacientes com SCA2, 26 pacientes com SCA3, 14 pacientes com SCA6 e 56 controles. No
capitulo 2, estudou-se 15 pacientes com ELA esporadica, 16 pacientes com ELA-ATXNZ2, 17
pacientes com SCA2 e 34 controles, utilizando-se neuroimagem estrutural com técnicas
avancadas do cérebro, cerebelo e medula espinhal, bem como analise do padréo lesional em
face do mapa de expressdo génica Allen Brain Aftlas. No capitulo 1, os resultados
evidenciaram reducgao da area seccional medular e alteracdes de paradmetros de DTl na SCA2
e SCA3 com cometimento mais significativo da coluna dorsal na SCA2. Nao foram observadas
diferencas entre pacientes com SCAG6 e controles. No capitulo 2 os resultados evidenciaram
padroes diferentes de neuroimagem em pacientes com ELA, ELA-ATXN2 e SCA2. Em SCA2,
observou-se atrofia significativa do cerebelo, tronco encefalico e medula espinhal, enquanto
na ELA-ATXN2 o comprometimento predominante foi medular e do tronco, sem envolvimento
cerebelar relevante. A sobreposicédo entre os mapas de expressdo do ATXNZ2 e as areas de
atrofia em SCA2 pode sugerir toxicidade relacionada a ganho de fungao da proteina mutada.
Na ELA-ATXNZ2, os achados indicam mecanismos fisiopatoldgicos distintos, possivelmente
mediados pela interacdo entre ataxina-2, TDP-43 e outros fatores. Este estudo destaca a
importancia da neuroimagem estrutural como ferramenta para diferenciagdo diagnodstica e
como potencial biomarcador, contribuindo para o melhor entendimento da fisiopatologia das

doengas associadas ao gene ATXNZ2.

Palavras-chave: Ataxia Espinocerebelar Tipo 2. Esclerose Lateral Amiotréfica. Ataxina-2.
Neuroimagem. Doencas da Medula Espinal. Imageamento por Ressonancia Magnética.

Biomarcadores.



ABSTRACT

Spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) and amyotrophic lateral sclerosis (ALS) are incurable
neurodegenerative disorders. Both are linked through pathogenic expansions in the ATXN2
gene: large expansions (>34 CAG repeats) cause SCA2, whereas intermediate expansions
(27-34 repeats) increase the risk for ALS, a condition referred to as “ATXN2-associated ALS”
(ALS-ATXN2). Gaps remain in our understanding of the anatomical overlap between these
disorders and of the pathophysiological relationships among ALS, ALS-ATXNZ2, and SCA2, as
well as between SCA2 and other conditions within the spinocerebellar ataxia spectrum. This
thesis aimed to characterize patients with SCA2 and ALS-ATXNZ2 from a clinical and advanced
structural neuroimaging perspective, exploring phenotypic differences, imaging patterns, and
correlations with genetic data. In Chapter 1, we investigated volumetric and microstructural
spinal cord imaging in SCA2 compared with other spinocerebellar ataxias, including 16
patients with SCA2, 26 with SCA3, 14 with SCA6 and 56 healthy controls. In Chapter 2, we
studied 15 patients with sporadic ALS, 16 with ALS-ATXN2, 17 with SCA2, and 34 controls,
using advanced structural neuroimaging of the brain, cerebellum, and spinal cord, alongside
lesion pattern analysis in relation to Allen Brain Atlas gene expression maps. In Chapter 1,
results showed spinal cord cross-sectional area reduction and diffusion tensor imaging
abnormalities in both SCA2 and SCA3, with more pronounced dorsal column involvement in
SCAZ2. No significant differences were observed between patients with SCA6 and controls. In
Chapter 2, distinct neuroimaging patterns were identified across ALS, ALS-ATXN2, and SCA2.
In SCA2, there was marked atrophy of the cerebellum, brainstem, and spinal cord; in ALS-
ATXNZ2, the predominant involvement was in the spinal cord and brainstem, with no relevant
cerebellar atrophy. The spatial overlap between ATXN2 expression maps and regions of
atrophy in SCA2 suggests a toxic gain-of-function effect of the mutant protein. In contrast,
findings in ALS-ATXNZ indicate distinct pathophysiological mechanisms, possibly mediated by
the interaction between ataxin-2, TDP-43, and other molecular factors. This work highlights
the role of advanced structural neuroimaging as a tool for differential diagnosis and as a
potential biomarker, contributing to a deeper understanding of the pathophysiology of ATXN2-

related disorders.

Keywords: Spinocerebellar Ataxia Type 2. Amyotrophic Lateral Sclerosis. Ataxin-2.

Neuroimaging. Spinal Cord Diseases. Magnetic Resonance Imaging. Biomarkers.



LISTA DE ILUSTRAGOES

FIGURA 1: Representacdo esquematica da estrutura da proteina Ataxina-2 humana. A
proteina é composta por regides funcionais distintas, incluindo: dois dominios LSm (Like-Sm),
envolvidos na regulagéo pos-transcricional de RNA; um dominio PAM2 (PABP-interacting
motif 2), responsavel pela interagdo com a proteina ligadora de poli(A); e uma regiao central
codificada pelo exon 1 que contém uma sequéncia repetitiva de tripletos CAG, traduzida em
uma cadeia de poliglutaminas (PQ)(1).

FIGURA 2: A esquerda na figura, tabela descrevendo o tamanho amostral de cada grupo do
capitulo 1, com 16 pacientes SCA2, 26 pacientes SCA3, 14 pacientes SCAG6 e 56 controles e
a direita ilustracao da organizagéo das analises comparativas entre grupos.

FIGURA 3: A esquerda na figura, tabela descrevendo o tamanho amostral de cada grupo do
capitulo 2, com 15 pacientes com ELAe, 16 pacientes com ELA-ATXN2, 17 pacientes com
SCA2 e 34 controles e a direita ilustragao da organizacdo das analises comparativas entre
grupos.

FIGURA 4: Fluxograma ilustrativo do racional que conecta os dois capitulos da tese. A
constatagcéo que pacientes com ELA tem um fator genético complexo, incluindo o gene ATXN2
como fator de risco, nos leva a questionar qual o substrato anatémico dos diferentes genétipos
associados fenotipicamente, e se ha padroes de lesdo confluentes ou divergentes. Finalmente
nesse raciocinio a neuroimagem avangada se destaca como ferramenta para esclarecimento
da pergunta de pesquisa, como empregado na tese.
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VAPB: gene, do inglés vesicle-associated membrane protein—associated protein B
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Justificativa de Originalidade do Trabalho

A interseccéo entre ELA-ATXNZ2 e SCAZ2 representa um desafio fundamental na
compreensao das doencgas neurodegenerativas associadas ao gene ATXNZ2.
Apesar de ambas compartiiharem um mecanismo genético comum, com
expansdes de CAG neste gene, a forma e a distribuicdo da degeneracgéo
neuronal diferem substancialmente. A SCA2 ¢é predominantemente
caracterizada por degeneracao cerebelar e do tronco encefalico, enquanto a
ELA-ATXNZ2 afeta predominantemente o trato corticoespinhal e os neurdnios
motores inferiores. A SCA2 se aproxima clinicamente muito mais dos seus pares,
como outras ataxias espinocerebelares, como a SCA3 e a SCAG, sem um
paralelo 6bvio em pacientes com ELA. No entanto, os mecanismos que
determinam essa diferenciagao fenotipica ainda nao foram completamente
esclarecidos, e a base anatdbmica para a sobreposicdo parcial entre essas
condi¢cbes permanece pouco compreendida.

Os estudos de neuroimagem disponiveis sobre ELA e SCAs tém
avancado na caracterizagdo estrutural e funcional dessas doengas, mas a
maioria das investigagdes concentra-se no encéfalo, com foco na atrofia cortical,
cerebelar e do tronco encefalico. Pouca atengdo tem sido dada ao papel da
medula espinhal, uma estrutura critica para a funcionalidade motora e que pode
ser central para entender a degeneracao diferenciada entre SCA2 e ELA-
ATXN2. Evidéncias emergentes indicam que a medula cervical apresenta atrofia
significativa em SCA2 e que pacientes com ELA-ATXNZ2 podem ter padrbes
distintos de degeneragcdo medular em comparagdo com a ELAe, mas esses
achados ainda nao foram devidamente explorados em um estudo sistematico e
comparativo.

Dessa forma, a originalidade desta pesquisa reside na investigagao
detalhada da neuroimagem da medula espinhal e sua interface com as estruturas
supramedulares em pacientes com SCA2 e ELA-ATXN2, contemplando ainda a
caracterizagdo comparativa de achados em SCA3 e SCA6, de modo a
contextualizar o espectro mais amplo das ataxias espinocerebelares. A auséncia
de estudos que correlacionem os achados estruturais da medula espinhal com a
degeneracgao do encéfalo nesses pacientes justifica a necessidade de um estudo
abrangente que avalie padrdes de atrofia, alteragdes microestruturais e sua
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relacdo com os diferentes espectros da doenga. A compreensdo dessas
diferengas pode contribuir para esclarecer os mecanismos que tornam
determinadas populagdes neuronais mais vulneraveis a degeneracao, além de
possibilitar a identificagdo de biomarcadores radiolégicos que possam ser
utilizados tanto para o diagnéstico diferencial quanto para o monitoramento da
progressao dessas doencgas.

Além disso, um dos aspectos mais inovadores desse estudo € a
possibilidade de correlacionar os achados de neuroimagem com a expressao
génica do ATXNZ2 no sistema nervoso central. Estudos anteriores sugerem que
a distribuicdo da expressao desse gene pode estar diretamente relacionada aos
padrdées de atrofia observados na SCA2, mas essa relagdo ainda nao foi
explorada no contexto da ELA-ATXN2. A caracterizagdo detalhada dessas
assinaturas radiolégicas e sua integracdo com dados de expressdo genética
pode oferecer novos insights sobre os mecanismos de neurodegeneragao
mediados por ATXN2, ajudando a responder questdes fundamentais sobre a
patogénese dessas doencas.

Portanto, este estudo preenche uma lacuna critica na literatura ao integrar
metodologias avangadas de neuroimagem para investigar a interface entre
SCA2 e ELA-ATXNZ2 nunca explorada de uma forma abrangente, incluindo a
analise da medula espinhal da SCA2 em face de pacientes com SCA3 e SCA6
e sua relacédo com o restante do sistema nervoso central. O impacto potencial
dessa pesquisa € significativo, pois pode contribuir para o desenvolvimento de
novos biomarcadores estruturais e microestruturais, fundamentais para um
diagndstico mais preciso e para futuras estratégias terapéuticas voltadas para a
modulagdo da expressao do ATXN2. Além disso, ao estabelecer parametros
quantitativos de atrofia e disfuncdo neural nessas doencas, o estudo pode
auxiliar na estratificagao precoce de pacientes e no desenho de ensaios clinicos
direcionados a intervengdes especificas para diferentes formas de

neurodegeneragao associadas ao ATXNZ2.
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1. INTRODUGAO

1.1 Contextualizagao das Doencas Heredodegenerativas

As doencgas neurodegenerativas representam um grupo diverso de enfermidades
caracterizadas pela degeneracdo progressiva e seletiva de populagbes
neuronais do sistema nervoso central e/ou periférico (2,3). Essas patologias tém
impacto substancial na qualidade de vida dos pacientes e frequentemente
resultam em comprometimento motor, cognitivo e autondmico(4). Dentre as
doengas neurodegenerativas, aquelas cuja causa basica €& genética sao
denominadas de heredodegenerativas, cursando com multiplos padrées de
heranga e curso clinico progressivo, em geral irreversivel(5).

Doengas como Alzheimer, Parkinson, deméncia com corpos de Lewy,
ELA, doenca de Huntington e as ataxias espinocerebelares compartilham
mecanismos patolégicos semelhantes, como deposi¢do de proteinas mal
dobradas, disfungdo mitocondrial e neuroinflamagéo crénica(4,6). A doenca de
Alzheimer, por exemplo, é caracterizada pelo acumulo de placas de B-amiloide
e emaranhados neurofibrilares de tau, resultando em neurodegeneracgao cortical
e comprometimento cognitivo progressivo(7,8). Ja a doenca de Parkinson esta
associada a degeneracao de neurbénios dopaminérgicos da substancia negra e
acumulo de a-sinucleina, levando a sintomas motores caracteristicos(9,10).
Outras patologias, como a doenca de Huntington, sdo causadas por expansdes
de repeticdes trinucleotidicas, que resultam em disfuncdo e morte
neuronal(11,12).

O processo neurodegenerativo pode ser impulsionado por diversos
mecanismos celulares e moleculares. O acumulo de proteinas mal dobradas é
um fendmeno comum a varias doencgas, como tauopatias na doenca de
Alzheimer e sinucleinopatias na doenca de Parkinson. A disfungcdo mitocondrial
também desempenha um papel central, contribuindo para o aumento do estresse
oxidativo e a redugao da produgao de ATP, levando a apoptose neuronal(13).
Além disso, a neuroinflamagdo mediada por ativagcdo crénica da microglia e
astrécitos esta fortemente implicada na progressédo dessas doengas,
exacerbando o dano neuronal.

A esclerose lateral amiotrofica (ELA) € uma das principais doencas do

neurdnio motor, caracterizada pela degeneragdao progressiva dos neurdnios
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motores superiores e inferiores. A perda dessas células leva a fraqueza muscular
progressiva, disartria, disfagia e, eventualmente, insuficiéncia respiratéria, que
representa a principal causa de 6bito na doenga(14-16). Embora a maioria dos
casos seja esporadica, aproximadamente 10% possuem etiologia genética, com
variantes patogénicas em genes como SOD1, C90RF72, TARDBP e FUS sendo
as causas mais comuns neste ultimo subgrupo(17,18). A patogénese da ELA
envolve um complexo conjunto de mecanismos, incluindo acumulo anémalo de
proteinas, disfungdo mitocondrial e estresse oxidativo(19). Estudos recentes
também tém demonstrado que a ELA compartilha vias fisiopatogénicas com a
deméncia frontotemporal, sugerindo uma sobreposicédo fenotipica e molecular
entre essas doencgas(18,20). A busca por biomarcadores e tratamentos
neuroprotetores continua sendo um dos grandes desafios na pesquisa da
ELA(21).

As ataxias espinocerebelares (SCAs) representam um grupo heterogéneo
de desordens heredodegenerativas, caracterizadas pela degeneragao
progressiva do cerebelo e suas conexdes(22). Essas doengas sdo causadas por
mutagdes em diferentes genes, sendo muitas delas associadas a expansodes de
repeticdes trinucleotidicas em porgdes codificantes de diversos genes, como
ocorre na SCA1, SCA2, SCA3 e SCA6(22,23). A manifestacao clinica inclui
ataxia progressiva, disartria, dismetria e oftalmoparesia, variando em gravidade
conforme o subtipo genético(24). Além da disfungéo cerebelar primaria, estudos
recentes sugerem que algumas SCAs também apresentam comprometimento
extra-cerebelar, afetando estruturas como o tronco encefalico e a medula
espinhal(23,25-27). A neuroimagem tem desempenhado um papel fundamental
na caracterizacao dessas doencas, permitindo a identificacdo de padrbes
especificos de atrofia e disfungcdo neuronal(28,29). Compreender os
mecanismos patogénicos subjacentes as SCAs €& essencial para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas capazes de retardar a progresséo
da doenca.

A genética desempenha um papel essencial na patogénese das doengas
neurodegenerativas. Algumas delas apresentam padrdes monogénicos de
heranga, como a doenga de Huntington, causada por mutagbes no gene
HTT(11), e a SCA2, associada a expansdes no gene ATXNZ2 (30). Outras
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doencgas, como Alzheimer e Parkinson, se apresentam usualmente de forma
esporadica, mas sabe-se atualmente que existem variantes genéticas de risco,
como polimorfismos nos genes APOE ¢4 na doenca de Alzheimer(7) e LRRK2
na doenga de Parkinson(9). Estas doengas, portanto, sdo hoje consideradas
como doengas com substrato genético oligo ou poligénico, ou seja, ha variantes
genéticas que conferem aumento de risco, mas que precisam da interacédo de
fatores ambientais para o desenvolvimento da enfermidade. A epigenética
também tem sido um campo emergente de pesquisa, com modificagdes na
metilagcdo do DNA e na regulagcao de RNAs nao codificantes sendo reconhecidas
como potenciais moduladores da neurodegeneracao(31,32).

Entre as doencgas hereditarias associadas a degeneragao neuronal, SCA2
e ELA representam exemplos paradigmaticos de como variantes genéticas num
mesmo gene podem levar a fendtipos distintos dentro de um espectro
compartiihado de neurodegeneracao(30,33,34). Ambas as doengas
compartilham mecanismos comuns, como a disfungdo mitocondrial, o estresse
oxidativo e o envolvimento de proteinas mal dobradas, sugerindo que aspectos
fisiopatoldgicos comuns podem estar subjacentes a diferentes apresentacdes
clinicas. O gene ATXN2, por exemplo, tem sido implicado ndo apenas na SCA2,
mas também como fator de risco para ELA, reforcando a complexidade da
relacdo entre genética e neurodegeneragao(30,35). A compreensdo dessa
intersecao entre as diferentes doengas heredodegenerativas € essencial para o
avancgo no diagndstico e no desenvolvimento de novas terapias(36).

Evidéncias recentes tém demonstrado que a distingao rigida entre ELA-
ATXN2 e SCA2 pode ser artificial. Ambas compartiham mecanismos
moleculares comuns, associados a expansdes no gene ATXNZ2 e a presencga de
inclusdes citoplasmaticas de TDP-43, diferenciando-se, sobretudo, pela
topografia e pelo momento do inicio dos sintomas (30,35,37-39). Nessa
perspectiva, o comprimento da repeticdo CAG em ATXNZ2 parece influenciar
menos a natureza do processo neurodegenerativo do que o seu timing relativo
sobre circuitos cerebelares e motores, possibilitando apresentag¢des sobrepostas
ou mesmo simultaneas(40).

Considerar ELA e SCA2 como parte de um espectro continuo de

neurodegeneragao amplia a compreensao de seus mecanismos fisiopatoldgicos
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e ressalta a importancia de investigacdes voltadas a caracterizagao do substrato
neuroanatdmico comum, com potencial impacto no diagnoéstico, progndstico e
desenvolvimento de biomarcadores.

Dessa forma, a investigagado das caracteristicas estruturais e funcionais
do SNC em SCA2 e ELA, utilizando abordagens de neuroimagem e
biomarcadores moleculares, pode contribuir para um melhor entendimento da
heterogeneidade fenotipica dessas condi¢cdes. Nos capitulos seguintes, seréo
exploradas as assinaturas neurais especificas dessas doengas, bem como os
meétodos empregados para sua avaliagao, buscando integrar aspectos clinicos,
genéticos e de imagem na caracterizagao de sua fisiopatologia.

1.2 O gene ATXN2 e doengas associadas

O gene ATXNZ esta localizado no cromossomo 12g24.12 e codifica a proteina
ataxina-2, uma proteina citoplasmatica amplamente expressa no sistema
nervoso central, com papel essencial na homeostase neuronal(38,41). A
sequéncia codificante deste gene contém uma regido polimérfica de repeti¢cdes
CAG, que variam normalmente entre 22 e 31 repeticbes em individuos
saudaveis(30). Expansdes acima desse limite estdo associadas a doencgas
neurodegenerativas, como a ataxia espinocerebelar tipo 2 (SCA2) e ELA-
ATXN2(30,35,42).

A ataxina-2 € uma proteina multifuncional (Figura 1), envolvida no
metabolismo do RNA, na formacgao de granulos de estresse, na sinalizagao do
calcio e na homeostase proteica. A regulacao da tradugdo de RNAms ocorre por
meio da interagdo da ataxina-2 com proteinas de ligagdo ao RNA, como PABP-
1, influenciando a estabilidade e a tradugao de transcritos especificos(41,43).
Além disso, a ataxina-2 participa da modulagéo de vias metabdlicas essenciais,
como a resposta ao estresse oxidativo e a homeostase mitocondrial, prevenindo

disfun¢des que podem levar a neurodegeneracao(44).
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Figura 1: Representacao esquematica da estrutura da proteina Ataxina-2
humana. A proteina € composta por regides funcionais distintas, incluindo: dois
dominios LSm (Like-Sm), envolvidos na regulagao pds-transcricional de RNA; um
dominio PAM2 (PABP-interacting motif 2), responsavel pela interagdo com a proteina
ligadora de poli(A); e uma regido central codificada pelo exon 1 que contém uma

sequéncia repetitiva de tripletos CAG, traduzida em uma cadeia de poliglutaminas (PQ)
().

A proteina ataxina-2 possui dominios estruturais importantes que
contribuem para suas fungdes fisioldgicas(45). Destacam-se o dominio Lsm
(Like-Sm), responsavel pela interagdo com RNAs, e a regido PAM2, que permite
a associacao com proteinas de ligagdao ao poli(A)(46). A ataxina-2 também
desempenha um papel fundamental na regulagao do trafego intracelular e na
degradagdo de proteinas por meio do sistema de autofagia, garantindo a
estabilidade proteica e prevenindo o acumulo de proteinas mal dobradas(47).
Além disso, estudos demonstram que essa proteina participa ativamente da
regulacdo da sinalizagao do calcio neuronal, modulando a excitabilidade celular
e contribuindo para a plasticidade sinaptica(30,48).

A presenca de expansdes patogénicas de CAG em ATXNZ2 altera a
conformacao e fungao da proteina, promovendo agregacao proteica, toxicidade
de RNA e desregulacdo de processos celulares fundamentais(30). Em SCA2,
essas alteragbes resultam na degeneragao progressiva do cerebelo e tronco
encefalico, com perda significativa de neurdnios de Purkinje e deterioracéo das
conexodes corticoespinhais(49-51). Além disso, expansdes intermediarias (27-34
repeticdes CAG) tém sido associadas a um aumento do risco de desenvolver
ELA, possivelmente devido a interagdo da ataxina-2 com proteinas envolvidas

na patogénese da doenga, como TDP-43(52,53).
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Como desdobramento dessa relagao, estudos clinicos consolidam que alelos
intermediarios de ATXNZ2 estao associados tanto a maior risco de ELA quanto a
efeitos modificadores de progndstico. Em coortes italianas, repeticées 231 CAG
foram mais frequentes em pacientes e associaram-se a reducdo de
aproximadamente 1 ano na sobrevida mediana, efeito que se manteve apds
ajuste multivariado e foi replicado em coorte de validagao, caracterizando o alelo
intermediario como modificador de desfecho na ELA(54,55). Na populagéo
brasileira, expansdes intermediarias aumentaram o risco de ELA, sem um
fendtipo clinico distintivo em relagéo aos casos negativos para ATXN2(34,56).
Em nivel mecanistico, dados experimentais recentes mostram que expansdes
intermediarias de ATXNZ2 sequestram TDP-43 em condensados
ribonucleoproteicos, perturbam seu transporte axonal e suprimem a tradugao
local de mRNAs, especialmente em axénios de neurdnios motores, oferecendo
um elo plausivel entre genética e vulnerabilidade de circuitos motores(53,57,58).
Os mecanismos fisiopatoldgicos da disfungao da ataxina-2 incluem a disfuncéo
mitocondrial, que leva a um aumento do estresse oxidativo e a uma falha na
bioenergética neuronal(30,35,45). Outro aspecto fundamental é a toxicidade de
RNA mediada por interagdes aberrantes com proteinas de ligacdo ao RNA,
alterando a expressao de genes essenciais para a viabilidade célular (59). Além
disso, ha um acumulo de proteinas mal dobradas, formando inclusbes neuronais
que prejudicam a fungéo celular e contribuem para a morte neuronal(30).

O gene ATXNZ2 apresenta diferentes tipos de mutagdes associadas a doencgas
neurodegenerativas. A mais estudada € a expanséao do trinucleotideo CAG, que
resulta em uma forma alongada da proteina ataxina-2, levando a disfungdes
celulares progressivas(45). Outras variagbes genéticas, como mutag¢des
pontuais e dele¢cdes, embora nao tipicamente associadas com doencas também
podem impactar a funcionalidade da proteina e contribuir para a susceptibilidade
a patologias como glaucoma e num espectro tedrico outras doencgas
neurologicas(60,61).

As expansdes patogénicas do gene ATXNZ2 podem levar a diferentes
consequéncias celulares, dependendo do tamanho da repeticio CAG. Em
SCAZ2, os longos tratos de poliglutamina provocam alteragdes conformacionais

na ataxina-2, favorecendo sua agregacgao e afetando a dinamica dos granulos
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de estresse(30,62). Além disso, essa mutagdo compromete a interacdo da
proteina com componentes da via autofagica, reduzindo a capacidade celular de
eliminar proteinas toxicas acumuladas(63).

Ja em ELA-ATXN2, as expansdes intermediarias (27-34 CAG) parecem modular
a funcdo da proteina sem necessariamente induzir agregagcao proteica, mas
promovem alteragbes na homeostase do RNA e aumentam a vulnerabilidade
neuronal ao estresse oxidativo(39,45). A interagao entre a ataxina-2 e a proteina
TDP-43 desempenha um papel central nesse contexto, pois a desregulagéo
dessa interagao contribui para o acumulo de agregados de TDP-43, um dos
principais marcadores patolégicos da ELA(64—-66).

A variabilidade genética de ATXN2 reflete-se no espectro clinico das doencas
associadas. Expansbes patogénicas acima de 32 repeticbes CAG causam
SCA2, enquanto variantes intermediarias (27-34 CAG) aumentam a
suscetibilidade a ELA(35). Estudos experimentais em modelos celulares e
animais demonstram que a redugao da expressdao de ATXNZ2 mutada pode
atenuar os processos neurodegenerativos, o que reforga seu papel central na
fisiopatologia dessas doengas (30,64,65,67).

As estratégias terapéuticas atuais para doengas associadas a ATXNZ2 incluem
oligonucleotideos antisense, que visam reduzir a expressao da proteina ataxina-
2, minimizando seus efeitos patogénicos(68,69). Além disso, ha um interesse
crescente na modulagédo farmacoldgica de vias metabdlicas alteradas, como a
homeostase do calcio e a resposta ao estresse celular(30,57,62). A identificacao
de biomarcadores moleculares e o uso de neuroimagem avangada tém sido
explorados para melhorar o diagndstico e monitoramento da progressao dessas
doengas(70-73).

Na ELA, podemos citar alguns biomarcadores estudados além da neuroimagem.
Os neurofilamentos em liquor e sangue tem algum valor diagndstico e
progndéstico, mas n&o séo especificos de doenga(21,74). Complementarmente,
ha marcadores farmacodinamicos em subgrupos genéticos, como por exemplo
no caso da atividade da enzima superéxido-dismutase tipo 1 em pacientes com
mutacdo no gene SOD1, porém exemplos como esse sao restritos para formas
monogénicas especificas(21). Por fim, técnicas de neurofisiologia clinica

permitem o diagndstico e auxiliam no acompanhamento da evolugéo da doenga,
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como € o caso da amplitude dos potenciais de agdo musculares compostos,
indice neurofisiolégico e miografia por impedancia elétrica, entretanto sao
técnicas que avaliam essencialmente o neurdnio motor inferior(75).

O diferencial da neuroimagem como biomarcador & oferecer, in vivo, de forma
nao invasiva, mapeamento espacial da neurodegeneracdo no sistema nervoso
central, auxiliando no diagndstico, estratificagdo fenotipica e obtendo medidas
quantitativas de progressao em todos os subgrupos da doenga(73,76—78).

A compreensdo aprofundada da biologia de ATXNZ2 e seus impactos na
neurodegeneragao continua sendo um campo essencial de pesquisa, com
potencial para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas inovadoras e
estratégias preventivas para doencgas do espectro ATXNZ2 (45).

1.3 SCAZ2: caracteristicas clinicas, moleculares e paralelo com outras SCAs

A ataxia espinocerebelar tipo 2 (SCA2) € uma doencga neurodegenerativa
autossbmica dominante caracterizada por um fendbmeno de repeticdo de
trinucleotideos CAG no gene ATXNZ2, resultando na expressédo de uma proteina
ataxina-2 expandida, cujo acumulo leva a disfungéo neuronal progressiva(79).
Historicamente, a SCA2 foi descrita pela primeira vez na india por Wadia e
Swami em 1971, quando identificaram uma forma particular de ataxia hereditaria
associada a movimentos sacadicos oculares anormalmente lentos(30).
Posteriormente, a doenga foi amplamente estudada em Cuba, onde ocorre uma
das maiores prevaléncias globais devido a um efeito fundador, permitindo o
desenvolvimento de um arcabouco clinico e genético detalhado da condi¢ao(80).
Em 1996, trés grupos independentes de pesquisa nos Estados Unidos, Japao e
Franga identificaram o gene ATXN2 como o responsavel pela doenga,
estabelecendo o padrdao de heranga dominante e a correlagdo entre o numero
de repeticoes CAG e a idade de inicio da doenca(30).

O quadro clinico da SCA2 é dominado por uma sindrome cerebelar progressiva,
manifestando-se principalmente por ataxia de marcha e disartria(79,81). Além
disso, € comum a presenga de movimentos oculares sacadicos lentos, um
achado precoce e altamente sugestivo da doenga(81,82). Outros sinais motores
incluem tremor de acdo, hiporreflexia precoce, mioclonia e céaibras
musculares(80). A evolugéo clinica leva ao comprometimento progressivo da

mobilidade, culminando em necessidade de auxilio para deambulacdo em
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estagios avancados(83). Pacientes também podem apresentar sintomas
extrapiramidais, incluindo rigidez e bradicinesia, eventualmente com fendtipos
parkinsonianos associados a neuronopatia motora(84—-88). A neuropatia
periférica € outro achado comum, frequentemente resultando em arreflexia dos
membros inferiores(89,90). Disturbios do sono, incluindo sindrome das pernas
inquietas, e disfungbes autondmicas como incontinéncia urinaria e disfungao
sudomotora, sao frequentes(91-93). Comprometimento cognitivo leve a
moderado pode ocorrer, geralmente afetando a memoria de curto prazo e
fungdes executivas(94,95).

Do ponto de vista fisiopatolégico, a SCA2 esta associada a formacado de
agregados proteicos da ataxina-2 expandida no cérebro e na medula espinhal.
Estudos indicam que essa proteina interage com varias vias celulares, incluindo
o metabolismo de RNA, o transporte axonal e a homeostase de calcio(30,45). A
disfuncao da ataxina-2 afeta as células de Purkinje no cerebelo, os neurénios
dopaminérgicos da substancia negra e estruturas do tronco encefalico, levando
as manifestacdes clinicas da doenca(96,97).

O diagndstico da SCA2 é confirmado por analise molecular do gene ATXNZ2, que
identifica a expansao patogénica do CAG. Exames complementares incluem
ressonancia magnética, que pode revelar atrofia cerebelar e do tronco
encefalico, com o tipico achado denominado “hot-cross-bun-sign”(71,72). A
eletroneuromiografia pode auxiliar na avaliagdo da neuropatia periférica
frequentemente presente(98). O progndstico da doencga é geralmente reservado
dada sua evolugao progressiva, com reducao significativa da mobilidade e do
tempo de sobrevida em casos com maiores expansdes de CAG(81,99).
Atualmente, ndo ha cura para a SCA2, e o tratamento é predominantemente
sintomatico(100). A fisioterapia desempenha um papel fundamental na
manutengdo da mobilidade e na prevengcdo de contraturas(101,102).
Medicamentos dopaminérgicos podem ser benéficos em pacientes com
sintomas parkinsonianos(85), enquanto farmacos como o riluzol foram
investigados por seu potencial neuroprotetor, embora com resultados negativos
(103). Estudos recentes indicam que terapias baseadas em RNA, como o
silenciamento de ATXNZ2 por oligonucleotideos antisense, representam uma

estratégia promissora para retardar a progressdao da doencga(68). Ensaios
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clinicos estdo em andamento para avaliar novas abordagens terapéuticas,
incluindo terapia génica e modulagao de vias celulares alteradas pela ataxina-2
expandida(104,105). O avanco do conhecimento sobre os mecanismos
fisiopatologicos da SCA2 e o desenvolvimento de biomarcadores sensiveis sao
cruciais para futuras intervengdes terapéuticas direcionadas.

A ataxia cerebelar é a manifestacdo comum da SCA2, SCA3 e SCAG6, embora
cada uma apresente particularidades clinicas e moleculares: A SCA3 é a forma
mais prevalente e mais bem estudada sem a alteragcdo oculomotora tipica da
SCAZ2, podendo se apresentar com parkinsonismo, distonia entre outros(106). A
SCAG6 costuma ter inicio tardio e curso mais restrito ao cerebelo(22). Apesar da
ampla literatura sobre neuroimagem encefalica de SCA2 e SCA3, os estudos de
neuroimagem medular sdo ainda escassos em SCA3 e SCAZ2 e inexistentes em
SCAG.

1.4 ELA-ATXN2: caracteristicas clinicas e moleculares

A Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) é uma doenga neurodegenerativa
progressiva, de etiologia multifatorial e impacto devastador, caracterizada pela
degeneragao dos neurbnios motores superiores e inferiores(14,16). Esse
processo leva a uma fraqueza muscular insidiosa e progressiva, resultando em
atrofia muscular, espasticidade, fasciculagdes, comprometimento respiratério e,
eventualmente, 6bito(20). Apesar dos avangos no entendimento da doenga, os
mecanismos fisiopatolégicos que regem sua evolugdo ainda nao estdo
completamente elucidados(107).

Desde sua primeira descricdo por Jean-Martin Charcot em 1869, a ELA
tem sido objeto de intensa investigagdo, sobretudo nos aspectos clinicos,
genéticos e terapéuticos(108). Inicialmente, acreditava-se tratar-se de uma
patologia esporadica e de causa desconhecida, mas, com o avango das técnicas
de biologia molecular e sequenciamento genético, tornou-se evidente que
fatores genéticos desempenham um papel critico na suscetibilidade ao
desenvolvimento da doenca(109).

Estudos revelaram que aproximadamente 10% dos casos de ELA sao
familiares, associados a mutagdes em genes como C9orf72, SOD1, FUS e
TARDBP (110,111), acrescentando-se o gene VAPB com grande relevancia no

Brasil(56,112), enquanto a grande maioria dos pacientes apresenta formas
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esporadicas, nas quais fatores genéticos e ambientais interagem para
determinar a progressao da doenca (109,113).

Dentre as descobertas genéticas mais relevantes das ultimas décadas,
destaca-se o papel do gene ATXNZ2, previamente relacionado a ataxia SCA2, no
risco para ELA(34,35,37,39,55,114—-121).

sequéncia polimoérfica de repeticdes do trinucleotideo CAG, que codifica um

O gene ATXN2 contém uma

segmento poliglutamina na proteina ataxina-2. Diversos estudos, ilustrados na
tabela 1, demonstraram que individuos com expansdes intermediarias do CAG,
na faixa de 27 a 34 repeticbes, apresentam risco significativamente aumentado
de desenvolver ELA(30,35).

Tabela 1 - Estudos que associam a ELA com expansdes intermediarias ATXN2

Estudo Pais Observagoes Relevantes

Elden et al, 2010 (42) EUA Portadores tiveram inicio mais
precoce.

Van Damme et al, 2011 (37) Bélgica Fendtipo heterogéneo.

Lee et al, 2011 (118) Europa Extensdo europeia

Daoud et al, 2011 (39)

multicéntrico

Quebec/Franca

multicéntrica do achado
original.

Incluiu outras formas
monogénicas de ELA.

Lahut et al, 2012 (119) Turquia Incluiu estudo de
polimorfismos.

Conforti et al, 2012 (120) Italia Avaliou também gene ATXN1.

Liu et al, 2013(117) China Sugere limiar de 30 repeticdes
para populacao chinesa.

Neuenschwander, 2014 (122) Metanalise Confirma associacao
multipopulacional, sugere
maior evidéncia acima de 31
repeticoes.

Lu etal, 2015 (121) China Inclui leste da China, com
limiares diferentes (>27)

Borghero et al, 2015 (55) Italia Postula como modificador de
fendtipo.

Tan et al, 2016 (116) Australia
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Sproviero et al, 2017 (115) Metanalise Sugere 29-32 repeticdes como
maior risco.

Tavares de Andrade et al, 2018 Brasil Primeira evidéncia sul-

(34) americana.

Estudos populacionais que investigaram e comprovaram a associacao entre
expansoes intermediarias no gene ATXN2 com a ELA. A tabela lista os estudos,
regido e observagdes relevantes.

Esse achado revelou uma sobreposi¢cao patogénica entre os espectros

das ataxias espinocerebelares e das doengas do neurénio motor(37,123).
A proteina ataxina-2 esta envolvida na homeostase do RNA, no metabolismo
celular e na resposta ao estresse, e suas expansdes anormais promovem
interacdoes aberrantes com a proteina TDP-43, um dos principais marcadores
patolégicos da ELA(65). Modelos experimentais demonstraram que a redugao
da expressao de ATXN2 mutada atenua a toxicidade mediada por TDP-43 e
prolonga a sobrevida em modelos animais da doenga, sugerindo que essa via
pode representar um alvo terapéutico promissor para futuras
intervengdes(52,64,65).

O diagndstico da ELA segue critérios clinicos e neurofisiolégicos bem
estabelecidos, sendo os critérios revisados de El Escorial e mais recentemente
critérios de Gold Coast amplamente utilizados para definir a presenca de
degeneragao simultdnea de neurbnios motores superiores e inferiores em
multiplos territérios anatdmicos(124). A eletroneuromiografia desempenha um
papel central na confirmagao diagnodstica, evidenciando sinais de desnervacao
ativa e crénica em diferentes segmentos musculares(125-127).

A fisiopatologia conhecida da ELA consiste em uma cadeia de
mecanismos de excitotoxicidade, desbalango proteostatico, disfuncao
mitocondrial, neuroinflamacao e agregacao proteica(14—16). A interacao entre
ATXNZ2 e TDP-43 parece ser critica para a patogénese da doenga, uma vez que
modelos celulares e animais demonstraram que a modulagao da expressao de
ATXNZ2 pode influenciar diretamente o curso da neurodegeneracgéo. Além disso,
investigacdes recentes apontam que expansodes intermediarias do CAG em
ATXNZ2 nao apenas aumentam o risco de ELA, mas também podem modular a
resposta inflamatdria e a fungdo mitocondrial nos neurénios motores, sugerindo

que a doenga pode envolver multiplas vias patologicas convergentes(30,45).
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O progndstico da ELA permanece reservado, com sobrevida média de 3
a 5 anos apos o diagnéstico, sendo a faléncia respiratoria a principal causa de
morte(128). No entanto, estudos recentes sugerem que a presenca de
expansoes intermediarias em ATXNZ2 pode influenciar a taxa de progressao da
doencga, com algumas evidéncias apontando para um fenétipo mais agressivo e
de progressdo mais acelerada nesses pacientes(58,129). A estratificagdo
molecular e genética da ELA torna-se, portanto, um componente essencial para
o desenvolvimento de biomarcadores prognosticos e de novas estratégias
terapéuticas.

O tratamento da ELA ainda é limitado e essencialmente paliativo.
Atualmente, os unicos farmacos aprovados no Brasil que demonstraram impacto
na sobrevida dos pacientes sdo o Riluzol (130,131), um modulador da
neurotransmissédo glutamatérgica, e o Edaravone(132), um antioxidante que
reduz o impacto de radicais livres no processo neurodegenerativo. No contexto
da ELA-ATXNZ, terapias direcionadas a supressdo da expressiao do gene
ATXNZ2 vém sendo exploradas, incluindo o uso de oligonucleotideos antisenso
para reduzir os niveis da proteina ataxina-2, uma abordagem que demonstrou
efeitos neuroprotetores em modelos experimentais(36). Além das estratégias
farmacoldgicas, a abordagem multidisciplinar é crucial para garantir qualidade
de vida aos pacientes, incluindo suporte ventilatério ndo invasivo, fisioterapia,
fonoaudiologia e assisténcia nutricional(14,16).

A associacado entre o gene ATXN2 e a ELA representa um marco na
compreensao da interface genética entre diferentes espectros de doengas
neurodegenerativas. Embora avancgos significativos tenham sido alcangados na
caracterizagao clinica e molecular da ELA-ATXNZ2, muitas questdes
permanecem sem resposta, especialmente no que se refere aos mecanismos
exatos pelos quais as expansdes intermediarias do CAG desencadeiam a
neurodegeneragdo. O desenvolvimento de biomarcadores especificos e a
implementacgao de terapias génicas personalizadas sao desafios prementes para
a pesquisa na area, e a compreensao detalhada da interagao entre ATXN2, TDP-
43 e outras vias patoldgicas podera abrir novas perspectivas para o tratamento

dessa doencga fatal.
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1.5 Neuroimagem avangada e potenciais biomarcadores

A ressonancia magnética (RM) emergiu como uma das principais ferramentas
de investigagdo estrutural e funcional do sistema nervoso central, sendo
amplamente utilizada na caracterizacdo de doencas neurodegenerativas(76).
Baseando-se nos principios da ressonancia magneética nuclear, essa técnica
explora as propriedades dos nucleos atdbmicos, predominantemente do
hidrogénio, ao serem submetidos a um campo magnético intenso e a pulsos de
radiofrequéncia(133).

O fenémeno fisico subjacente a RM decorre do alinhamento dos spins
nucleares em resposta ao campo magnético externo e da posterior emissao de
sinais detectaveis quando os spins retornam ao estado basal apds a excitacao.
A partir da manipulacao dos parametros de aquisicdo, como tempo de repeticao
(TR) e tempo de eco (TE), diferentes contrastes podem ser obtidos, destacando
propriedades especificas dos tecidos cerebrais, como a densidade de prétons, a
relaxacdo longitudinal (T1) e transversal (T2), permitindo a identificacdo de
alteragdes estruturais associadas a diversas patologias neuroldgicas(133,134).

Com o avango das técnicas de neuroimagem, métodos quantitativos como
a morfometria baseada em voxel (VBM), a analise de espessura cortical e a
volumetria manual ou automatizada tornaram-se ferramentas essenciais para a
detecgdo de padrbes de atrofia cerebral em doencgas neurodegenerativas(135).
Essas abordagens possibilitam a quantificacdo precisa da perda tecidual em
regides especificas do cérebro e medula espinhal, sendo particularmente uteis
no estudo da Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) e das Ataxias
Espinocerebelares (SCAs)(71-73).

Além da volumetria, a imagem por tensor de difusdo (DTI) representa um
dos avangos mais significativos na neuroimagem, permitindo a avaliacéo da
integridade microestrutural da substancia branca ao quantificar a difusdo
anisotropica das moléculas de agua nos tratos nervosos(136). A analise de
medidas como a FA e a MD tem sido amplamente empregadas na identificacao
de alteracdes pré-sintomaticas e na progressdao da degeneracado neuronal em
doencas do neurdnio motor e ataxias hereditarias(137,138).

Nos ultimos anos, diversas pesquisas demonstraram a aplicabilidade da

RM na identificagcédo de biomarcadores estruturais e funcionais na ELA e nas
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SCAs, com especial énfase na detecgdo precoce de alteragdes
neurodegenerativas antes da manifestagao clinica dos sintomas(139,140). Na
ELA, a volumetria cerebral revelou padrées de atrofia progressiva que envolvem
primariamente o cortex motor e o trato corticoespinhal, além do
comprometimento de estruturas subcorticais como o corpo caloso, o talamo e os
ganglios da base(73).

Além disso, a espectroscopia por RM, que avalia a composigao
bioquimica do tecido cerebral, revelou uma reducao significativa dos niveis de
N-acetilaspartato (NAA) no cortex motor, refletindo a degeneragdo neuronal
caracteristica da ELA(141). Outras anormalidades neuroquimicas incluem um
aumento nos niveis de mio-inositol, um marcador de ativagao glial, e alteragdes
na relacdo glutamato/creatina, sugerindo um papel da excitotoxicidade na
patogénese da doenga(142).

No contexto das SCAs, a RM tem sido amplamente empregada para a
caracterizagdo da atrofia cerebelar e do tronco encefédlico, caracteristicas
patolégicas centrais dessas doencgas. Estudos utilizando VBM e analise de
espessura cortical demonstraram padrdes especificos de neurodegeneragao em
cada subtipo de SCA, sendo a SCA2 particularmente associada a uma atrofia
olivopontocerebelar precoce, com envolvimento adicional de estruturas
supratentoriais, como o cortex pré-frontal e o hipocampo(143). A DTl revelou um
padrao distinto de degeneragao da substancia branca na SCA2, com redugéo da
FA nos pedunculos cerebelares médios, no talamo e no corpo caloso, refletindo
a disfuncdo da conectividade inter-hemisférica e cortico-subcortical nesses
pacientes(71). Esses achados sugerem que a neuroimagem por difusdo pode
representar um biomarcador sensivel para rastreamento de portadores
assintomaticos e para monitoramento da progressdo da doencga ao longo do
tempo.

Além das técnicas convencionais de RM estrutural e de difusdo, métodos
funcionais como a ressonéancia magnética funcional (fMRI) e a conectividade
funcional em estado de repouso (rs-fMRI) vém sendo investigados como
potenciais biomarcadores para doengas neurodegenerativas(144). Na ELA,
estudos de fMRI demonstraram uma hiperatividade compensatéria do cortex

motor primario durante a execucdo de tarefas motoras, enquanto a rs-fMRI
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revelou um padrao de desconexao funcional entre o cértex motor e outras
regides corticais e subcorticais, indicando um desarranjo progressivo das redes
motoras e executivas(145,146). De forma semelhante, na SCA2, estudos
utilizando rs-fMRI identificaram uma reducao da conectividade funcional dentro
do cerebelo e entre o cerebelo e as areas frontoparietais, correlacionando-se
com déficits motores e cognitivos nesses pacientes(147).

A busca por biomarcadores neuroimagem para a ELA e SCAs nédo se
limita as técnicas de RM, mas também inclui métodos de neuroimagem
molecular, como a tomografia por emissao de pdésitrons (PET) e a tomografia
computadorizada por emissao de féton unico (SPECT). Na ELA, a PET com 18F-
fluorodeoxiglicose demonstrou padrées de hipometabolismo em regides motoras
e pré-frontais, correlacionando-se com déficits motores e cognitivos, enquanto o
uso de ligantes especificos para o sistema glutamatérgico tem sido explorado
para avaliar o papel da excitotoxicidade na progressao da doenga(148). Em
portadores assintomaticos de SCA2, estudos de PET revelaram alteragcbes
metabdlicas precoces no cerebelo e no tronco encefalico, sugerindo que esses
métodos podem auxiliar na detecgao precoce e na estratificacdo dos pacientes
para futuras intervencdes terapéuticas(71).

A aplicagao da neuroimagem avancada na ELA e nas SCAs nao apenas
contribui para a compreensao dos mecanismos fisiopatolégicos dessas doengas,
mas também oferece ferramentas promissoras para a identificacdo de
biomarcadores progndsticos e de resposta terapéutica. O desenvolvimento de
técnicas quantitativas cada vez mais sensiveis e reprodutiveis permitira uma
melhor estratificagdo dos pacientes e a implementacdo de ensaios clinicos
direcionados a terapias modificadoras da doenga. A integracdo de dados
multimodais, combinando neuroimagem estrutural, funcional e molecular,
representa um dos principais desafios e promessas da pesquisa translacional na

area das doengas neurodegenerativas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

1. Caracterizar o padrdo de dano estrutural ao sistema nervoso central nas

doengas relacionadas ao gene ATXN2.

2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar e comparar a gravidade e o padrao de danos da medula espinhal
em pacientes com SCA2, SCA3 e SCAG6 e controles usando técnicas de
ressonancia magnética multimodal.

2. Correlacionar os achados de neuroimagem estrutural medula espinhal com
dados clinicos de pacientes com SCA2, SCA3 e SCAG e controles.

3. Caracterizar e comparar a gravidade e o padrao de danos cerebrais,
cerebelares e da medula espinhal em pacientes com ELA-ATXNZ2, ELA, SCA2 e
controles usando técnicas de ressonancia magnética multimodal.

4. Correlacionar os achados de neuroimagem estrutural do cérebro, cerebelo e
medula espinhal com dados clinicos e genéticos de pacientes com ELA-ATXN2,
SCAZ2 e controles.

5. Comparar os padrdes estruturais de danos cerebrais e cerebelares
encontrados em pacientes com ELA-ATXN2 e SCA2 com um mapa de

expressao génica.
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3. METODOS

3.1 Consideragoes sobre a apresentagdao dos métodos

Dada a complexidade metodoldgica deste estudo e o uso de técnicas avangadas
de neuroimagem, as descri¢des detalhadas dos protocolos especificos de
aquisig¢ao, processamento e analise de dados, bem como casuistica especifica
de cada capitulo serdo apresentadas nos artigos cientificos derivados desta
tese. A presente segao oferece um panorama geral dos métodos empregados,
fornecendo a base para a interpretacdo dos resultados e discussao.

3.2 Casuistica

Foram incluidos individuos adultos diagnosticados com SCA2, SCAS3,
SCA6, ELA e ELA-ATXNZ2, com confirmagdo molecular, dentro das faixas
estabelecidas para cada condicao.

3.3 Critérios de inclusao e exclusao
Foram incluidos individuos que preenchiam os seguintes critérios:
3.3.1. Capitulo 1

Grupo SCAZ2: pacientes com diagndstico clinico de SCA2 e confirmagéo
molecular da expanséao patogénica no gene ATXNZ2.
Grupo SCA3: pacientes com diagnodstico clinico de SCA3 e confirmacgéao

molecular da expanséo patogénica no gene ATXNS.

Grupo SCAG6: pacientes com diagnodstico clinico de SCA6 e confirmagéao

molecular da expanséao patogénica no gene CACNA1A.

Grupo : SCA2 4 CTRL
SCA2 16
SCA3 SN cca3 A CTRL
SCA6 14
Controles 56 SCA6 V"4 CTRL
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FIGURA 2: A esquerda na figura, tabela descrevendo o tamanho amostral de cada
grupo do capitulo 1, com 16 pacientes SCA2, 26 pacientes SCA3, 14 pacientes SCAG e
56 controles e a direita ilustracido da organizacdo das analises comparativas entre
grupos.

3.3.2. Capitulo 2

Grupo SCAZ2: pacientes com diagndstico clinico de SCA2 e confirmagéo
molecular da expans&o patogénica no gene ATXN2.

Grupo ELA: pacientes com diagndstico clinico de ELA de acordo com os critérios
revisados de El Escorial, associados a auséncia de expansao intermediaria ou
completa (menor que 27 repeticdes de CAG) no gene ATXN2.

Grupo ELA-ATXNZ: pacientes com diagndstico clinico de ELA de acordo com os
critérios revisados de El Escorial, associados a presenga de uma expansao
intermediaria (27-34 repeticoes de CAG) no gene ATXN2.

Grupo N B
TR sELA |\ CTRL
ATXN2-ELA 16

— ELA-ATXN2 W CTRL
SCA2 17
Controles 34 SCAZ Vs CTRL

FIGURA 3: A esquerda na figura, tabela descrevendo o tamanho amostral de cada
grupo do capitulo 2, com 15 pacientes com ELAe, 16 pacientes com ELA-ATXN2, 17
pacientes com SCA2 e 34 controles e a direita ilustracdo da organizagédo das analises
comparativas entre grupos.

Os critérios de exclusdo para ambos os capitulos compreenderam:

a) Presengca de mutagbes genéticas adicionais associadas a outras
doencas do neurdnio motor ou ataxias hereditarias.

b) Comorbidades neurolégicas ou psiquiatricas significativas que

pudessem interferir na analise dos dados clinicos e de neuroimagem.
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c) Histdrico de lesdes estruturais cerebrais ou medulares que nao fossem
atribuiveis a doenca de base.
O grupo controle foi composto por individuos neurologicamente saudaveis,
pareados com demais grupos por idade e sexo, sem variantes patogénicas
identificadas no gene ATXN2, ATXN3 ou CACNA1A e sem histérico de doengas
neuroldgicas ou psiquiatricas.
Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) antes da participacdo, conforme aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

3.4 Avaliagao clinica

Todos os participantes foram submetidos a uma avaliacéo clinica padronizada,
incluindo exame neurologico detalhado e aplicagdo de escalas funcionais
especificas para cada condigao.

a) Pacientes com SCA2, SCA3 e SCAG6 foram avaliados por meio da
SARA para quantificagdo da gravidade dos sintomas ataxicos (149).

b) Pacientes com ELA e ELA-ATXNZ2 foram avaliados por meio da
ALSFRS-R, que mensura a progressao da doenca (150).

c) Foram coletadas informagdes sobre idade, tempo de doenga, histérico
familiar, manifestagdes clinicas associadas e capacidade funcional.

3.5 Métodos de neuroimagem

Os exames de ressonancia magnética (RM) foram realizados em equipamentos
de super alto campo (3T), Philips Achieva-Intera, com bobinas de 16 canais,
utilizando protocolos otimizados para aquisicao de imagens do encéfalo e da
medula espinhal conforme publicagbes prévias(25,29,139,151-153). Foram
adquiridas as seguintes sequéncias:

a) Imagem estrutural ponderada em T1 para analise volumétrica do
encéfalo e medula cervical.

b) FLAIR e T2 ponderado para detecgao de lesdes cerebrais diversas que
poderiam ser enquadradas como critérios de exclusdo, mas também utilizadas

para analises volumétricas no capitulo 1.
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c) Imagem por tensor de difusdo (DTI) para avaliagdo da integridade
microestrutural da substancia branca através da analise pos-processamento
descrita no item 3.6 e individualmente nos resultados.

3.6 Analise dos dados de neuroimagem

O processamento das imagens foi conduzido utilizando pipelines validados em
softwares especializados.

a) Volumetria e morfometria baseada em voxel (VBM) foram realizadas
para quantificar atrofia cerebral e do tronco encefalico utilizando Fastsurfer(154)
e FreeSurfer(155).

b) Segmentacdo automatizada da medula espinhal e estruturas
cerebelares foi realizada para obtencdo de medidas quantitativas, através dos
pipelines Spinalcord Toolbox (156) e CerebNet (157).

c) Analises de DTI foram conduzidas para calcular parametros como FA
e MD, fornecendo dados sobre a integridade microestrutural dos tratos nervosos
medulares, também utilizando o Spinalcord Toolbox (156).

Todos os dados foram analisados de forma cega pelos pesquisadores
responsaveis, garantindo imparcialidade na interpretacdo dos resultados.

Para investigar a distribuicdo fisiologica da expressdo do gene ATXN2 no
encéfalo humano e compara-la ao padrao de lesao estrutural identificado em
nossa amostra no capitulo 2 desta tese, utilizamos o Allen Human Brain Atlas
(AHBA). O AHBA ¢é um repositério publico que contém dados de seis cérebros
de adultos saudaveis sem histérico de doengas neurolégicas ou
psiquiatricas(158). Em cada cérebro, o RNA mensageiro foi extraido de
aproximadamente 900 regides espacialmente distintas, obtidas por
macrodissecgcdo manual ou microdisseccao a laser, e quantificado por
microarranjos contendo sondas Agilent Whole Human Genome (4 x 44K) e cerca
de 16.000 sondas adicionais customizadas. Cada gene possui valores de
expressao regionais normalizados em z-scores por cérebro. No caso do ATXN2,
existem cinco sondas disponiveis na base de dados; adotamos uma abordagem
em duas etapas para selecionar aquela mais representativa da distribuicdo de
expressao. Inicialmente, avaliamos a homologia de sequéncia entre cada sonda
e 0 gene ATXNZ2 por meio do pipeline nucleotide BLAST (NCBI), excluindo as

sondas com homologia < 100%. Em seguida, entre as sondas remanescentes,
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selecionamos aquela com maior estabilidade de expressao. Os valores de
expressdao em z-score da sonda escolhida foram entdo projetados em um
template de ressonadncia magnética encefalica segmentado segundo as
etiquetas do software FreeSurfer, utilizando software proprietario do laboratério
de fisica médica da UNICAMP conforme publicagdo prévia(152), abrangendo
coértex cerebral, ganglios da base e cerebelo, mas néo o tronco encefalico. Como
as regides definidas no AHBA nao sao diretamente analogas as segmentagdes
do FreeSurfer, seguimos o procedimento metodolégico descrito por Rittman et

al. para a padronizagao dessa correspondéncia(159).

3.7 Analise estatistica

As comparagdes entre os grupos foram realizadas por meio de testes estatisticos
apropriados:

a) Testes t de Student, MANCOVA ou Mann-Whitney foram empregados
para variaveis continuas, conforme a distribuicdo dos dados.

b) Teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher foram utilizados para
comparar variaveis categoricas.

c) Modelos de regresséo linear foram aplicados para avaliar a correlagéo
entre medidas de neuroimagem e variaveis clinicas.

d) Corregcbes para comparagdes multiplas, métodos FDR e Bonferroni
foram utilizadas quando necessario.
O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em p < 0,05, sendo optada
pela correcao dos valores de p em caso de ajuste para multiplas comparagoes,

ao invés de ajuste da significancia a.

3.8 Consideragoes éticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP e
conduzido em conformidade com os principios da Declaragdo de Helsinque.
Todos os participantes receberam informacdes detalhadas sobre os objetivos do

estudo e assinaram o TCLE antes da inclusédo no protocolo.
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4. RESULTADOS
4.1 Capitulo 1: Neuroimagem medular em SCA2 (artigo)

Este capitulo apresenta o primeiro artigo incluido nesta tese, dentro do modelo
alternativo em que os resultados s&o constituidos pelos artigos publicados. Para
facilitar a leitura e a compreensdo da logica que estrutura a tese, este texto
introdutério resume de forma sintética os principais achados que serdo
detalhados no artigo na sequéncia.

O objetivo deste estudo foi caracterizar anormalidades da medula espinhal em
pacientes com SCA2, SCA3 e SCAG, explorando também sua correlagcao
fenotipica, uma area até entdo pouco investigada.

Foram avaliados 26 pacientes com SCA3, 16 com SCA2 e 14 com SCAG, além
de controles saudaveis pareados, por meio de ressonéancia magnética cervical
em aparelho de 3 Tesla, com processamento de imagens pelo Spinal Cord
Toolbox. Foram conduzidas analises morfométricas e de difusividade da
substéancia branca.

Os resultados demonstraram atrofia medular significativa e alteragdes
microestruturais em SCA2 e SCA3, mas auséncia de anormalidades em SCAG.
Em SCAZ2, observou-se forte correlagdo negativa entre area transversal da
medula e tempo de doenca, sugerindo potencial valor biomarcador desse
achado para monitorar progressdo. O estudo reforca a relevancia da imagem
medular para compreender a fisiopatologia das SCAs e aponta a utilidade de
métricas derivadas da RM como ferramentas promissoras para avaliagao clinica

e futura aplicagdo em ensaios terapéuticos.
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Abstract

Background Spinocerebellar ataxias (SCAs) are a group of neurodegenerative disorders characterized by progressive ataxia.
Although previous studies have focused on cerebral and cerebellar damage, spinal cord involvement in SCAs remains
underexplored.

Objectives This study aims to characterize spinal cord abnormalities in SCA?2, SCA3, and SCA6 and to identify its pheno-
typic correlates.

Methods We conducted a multimodal spinal neuroimaging study on 26 SCA3, 16 SCA?2, and 14 SCAS patients, along with
matched healthy controls. MRI scanning was performed using a 3 Tesla device, and the Spinal Cord Toolbox (SCT) was
employed for morphometric and diffusivity analyses of the cervical spinal cord.

Results Our findings revealed significant spinal cord atrophy and altered white matter microstructural metrics in SCA3 and
SCA? patients compared to controls, with no abnormalities in SCA6. A strong negative correlation was observed between
cross-sectional cord area and disease duration in SCA?2, suggesting its potential as a biomarker for disease progression.
Conclusions This study highlights the importance of spinal cord imaging in understanding the pathophysiology of SCAs
and demonstrates the utility of MRI-based metrics in identifying structural deviations and their clinical correlates. Further
longitudinal studies are needed to validate these findings and explore their implications for clinical trials and therapeutic
interventions.

Keywords Spinocerebellar ataxia - SCA2 - SCA3 - SCA6 - MRI - Spinal cord toolbox

Introduction

Spinocerebellar ataxias (SCAs) encompass a diverse group
of autosomal dominant neurodegenerative disorders, pri-
marily characterized by cerebellar motor syndrome. SCA?2,
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onset of ataxia symptoms, and a comparatively slower pro-
gression [7].

Neuroimaging research in the context of SCAs has pre-
dominantly focused on cerebral and cerebellar damage.
However, recent insights have highlighted the spinal cord
as a critical element in the pathogenesis of these disorders
[8]. Previous MRI papers in SCAs have not studied in-depth
tract-specific spinal damage patterns, and apart from the
recent multicenter ENIGMA-ataxia morphometric study,
no papers analyzed spinal cord MRI of SCA?2 patients. The
extent and progression of spinal cord damage in SCAs,
including in pre-ataxic stages, remain largely unexplored.

Addressing these gaps is essential not only for a deeper
understanding of SCA pathophysiology but also for identi-
fying potential sensitive imaging biomarkers for upcoming
clinical trials.

The introduction of specialized tools, such as the Spinal
Cord Toolbox (SCT), offers a promising avenue to explore
this neglected domain. In this investigation, we aim to dis-
cern potential spinal cord anomalies linked to SCA2, SCA3
and SCA6. Our goal is to pinpoint structural deviations
that might shed light on the disease’s underlying mecha-
nisms, help define genotype-specific findings and its clinical
correlates.

Methods
Study population

We enrolled 56 individuals with molecular confirmation of
spinocerebellar ataxia, including 26 SCA3, 16 SCA2 and
14 SCA6 and respectively 20, 16 and 14 healthy controls
(HCs) approximately matched by gender and age. Ethics
Committee of Clinics Hospital at University of Campi-
nas approved the study protocol (registered as “CAAE
29869520.8.3001.5404™). Informed consent was signed by
all participants, Patients with previous encephalic pathol-
ogy, neurologic comorbidities, imaging showing excessive
motion artifacts and medical devices incompatible with
high-field MR imaging were excluded.

Functional and clinical evaluation

Standardized clinical evaluation paired with neuroimaging
was performed in all patients, including thorough neurologic
examination with special focus in ataxia, pyramidal signs,
dystonia, Parkinsonism, peripheral neuropathy signs and
oculomotor findings. Scale for the assessment and rating
of ataxia (SARA) [9] was the functional measure of choice
for all patients.

4 Springer

MRI acquisition

MRI scanning of all subjects was performed on a 3 Tesla
(T) Achieva-Intera PHILIPS device (Eindhoven, Nether-
lands) with a 16-channel head coil (neurovascular).
Routine axial and sagittal T1 plus T2 acquisitions were
obtained. The former was applied to assess incidental find-
ings. The subsequent advanced spinal cord sequences were
obtained:

1. 3D gradient-echo T2-weighted imaging (TR/TE
3500/120 ms, averages: 1, flip angle: 90 degrees,
voxel size: 0.8 x0.8x 0.8 mm3, field of view [FOV]
256X 256 50 mm3, band-width 389.4 Hz/Px, phase
encoding direction: A> >P)

2. Diffusion weighted imaging (DWT) (TR/TE 3429/70 ms,
averages: 1, flip angle 90 degrees, FOV63 X 64 X 15
mm3, voxel size 0.88 x0.88x5.0 mm3, 32 gradient
directions, no averages, single shell with max b==800 s/
mm?2, number of b0 images =1, acquisition mode: “Car-
tesian”, phase encoding direction A > > P).

This protocol follows parameters suggested by the SCT
group (20). The first sequence was used for morphomet-
ric analyses, whereas the latter was used for DTI analy-
sis. SCT v.5.7.0 was employed for DTI and morphometry
analyses. SCT is a validated automatic atlas-based package
that enables quantitative analyses of spinal MRI data.

MRI processing and analyses

T2-weighed Cervical spinal cord images: In order to deter-
mine the total cross-sectional area (CSA), a deep-learning
tool was employed for the automatic delineation of the
spinal cord [10-13]. Prior to establishing vertebral lev-
els, each segmentation underwent a visual check and was
adjusted manually when needed (Fig. 1). Subsequently,
the subject’s image was aligned with the PAMS0 template
through both linear and nonlinear methods [14]. Following
this, the template was adapted to fit the subject’s image,
enabling the calculation of average CSAs. Corrections for
spinal curvature were applied to all CSA measurements,
taking into account the angle between the section and the
spinal cord’s central axis.

Cervical spinal cord DWI/DTI: In our research, based
on pathological [1, 15], previous imaging studies [8] and
clinical correlations of spinocerebellar ataxias [1, 2, 4,
16], we examined microstructural impairments within
four white matter (WM) pathways: the cuneate fasciculus,
gracile fasciculus, lateral corticospinal tract (CST), and
the anterior spinocerebellar tract. This was achieved by
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Fig. 1 A Sagittal segmentation of the spinal cord [rom the C1 to T1 levels. B Tllustrative T2-weighted axial images of spinal cord segmentation

al various levels (multiple slices from C1 10 C7)

correcting [or participant movement in dilfusion-weighted
imaging (DWI) datasets and subsequently delineating the
spinal cord with a decp-learning methodology [13, 17].
We registered the participant’s DWI images to the PAMS50
standard template and adjusted this to the subject’s image
to isolate the spinal cord tracts at each vertebral level [14,
18]. The final step involved calculating diffusion metrics,
including [ractional anisotropy (FA), mean dillusivity
(MD), axial diffusivity (AD) and radial diffusivity (RD),
for the tracts in question [19]. These metrics were indi-
vidually determined for each vertebral segment from C2
to €5 on both the left and right sides (Fig. 2).

Statistical analyses

The Kolmogorov—Smirnov test indicated a significant
presence of nonparametric variables within our study.
As a result, the Mann—-Whitney U test was employed to
evaluate differences between groups, prior to adjusting
for age and sex influences through linear regression for
all parameters examined. Correlation analyses between
MRI outcomes and clinical metrics were performed
applying Pearson’s test. Addressing the issue of multiple
comparisons across all analyses, Bonferroni correction
was applied with a signilicance threshold set at «=0.03.

Fig. 2 Illustrative T2-woighted axial images of SCA2 (A), SCA3 (B),
and healthy control (C), demonstrating spinal atrophy

Additionally, we calculated the effect size using Cohen’s
d method [20] for cach MRI parameter that showed signif-
icant differences after group comparison. The effect size
was categorized as small for values of (0.2, moderate for
0.5, large for 0.8, and very large for values exceeding 1.2,
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Data availability

Data available upon request due to ethical and patient pri-
vacy restrictions.

Results
Clinical data

Demographic and general clinical data with group descrip-
tive statistics are displayed in Table 1. From the SCA3
cohort, 3 patients had dystonia (11.5%), none showed par-
kinsonism and 15 had peripheral neuropathy (57,6%). The
most common additional clinical finding in SCA2 patients
was ocular motor deficits (50%), and only one patient
showed lower motor neuron signs, mainly represented as

distal amyotrophy and generalized areflexia (6.25%). All
SCAG patients had pure cerebellar ataxia, without any other
neurological evidence of multisystemic disease.

MRI group analysis: SCA3 versus healthy controls

The spinal cross-sectional area (CSA) of SCA3 patients was
significantly smaller (p < 0.001} than controls in all vertebral
segments studied (from C1 to T2) with a very large effect
size (> 1.2). CSA detailed results are available in Table 2.
Eccentricity was increased (p=0.044) in C5 compared to
controls (0.83).

DTT analyses revealed decreased fractional anisotropy
(FA) in SCA3 patients compared to controls from C2 to
C5 bilaterally in fasciculus gracilis (p-values <0,001), fas-
ciculus cuneatus (p-values <0,001) and lateral corticospinal
tract (p-values <0,001) with a very large effect size. Ventral

Table 1 Clinical data

, o Features SCA patients Controls p-value
and descriptive statistics
(MEAN  5D; Min-Max) SCA3 n=26 n=26
Age at MRI (years) 48.58 +12.00; 50.58+12.02; 0.69
(17-72) (18-68)
Sex (M: F) 12:14 12:8 -
Disease onset (years) 40.09+11,71; N/a =
(6-66)
Disease duration at MRI (years) 9.02+6.73; Nfa -
(1-23)
SARA at MRI 942+7.51; Nfa =
(1-25)
CAG Repeats 71.04+3.71; N/a -
(66-85)
SCA2 n=16 n=16
Age at MRI (years) 42,75+ 18.15; 43.53 +16.42; 0.89
(18-70) (18-72)
Sex (M: F) 1:1 1:1
Disease onset (years) 32.88+15.84; Nia -
(7-70)
Disease duration at MRI (years) 9.50+6.57; N/a -
(2-25)
SARA at MRI 14.56£9.34; Nia -
(1-31.5)
CAG Repeats 41.26£625 Nfa -
SCA6 n=14 n=14
Age at MRI (years) 66.36+9.3; 61.40+8.8; 045
(54-84) (47-76)
Sex (M: F) 9:5 59 -
Disease onset (years) 51.00+941; N/a -
(39-65)
Disease duration at MRI (years) 15.56+ 6.88; Nia -
(6-30)
SARA at MRI 13.82+7.20 Nia -
(4,5-25)
CAG Repeats Unavailable Nfa -

N/a non-applicable, M:F male-to-female, Mir minimum, Max maximum
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Table2 CSA group analysis

Segment Patients Controls Adj. p-value Effect-size
SCA3 n=26 n=26

T2 27.26+330 38.12+4.87 <0.001 2.13

T1 31.04+£355 43.86+5.91 <0.001 2.28

c7 38.75+7.03
Co 48.56+8.19
C5 56.02+8.09

55.85+9.07 <0.001 2.14
68.83 £9.7% <0.001 227
76.87+9.78 <0.001 233

Cc4 59.70+£8.21 79.46+9.83 <0.001 2.20

3 57.67+£7.82 74.94+9.73 <0.001 1.97

c2 56.88+7.01 73.01+9.75 <0.001 192

Cl 50.46+6.68 75.77+8.57 <0.001 2.15
SCA2 n=16 n=16

T2 2240+541 37.56+6.42 <0.001 254

Tl 25.41435.92 42.76+6.82 <0.001 2.711

c7 31.87+8.09 52.08+10.38 <0.001 217
C6 40.04+10.04 64.96+11.47  <0.001 231
Cc5 47.16+£9.42  74.33£11.33  <0.001 2.61
C4 49.20+9.56 79.08+10.28  <0.001 3.01
c3 4747897 75.18£1046  <0.001 2.84
c2 47.01£8.73 72.95+9.85 <0.001 2.79
C1 46.94+8.75 73.78+7.47 <0.001 3.30

SCA6 n=14 n=14
T2 35.10+2.84 36.63+338 0.86 -
T1 38.04+2.96 40.55+3.95 0.96 -
c7 48.15+5.22  51.11+586 0.86 -
(84 6237+572 6318777 1.00 =
5 T1.09+537 69.28+7.37 1.00 -
C4 7479+£573  70.59+759 1.00 -
a3 67.95+£6.73 67.74+7.16 1.00 =
C2 68.57+£4.26 67.48+658 1.00 -
C1 67.24+554 68.12+6.58 1.00 =

Adj. p-valie Bonferroni adjusted p-value

spinocerebellar tract also showed reduced FA for most seg-
ments, however when adjusted for multiple comparisons, the
difference in left C2 (p=0.452) and left C3 (p =0.095) lost
significance. Mean diffusivity (MD) was increased in left fas-
ciculus gracilis at C4 (p=0.002), C2 (p=0.046), right fascicu-
lus gracilis C5 (p=0.05) and C4 (p=0.018), left fasciculus
cuneatus at C5 (p=0.01), C3 (p=0.015) and C2 (p=0.026),
right fasciculus cuneatus at C4 (p=0.001) and right lateral
corticospinal tract at C4 (p=0.002). Spinocerebellar tracts
MD and radial diffusivity (RD) did not differ from controls,
RD was significantly increased in comparison to healthy con-
trols in left fasciculus gracilis C5 (p=0.038), C4 (p=0.003)
and C2 (p=0.011), right fasciculus gracilis C5 (p=0.022)
and C4 (p=0.014), left fasciculus cuneatus C5 (p=0.02), C3
(p=0.003) and C2 (p =0.004), right fasciculus cuneatus C4
(»=0.002) and C3 (p=0.018), left lateral corticospinal tract
C4 (p=0.018), right lateral corticospinal tract C5 (p=0.024)

and C4 (p=0.004). Spinal axial diffusivity (AD) was pre-
served in all segments and tracts studied.

MRI group analysis: SCA2 versus healthy controls

Spinal CSA of SCAZ2 patients was smaller (p <0.001) with
very large effect size compared to controls across C1 to T2
with a very large effect size (Table 2). Eccentricity did not
differ from controls. DTI results showed decreased FA (Fig. 3)
in fasciculus cuneatus from C2 to C35 bilaterally, fasciculus
gracilis C3, C4 and C3 bilaterally, left lateral corticospinal
tract at C3 (p=0.039), bilateral ventral spinocerebellar tracts
at C5, C4 and C3. SCAZ2 patients also displayed increased
MD in fasciculus gracilis bilaterally at CS (p =0.08 left,
p=0.003 right) and right C3 (p=0.034), left fasciculus cunea-
tus at C5 (p=0.005), right fasciculus cuneatus C5 (p=0.01)
and C3 (p=0.007), right ventral spinocerebellar tract at C5
(p=0.003). Lateral corticospinal tract MD showed no differ-
ences from controls. RD was increased in SCA?2 patients in
left fasciculus gracilis C3 (p=0.002), right fasciculus gracilis
C5 (p=0.001) and C3 (p < 0.001), left fasciculus cuneatus C3
(p<0.001), C3 (p=0.001) and C2 (p =0.032), right fasciculus
cuneatus C35 (p=0.002) and C3 (p <0.001}, right ventral spi-
nocerebellar tract C5 (p=0.004), Corticospinal tracts RD was
not different from controls. AD findings were unremarkable
for all tracts in all spinal levels.

MRI group analysis: SCA6 versus healthy controls

In comparison to healthy controls, SCA6 patients spinal
CSA, eccentricity and all DTI parameters studied showed
no significant differences,

Correlation analyses: SCA2

Correlation analysis revealed a strong negative correlation
(r=-0.745) between T2 spinal CSA and disease duration
(p =0.013). DTI findings did not correlate with any clinical
features studied.

Correlation analyses: SCA3

Left fasciculus cuneatus C3 RD was directly correlated to
SARA (r=0.704, p=0.021), and the scatterplot is displayed
as Fig. 4. No other correlations were found between MRI
findings and clinical results,

Discussion

This study aimed to elucidate the extent and patterns of

spinal cord damage in patients with SCA2, SCA3, and
SCA6, employing advanced neuroimaging techniques [8,
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10, 12-14, 17, 18]. In a recent publication based on data
from the ENIGM A-Ataxia consortium [8], we were able
to characterize the morphometric changes taking place in
each of these SCAs. Herein, we took a step forward since
tract-specific diffusivity analyses were accomplished, giving
insights into microstructural changes taking place in SCA?2,
SCA3 and SCA6. Taken together, our findings reveal distinct
(micro)structural signatures associated with each SCA sub-
type, underscoring the heterogeneity of spinal cord involve-
ment in these disorders.

SCA? patients demonstrated significant spinal CSA
reduction and altered diffusion tensor imaging (DTI) met-
rics, particularly in the fasciculi cuneatus and gracilis, which
are implicated in proprioceptive signal fransmission. These
findings align with neuropathological studies showing exten-
sive spinal cord degeneration in SCAZ, including atrophy of
the dorsal columns and spinocerebellar tracts [16, 21]. The
strong negative correlation between spinal CSA (at upper
thoracic levels) and disease duration suggests the progres-
sive nature of spinal cord involvement and underscore its
potential as a biomarker to track disease progression. DTT
metrics, specifically AD and RD maps, provide valuable
insights on white matter damage. AD reflects diffusivity
along the primary direction of diffusion and serves as a
surrogate indicator of axonal damage [22]. In contrast, RD
measures diffusion perpendicular to the main direction and
has been associated to myelin/oligodendrocyte damage [23].
In SCA2 patients, we observed increased AD and RD, sug-
gesting the presence of both axonal damage and demyelina-
tion, offering insights into the underlying neuropathology.

Previous work from our group revealed MRI evidence of
cervical spinal cord atrophy in SCA3 patients [24]. The cur-
rent study extends these findings by demonstrating not only
atrophy but also significant changes in white matter micro-
structural metrics. In SCA3 patients, we observed significant
spinal CSA reduction and decreased FA in multiple white
matter tracts, indicating widespread spinal cord atrophy and
microstructural damage. This aligns with neuropathologi-
cal findings showing degeneration of the Clarke’s column,
anterior horns, and various long tracts of the spinal cord in
SCAS3 patients [16, 21, 25]. The correlation between left fas-
ciculus cuneatus C3 RD and SARA scores in SCA3 further
supports the clinical relevance of these imaging findings,
with alterations in DTI metrics indicating both axonal and
myelin-related damage [22, 23]. This highlights the potential
role of spinal cord imaging as a biomarker for SCA3 severity
and progression.

Curiously, our findings reveal that MRI metrics correlate
with disease duration in SCA2 but not with disease severity,
as measured by the SARA scale, while in SCA3 the opposite
trend was observed. This difference could be attributed to
the distinct pathophysiological mechanisms underlying these
subtypes. In SCA2, spinal cord damage appears to progress

in parallel with disease duration, suggesting that spinal
degeneration plays a central role in disease progression.
However, the SARA scale may not fully capture the clinical
impact of spinal cord involvement in this subtype, which
may explain the lack of correlation between MRI metrics
and disease severity. In contrast, in SCA3, it is possible that
spinal cord damage contributes less to the overall clinical
presentation, or that the SARA scale reflects predominantly
supratentorial and cerebellar degeneration, leading to the
observed correlation with severity but not duration.

SCAG6 patients did not exhibit significant differences in
spinal CSA or DTI parameters compared to healthy controls,
reflecting the predominantly cerebellar nature of the disease,
This aligns with the clinical phenotype of isolated ataxia,
milder course and slower progression compared to SCA2
and SCA3 [1, 2, 16]. The absence of spinal cord abnormali-
ties in SCA6 suggests a localized pathological process, dis-
tinguishing it from other SCAs and underscoring the poten-
tial of spinal cord MRI as a differential diagnostic tool. This
supports the development of an imaging-based diagnostic
algorithm, where the absence of spinal cord abnormalities
can suggest SCAG in cases of autosomal dominant cerebel-
lar ataxia.

‘We have shown that spinal cord abnormalities are a fre-
quent counterpart in some polyglutamine SCAs, but the
phenotypic correlates of such damage still need investiga-
tion. The straightforward hypothesis is that pyramidal signs
and sensory deficits are the primary clinical manifestations
related to spinal cord involvement in SCA2, and SCA3 [B].
This assumption is indeed supported by neurophysiological
studies, which have found abnormal somatosensory-evoked
potentials in patients with SCA2, and SCA3 [26]. In our
study, SARA scores were used to quantify disease severity,
but detailed sensory testing or evaluation of pyramidal signs
were not performed in all cases. This is a limitation that
should be addressed in future studies looking at SCA-related
spinal cord damage.

Our study emphasizes the importance of spinal cord
imaging in understanding the pathophysiology of SCAs.
The distinct patterns of spinal cord involvement observed in
SCA?Z and SCA3, compared to the absence of such changes
in SCAG6, highlight the potential of spinal cord MRI as a tool
for differentiating between SCA subtypes. Furthermore, the
correlations between imaging findings and clinical measures
underscore the potential of spinal cord DTI as a sensitive
biomarker to track disease progression,

Despite original contributions, we should acknowledge
some limitations in this study. First, sample sizes were not
big for all SCA subtypes, which may have turned the study
underpowered to detect potential clinical correlates of spi-
nal cord abnormalities, In addition, paired somatosensory
evoked potentials and motor evoked potentials data were not
available for most participants, precluding us to perform a
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correlation analysis between neurophysiological parameters
and spinal cord measurements, So, longitudinal studies with
larger and better characterized cohorts are warranted to fur-
ther elucidate the temporal evolution of spinal cord damage
in SCAs and its relationship with clinical/neurophysiological
parameters.

In conclusion, our study provides novel insights into
the spinal cord pathology of SCAs, with potential impli-
cations for diagnosis, prognosis, and future therapeutic
interventions. SCA2 and SCA3, but not SCAG6 are charac-
terized by extensive macro and microstructural spinal cord
abnormalities.
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4.2 Capitulo 2: Neuroimagem multimodal em SCA2, ELA e ELA-ATXN2
(Artigo)

Seguindo a formatagdo do formato alternativo da tese, o estudo do capitulo 2
teve como objetivo caracterizar e comparar os padrdes radiologicos distintivos
da ELA-ATXNZ2, da SCA2, da ELAe e de controles saudaveis, utilizando técnicas
quantitativas de neuroimagem computacional. Para isso, foram segmentadas
regides corticais, subcorticais, tronco encefalico, cerebelo e medula espinhal a
partir de imagens ponderadas em T1, com estimativa volumétrica e correlagéo
com mapas de expressao cerebral do gene ATXNZ2 oriundos do Allen Human
Brain Atlas.

Os resultados mostraram que cada condi¢gdo apresenta assinatura estrutural
especifica: na ELAe, o acometimento restringe-se ao giro pré-central; na ELA-
ATXNZ2, predominam alteracdes no tronco encefalico e na medula espinhal; e na
SCA2 observa-se um padrdao difuso, com envolvimento de estruturas
subcorticais. Além disso, a expressao encefalica de ATXN2 correlacionou-se
com o padrao estrutural da SCA2, mas ndo com o da ELA-ATXNZ2. Tais achados
reforcam a heterogeneidade dos mecanismos de neurodegeneragcdo mediados
pelo ATXN2, distinguindo SCA2, ELA-ATXN2 e ELAe tanto em nivel clinico
quanto radioldgico, com implicagdes relevantes para a compreensao

fisiopatoldgica e para a pratica clinica.
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Abstract

Background The ATXNZ gene contains a polymorphic CAG-rich region encoding a polyglutamine tract in ataxin- 2.
Normal alleles have fewer than 27 CAG repeats, 27-34 repeats pose a risk for ALS (ATXN2-ALS), and > 34 repeats cause
spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2). The striking phenotypic differences between these two ATXN2-related conditions are
not yet fully understood.

Objective To characterize and compare the distingnishing radiological signatures of ATXN2-ALS, SCA2, sporadic ALS
(sALS) and healthy controls in vivo using quantitative computational neuroimaging techniques.

Methods Four groups were defined: healthy controls (n= 34), SALS (rn= 17), ATAN2-ALS (n= 16), and SCA2 (n=17).
Cortical, subcortical, brainstem, cerebellar and spinal regions were segmented based on T1-weighted data using validated
segmentation tools and their volumes estimated. Group-specific morphometric data were correlated with cerebral ATXN2
expression maps from the Allen Human Brain Atlas.

Results Study groups were age and sex-matched. sALS, ATXN2-ALS and SCA?2 have distinct structural CNS signatures,
with disease burden restricted to the precentral gyri in the sALS group, to the spinal cord and brainstem in the ATXN2-ALS
group and more diffusely distributed in the subcortical structures in the SCA2 group. Brain A7XN2 expression correlated
with the structural signature of SCAZ2, but not with that of ATXN2-ALS.

Conclusions Neuroimaging signatures differ in ATXN2-ALS and SCA?2, indicating distinct mechanisms of ATXN2-mediated
neurodegeneration. sALS and ATXNZ-ALS also exhibit distinct patterns of CNS involvement. The unique imaging signatures
and clinical profiles along the spectrum of ATXN2-related disorders raise important questions regarding the pathophysiology
of the disease and have practical clinical ramifications,
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Introduction

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and spinccerebellar
ataxia type 2 (SCA2) are neurodegenerative disorders
that both have a significant impact on motor function
and quality of life in affected patients, but manifest in
distinct clinical phenotypes. ALS is characterized by
the progressive degeneration of both upper and lower
motor neurons, leading to progressive muscle weakness,
atrophy, and eventual respiratory failure [1]. SCA2, on
the other hand, primarily affects the cerebellum and
brainstem manifesting in progressive ataxia, slow saccadic
eye movements, and peripheral neuropathy as the key
phenotypic traits [2].

Despite the notable clinical differences, genetic studies
have identified a notable overlap between ALS and SCA2
through the ATXN2 gene, which encodes ataxin- 2, a
protein involved in RNA processing and cellular stress
responses [3]. Expansions of CAG repeats within this gene
are known to cause SCA2 when the repeat length exceeds
33 [2]. Interestingly, intermediate-length expansions
(27-33 repeats) are a strong genetic risk factor for ALS
[4]. This genetic overlap suggests that ATXN2 might play
a critical role in the pathophysiology of both disorders.

The association between intermediate-length CAG
repeats in the ATXN2 gene with ALS was first reported
by Elden et al. in 2010, who found that these expansions
increase the risk of developing ALS by interacting with
other ALS-linked gene products, such as TDP- 43 and
FUS [4]. Subsequent studies have confirmed these findings
across various populations, adding that ATXNZ has a
modulatory effect on the phenotype, whereas intermediate-
length expansions modulated ALS survival [3, 6]. The
exact mechanisms through which ATXNZ contributes
to neurodegeneration in ALS remain unclear, but it is
believed that disruptions in RNA metabolism and protein
homeostasis play a crucial etiologic role [3].

In ALS, neuroimaging studies have revealed widespread
brain and spinal cord atrophy, particularly in regions
associated with motor control [7, 8]. While cerebellar
involvement has long been overlooked in ALS, recent studies
suggest that the extent and the pattern of atrophy can vary
depending on the genetic mutations involved [9-11]. For
instance, patients with ALS carrying intermediate-length
ATXN2 expansions did not exhibit significant cerebellar
pathology, unlike those with C%r{72 mutations, who show
considerable cerebellar degeneration [9]. These observations
highlight the considerable pathological, genetic and clinical
heterogeneity of ALS and underscore the need for genotype-
specific studies to elucidate disease mechanisms,

The Allen Human Brain Atlas provides a valuable
resource for studying gene expression patterns across

) Springer

different brain regions [12]. By mapping the expression
of ATXN2 in healthy individuals and comparing it
with neuroimaging data from patients with ALS and
SCAZ2, researchers can identify potential regions of
vulnerability and pathways involved in neurodegeneration,
This approach can help elucidate the anatomical and
molecular underpinnings of these conditions and guide
the development of targeted therapies,

In this study, we aim to comprehensively characterize
and contrast the clinical and neuroimaging profiles of ALS
patients with intermediate-length CAG expansions in ATXN2
(ATXN2-ALS), sporadic ALS (sALS), SCA2 patients and
healthy controls. Utilizing advanced MRI techniques and
correlating the findings with ATXN2 gene expression
data from the Allen Human Brain Atlas, we hope to gain
insights into the structural changes and genetic interactions
underpinning these conditions. The understanding of these
mechanisms may aid the development of precision diagnostic
tools and ultimately tangible therapeutic strategies for both
ALS and SCA?Z,

Methods
Study population

Seventeen individuals with spinocerebellar ataxia type 2
(SCAZ), 17 sALS patients with non-expanded ATXN2 CAG
repeats (SALS), 16 ALS patients with intermediate-length
CAG expansions in ATXNZ (ATXN2-ALS) and 34 healthy
controls (HCs) were included, matched for sex and age.
Participants were recruited from three centers: the University
of Campinas (UNICAMP) in Brazil, the University of Sao
Paulo at Ribeirdo Preto (USP-RP) in Brazil and Trinity
College Dublin (TCD) in Ireland (Fig. 1). All subjects
in the sALS and ATXN2-ALS groups were screened and
tested negative for pathogenic variants at C9orf72, SODI,
ATXNI and VAPRB prior to inclusion [13, 14]. None of them
had familial history of ALS or other neurodegenerative
condition. The study protocol was approved by the Ethics
Committee of the Clinics Hospital at the University of
Campinas (registered CAAE 29869520.8.3001.5404).
Written informed consent was obtained from all participants.
Patients with neurological comorbidities, imaging with
excessive motion artifacts, or medical devices incompatible
with high-field MRI were excluded.

Clinical evaluation

Core demographic and clinical characteristics were carefully
recoded for each participant at the time of MRI scanning
including sex, age and symptom duration were obtained. All
patients underwent a formal neurological examination, with
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Fig. 1 Schematic flowchart of
the study (subjects’ selection
and MRI analyses)

motor, cerebellar and cognitive testing. Motor disability was
measured using the Amyotrophic lateral sclerosis functional
rating scale revised—ALSFRS-r (for paticnts with sALS and
ATXN2-ALS) and the Scale for assessment and raling of
ataxia—SARA (for patients with SCA2) [15, 16].

MRI acquisition

Subjects underwent MRI scanning on a 3 T Philips Achicva
platform (Philips, Best, The Netherlands) at all 3 centers.
Routine T2-weighted or FLAIR images were obtained to
exclude patients with confounding neurovascular, neoplastic
or inflammatory abnermalities prier to study inclusion.
Belore computational processing, all structural images were
meticulously reviewed to exclude incidental intracranial
pathologies, such as hydrocephalus, developmental
abnormalities, etc. A standard eight-channel head coil was
uscd at all three centers for image acquisitions. In this study,
we focused on morphometric analyses across groups, and
analyzed high-resolution T1-weighted volumetric images
of the brain acquired with an isomelric voxel size of 1x
1% 1 mm?,

MRI analyses

Separate brain, cerebellum and spinal cord analysis
streams were pursued in this research swmdy. We
implemented the FastSurfer v.2.0.6 pipeline to assess
cerebral cortex thickness and basal ganglia |17, 18].
To scgment and estimate brainstem volumes, we used
FreeSurfer v 7.4.1 [19, 20]. The cerebellum and the spinal
cord were evaluated using the software packages CerebNet

Recruited:
+ ATXN2-ALS (n = 16): 10 from UNICAMP, 5 from TCD, 1 from USP-RP.
+ SCA2 (n = 17): all from UNICAMP.
+ SALS (n = 17): 10 from UNICAMP, 7 from TCD.
« Healthy controls (n = 34); 17 from UNICAMP, 17 from TCD.

Brain
Cortical thickness (FastSurfer)
Basal Ganglia volumetry (FastSurfer)

Hraliateem Mory nam:pl(r;awlnc:crn?u Toalbox)
Volumetry (FastSurfer) £ ek e
Cerebellum

Volumetry (CerebNet)
I

[ 1 1
ATXN2-ALS SCAZ sALS
x x x
Healthy Healthy Healthy
Controls Controls Controls

! I 1]
Compare results with
ATXNZ expression maps

and the SCT (v6.0) toolbox, respectively [19, 20]. Detailed
information on each pipeline is provided below.

FastSurfer

To assess cerebral GM structures, we used the FastSurfer
software v.2.0.6 [17], which is a deep learning-based
solution for structural brain analyses, showing superior
performance for high-resolution images compared to the
FreeSurler pipeline [18]. In brief, the brain is parcellated
using a convolutional neural network with U-Net
architecture and followed hy the standard FreeSurfer
pipeline [17, 19]. Each subject image is initially corrected
for magnetic field inhomogeneity, aligned to standard
space (Tailarach) and skull stripped [20, 21]. Next, tissue
segmentation is performed assigning each voxel as GM,
WM, or cerebral spinal tluid. Two surfaces are then
created, the pial and white surfaces, using a Gaussian filter
with 10-mm full-width half-maximum to smooth both
surlaces and enabling the fitting ol a triangular mesh over
them [20]. Cortical thickness is calculated as the shortest
distance between the pial and white surface at each vertex
across the cortical layer |19]. Total Intracranial Volume
(TIV) is also a measure retricved [rom FreeSurfer and later
utilized as a normalization factor in the analyses.

FreeSurfer also allows the assessment of specific
brainstem volumes, which includes medulla oblongata,
pons, midbrain and superior cerchellar peduncle [22]. Such
metrics were estimated using the cross-sectional subregion
scgmentation module within FreeSurfer (v.7.3.2) [23] that
relies on a Bayesian probabilistic allas of the brainstem
[22].

a Springer
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CerebNet

For cerebellar volumetry, the CerebNet software [20] v1.0
was used, which is built on the FastSurfer framework [17].
CerebNet is also a deep learning solution dedicated for
accurate cerebellar segmentation. Similarly to FastSurfer,
it also employs a convolutional neural network with
U-Net architecture [24]. This tool was trained using both
controls and ataxic individuals, which lead to its superior
performance in detecting both gray and white matter
boundaries [24].

SCT toolbox

Spinal cord cross-sectional area from CI1 to C4 was
computed using the open-source pipeline that has been
developed within the ENIGMA-Ataxia consortium (http:/
enigma.ini.usc.edu/ongoing/enigma-ataxia/). This is a
pipeline based on the Spinal cord Toolbox [25] that performs
automatic identification of spinal cord levels, segmentation
of spinal cord boundaries and the computation of cross-
sectional area adjusted for the curvature of the spine.

Brain expression profile of the ATXN2 gene

We used the Allen Human Brain Atlas (AHBA) to assess
physiologic ATXN2 expression patterns in the human
brain. AHBA is an open repository that contains data
derived from six human brains of healthy adults, who
had no psychiatric or neurological disease [12]. In each
of these brains, messenger RNA (mRNA) was extracted
from approximately 900 spatially distinct regions per
brain obtained by manual macrodissection or laser-
based microdissection and quantified using microarrays
containing the 4 x 44 K Agilent Whole Human Genome
probes and 16,000 additional custom probes. Each gene
has region-specific expression values shown as normalized
z-scores per brain. With regard to ATXN2, there are 5
probes designed to capture its expression within the
AHBA database. Accordingly, we followed a 2-step
approach to select the probe that best reflects the brain

expression distribution of this gene. We first looked at
the sequence homology of each probe and ATXN2 (using
the nucleotide blast pipeline—http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi). Whenever the homology was < 100%, we
opted to exclude this probe. For the remaining probes,
we evaluated the stability expression of each one, and
chose that with highest stability [26]. Finally, the z-score
expression values for this probe were plotted into a
template brain MRI segmented according to the FreeSurfer
labels, including the cerebral cortex, basal ganglia and
cerebellum, but not the brainstem. As AHBA labels and
FreeSurfer labels are not analogous, we followed the
procedure proposed by Rittman et al. to overcome this
inconsistency [27].

Statistical analyses

Based on Kolmogorov—Smirnov test, variables to be
compared across groups had a normal distribution.
ANCOVA was used to assess differences in age, sex, head
size and site (UNICAMP, USP-RP or TCD) between HCs
and each disease group. Correlation analyses between
MRI outcomes and clinical metrics were conducted
using Pearson coefficients (Supplementary tables 1 and
2). To address the issue of multiple comparisons across
all analyses, Bonferroni correction was applied with a
significance threshold set at a= 0.05. Additionally, we
calculated effect sizes (ES) using Cohen’s 4 method for
each MRI parameter that showed significant differences
after group comparison. The ES was categorized as
“small” for values of 0.2, “moderate™ for 0.5, “large” for
0.8, and “very large” for values exceeding 1.2.

Data availability

Data are available upon reasonable request from the
corresponding author.

Table 1 Clinical and demographic data of patients and healthy controls included in the study

Features SALS (n=17) ATXN2-ALS (n=16) SCA2 (n=17) Healthy controls (n= 34)
Age at MRI (vears) 55.59 +9.68 57.75 £13.86 45,88 +£20 54.53 +£12.02

Sex (M:F) 10:07 11:05 10:07 20:14

Age at disease onset (years) 53.94 +£9.51 54.69 +14.48 34.35 £18.04 Nfa

Symptom duration at MRI {years) 118 +0.88 251231 8.18 +6.26 Nia

ALSFRS at MRT 34.76 £8.66 30.38 £9.21 Nia N/a

SARA at MRI N/a N/a 16,17 +11.3 N/a

ALSFRS Amyotrophic Laleral Sclerosis Functional Rating Scale, SARA Scale for the Assessment and Rating of Ataxia

) Springer
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Results
Cohort profile

Detailed demographic and clinical information is presented
in Table 1. In brief, all disease groups are matched for age
and sex to the control group (> 0.05). None of the patients
in the sSALS and ATXN2-ALS groups had overt cercbellar
signs (either axial or appendicular) on neurological
examination. Similarly, none of these patients met diagnostic
criteria for comorbid frontotemporal dementia [28].

MRI analyses: between-group comparisons

As outlined in the methods section, all disease groups were
compared individually with the healthy control group.
The neuroimaging signature in each disease group (SCAZ,
ATXN2-ALS and sALS) was distinct as illustrated in Fig. 2
and Tables 2, 3,4, 5,6, 7.

The SCA2 group exhibited anatomically widespread
abnormalities relative to controls. Patients with SCA2 had
cortical thickness reduction in the paracentral gyrus (2.23
mm vs 2.38 mm, p= 0.049), precentral gyrus (2.28 mm vs
244 mm, p= 0.03) and pars opercularis {2.33 mm vs 2.43
mm, p=(.03) on the lefl hemisphere; and in the precentral
gyrus (2.32 mm vs 2.44 mm, p= 0.047) and superior
temporal gyrus (2.65 mm vs 2,77 mm, p= 0.047) on the
right hemisphere. Furthermore, all deep brain nuclei, all
cerebellar lobules—except for vermis VII—and the entire
brainstem (midbrain, pons and medulla) showed volume
reductions. Atrophy also extended to the first four cervical
levels of the spinal cord.

Structural abnormalitics werc more focal in the two ALS
groups, but disease-burden pattern was strikingly distinet. In
the ATXN2-ALS cohort, midbrain (6365.1 mm? vs 6654.8
mm?, p= 0.02), medulla oblongata (4375.8 mm? vs 4764.9

mm?, p=0.005) and spinal cord (at all four cervical levels)
atrophy were observed. No additional findings were detected
at the remaining cerebral and cerebellar structures in this
study group. In contrast, atrophy among patients with sALS
was restricted (o the precentral gyri bilaterally (left: 2.29
mm vs 2.44 mm, p= 0.002; right: 2.29 mm vs 2.44 mm, p=
0.01). In this group, volumes of the basal ganglia, brainsten,
cercbellum and spinal cord were unaffected compared 1o
healthy controls.

Clinical correlates of MRI findings

In the sALS group, precentral cortex thickness did not
correlate with discase duration or severity in either
hemisphere. Conversely, we found that the spinal cord
cross-sectional area at C4 and midbrain volume correlated
with ALSFRS-r scores in the ATXN2-ALS group (r= 042
and 0.040, respectively). Finally, the volume of multiple
cerebellar lobules showed a strong association with ataxia
severity in the SCA2 group as measured by SARA scores
(supplementary Table 2).

Brain expression of ATXN2

Expression signal of ATXN2 was assessed with the probe
A_23_P147439, which had perlect homology with the gene
sequence and highest stability among the existing probes.
We found widespread gene expression across brain regions,
The expression levels were higher at the cerebellar cortices
and slightly lower at the cerebral cortices (Fig. 3).

Discussion
CAG repeat expansions within the coding region of ATXN2

underlic neurodegeneration in the distinet neurodegenerative
conditions SCA2 and ALS [29]. In this study, we look a

sALS < Healthy Controls

ATXN2-ALS < Healthy Controls

SCA2 < Healthy Controls

pvalue
005

WAET

Fig.2 Central nervous system regions with volumetric reduction in disease-specific groups relative (o healthy controls. Upper lane: sporadic

ALS. Middle lane: ATXN2-ALS. Lower lanc: SCA2
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CNS damage in SALS patients

CNS damage in ATXN2-ALS patients

CNS damage in SCA2 patients

ATXN2 expression in healthy controls

Fig.3 Brain regions with volumetric reduction in disease-specific groups relative to healthy controls (1 st lane: sporadic ALS. 2nd lane: ATXNZ-
ALS. 3rd lane: SCA2) and Normal pattern of ATXN2 brain expression (4 th lane)

step forward in understanding the genotype—phenotype
corrclation in ATXN2-related disorders by comparing
the structural brain signature in each of these condilions.
As expected, based on the distinct clinical phenotype,
we identified strikingly different radiological patterns,
[n line with previous studies, our SCA2 cobhort exhibited
widespread subcortical pathology, involving the cerebellum,
basal ganglia, brainstem and spinal cord [30-32]. Until this
study, rclatively little was known about the CNS regions
affected in AZXN2-ALS and these studies were limited by
small samples of intermediate-length CAG repeat carriers
in ATXNZ [9, 11]. In this study, we succeeded in recruiting
a representative cohort of well-characterized patients with
ATXN2-ALS 10 address this question. The hrainstem and
the spinal cord were key sites of pathological change in
this ALS subtype. Taken together, these results suggest that
the brainstem and spinal cord arc preferentially affected
in ATXN2-related neurodegeneration, regardless of the
expansion size (intermediate or full).

Experimental evidence indicales that SCA2 is caused
by polyglutamine expanded ataxin- 2 gain of toxic function
[33]. In transgenic SCA2 models, ATXN2 lowering with
Antisense oligonucleotides (ASOs) prevented neuronal
loss and restored phenotypes [33]. So, it is conceivable
that neurons with higher ATXN2 expression would be
more susceptible to neurodegeneration. Our imaging
results support this notion since the brain maps of ATXN2
cxpression and structural damage arc largely overlapping. In
contrast, the precise mechanisms underlying motor neuron
degenceration in ATXN2-ALS arc not yet fully explained [4,
34]. Nevertheless, it is rather probable they are (at least in
part) distinct from those seen in SCA2. This hypothesis

is in line with pathological data since motor neurons of
deceased patients with ATXN2-ALS do not present the
lypical neuronal inclusions seen in SCAZ2 [4]. Preclinical
data suggest that intermediate expansion ataxin- 2-mediated
neurodegeneration requires interaction with the protein
TDP- 43 |4, 34|, Therefore, one may speculate whether CNS
degeneration in ATXN2-ALS takes place predominantly in
brain regions where both genes (ATXN2 and TARDBP) are
highly expressed. This would explain the lack of anatomical
association between the maps of brain structural damage in
ATXN2-ALS and ATXN2 expression.

The contrast between the radiological signatures of
ATXN2-ALS and sALS is also noteworthy. In ATXNZ-ALS,
pathological change is confined to the brainstem and spinal
cord. This is in sharp contrast with SALS where the precentral
gyri are predominantly affected. From a methodological
perspective, these results should be considered consistent.
One may argue that the sample sizes for ATXN2-ALS and
SALS are not large, but both groups were well matched
(age, sex and clinical severily). In addition, we used a
conservative statistical approach with adjustment for site of
acquisition and for multiple comparisons in all analyses, In
summary, our data indicate that SALS and ATXN2-ALS have
distinctive structural signatures despite the shared clinical
features. This is consistent with previous reports, which
assessed specific subtypes of monogenic ALS (e.g., VAPB,
SODI and C90rf72) and found distinctive patterns in each
of them relative to sALS [35-38] and distinct radiological
changes may also be detected in the pre-symptomatic phase
of the discase in association with specific genctic variants
[39, 40]. It is increasingly clear (hat the evaluation of CNS
pathology in ALS should be strictly stratified for genetic
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factors (including disease-risk genes). Recently, Chié et al.
were able to compare a large cohort of [talian patients with
ATXN2 (n= 42) and sALS (n= 1288) [41]. The authors
found that the former group is characterized by more
frequent spinal onset and faster progression. Considering
that the severity of spinal cord damage in ALS is a well-
known prognostic marker in ALS [42, 43], these findings
correlate with our imaging results, where the spinal cord
was the main site of pathological change.

Despite the originality of our findings, our study has
some limitations that should be candidly acknowledged. As
previously described, the cohorts’ sizes were representative
and well-characterized, but not large. Motor neuron
predominance (upper vs lower motor neuron) in the ALS
cohorts, eye movement analyses and other clinical features
of the diseases were not assessed in this study and should
provide interesting insights in future publications. In
addition, we could only accomplish morphometric analyses
(based on volumetric T1 acquisitions). This is due to the
challenges to harmonize the brain DTI protocols across the
3 centers in due time. Accordingly, future studies are needed
with larger cohorts and a more comprehensive MRI protocol
to validate and expand our findings and examine disease
trajectories longitudinally. Tt would be particularly useful
to conduct advanced spinal cord imaging analyses, since
this would enable analyses beyond pure morphometry (e.g.,
tract-specific DTI analyses), also including spinal levels
below C4 [44, 45].

Conclusions

SCA?2 and ATXN2-ALS have distinctive clinical and imaging
features, While the brainstem and spinal cord are affected in
both condition, the cerebellum and basal ganglia are solely
affected in SCA2, Maps of structural alterations and ATXNZ
expression distribution overlap in SCAZ, but not in ATXNZ-
ALS. Finally, volume reduction takes place in different
regions in ATXNZ2-ALS (brainstem and spinal cord) and
sALS (precentral cortices).

Supplementary Information The online version contains
supplementary material available at https://doi.org/10.1007/
300415-025-13037-9.
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5. DISCUSSAO GERAL

As doencas neurodegenerativas associadas ao gene ATXN2,
particularmente a SCA2 e a ELA-ATXNZ2, representam um espectro de condi¢des
com mecanismos fisiopatoldgicos distintos, mas inter-relacionados(41,42). O
presente estudo teve como objetivo caracterizar as assinaturas estruturais do
sistema nervoso central nessas patologias, utilizando técnicas avangadas de
neuroimagem para avaliar a atrofia cerebral e espinhal e potenciais correlagdes
clinicas.

Embora o foco central desta tese seja a caracterizagao clinica e estrutural das
doencas associadas ao gene ATXNZ2, optou-se por incluir, no primeiro capitulo e
artigo, pacientes com SCA3 e SCA6 como grupos comparativos. Essa deciséo
visou contextualizar os achados observados na SCA2 dentro do espectro mais
amplo das ataxias espinocerebelares, permitindo identificar padrdes de
acometimento especificos ou compartilhados entre os subtipos. Além disso, a
inclusdo desses grupos foi parte de um encadeamento légico, ilustrado pela
Figura 4, iniciado pelo conhecimento de que a ELA teria um fator genético, que
se conecta com a SCA2, que por sua vez esta associada fenotipicamente a
outras SCAs, como a SCA3 e SCAG, e portanto a duvida de que se ha um
substrato anatémico especifico para cada forma genética, podemos estudar
através de métodos de neuroimagem avangada ainda nao explorados nesses
diagndsticos.

Essa inclusdo possibilitou distinguir achados estruturais relacionados ao
fendtipo, reforcando a especificidade das alteracbes observadas na SCA2 e
oferecendo um referencial anatdomico e funcional mais robusto para interpretacéo

dos dados.
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Figura 4: Fluxograma ilustrativo do racional que conecta os dois capitulos da tese. A
constatacdo que pacientes com ELA tem um fator genético complexo, incluindo o gene
ATXN2 como fator de risco, nos leva a questionar qual o substrato anatdomico dos
diferentes gendtipos associados fenotipicamente, e se ha padrbes de lesdo confluentes
ou divergentes. Finalmente nesse raciocinio a neuroimagem avangada se destaca como

ferramenta para esclarecimento da pergunta de pesquisa, como empregado na tese.

5.1 Capitulo 1: Neuroimagem medular em SCA2, SCA3 e SCA6

O primeiro capitulo desta tese demonstrou, por meio de uma abordagem
multimodal com o uso da ferramenta SCT(156), que os subtipos SCA2 e SCA3
apresentam comprometimento estrutural significativo na medula espinal cervical,
ao passo que a SCAG6 nao mostrou alteracdes detectaveis.

5.1.1 Atrofia medular como marcador estrutural de SCA2 e SCA3

A investigacdo da atrofia medular nas ataxias espinocerebelares por meio de
medidas morfométricas ainda ¢é limitada na literatura, especialmente no que se
refere a SCA2. Dados quantitativos sistematicos sobre morfometria medular na
SCA2 permanecem escassos, com excegao de uma analise recente conduzida
no ambito do estudo multicéntrico ENIGMA-Ataxia(153). Nesse contexto, os
resultados do presente estudo figuram entre os primeiros dados da literatura para
a caracterizagao estrutural da medula espinhal na SCA2, evidenciando de forma

robusta a presenga de atrofia medular significativa por meio de mensuragéo da
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CSA. Essa contribuicdo é relevante para o avango do conhecimento sobre os
substratos anatomicos envolvidos na SCA2 e reforga o papel da morfometria
medular como ferramenta potencial na investigacdo da fisiopatologia e
progressao dessa doenca.

Na SCAZ2, a reducgao significativa da CSA medular se alinha a evidéncias
neuropatoldgicas previamente descritas, que apontam para a degeneracgao
extensa das colunas dorsais, tratos espinocerebelares e outras regides
medulares(160). A correlagdo negativa entre a CSA e o tempo de doencga
observada neste grupo sugere que a atrofia medular evolui progressivamente ao
longo do curso clinico, sendo, portanto, um possivel marcador de progressao da
doenca. Tal associacao reforca a utilidade da morfometria medular como
ferramenta de monitoramento longitudinal, restando saber se o
comprometimento da medula pode preceder a deterioracido funcional de forma
mensuravel por métodos avangados de imagem, o que nao foi avaliado no
presente estudo, porém é possivel alvo de investigag¢des futuras em grupos pré-
sintomaticos.

Na SCAS3, também foi identificada redugao significativa da CSA, indicando
que a medula espinhal € um sitio relevante de degeneragcao anatdbmica nesse
subtipo. Embora n&o tenha havido correlagdo entre a CSA e a duragao da
doenca neste grupo, o achado morfométrico apoia relatos neuropatoldégicos
prévios que descrevem degeneragdo em multiplas regides da medula, como a
coluna de Clarke, cornos anteriores e tratos longos descendentes e
ascendentes(106,161).

O fato de nao ter sido observada uma correlacdo com a duragao da
doenca pode refletir maior heterogeneidade fenotipica ou diferengas na taxa de
progressdo da degeneragao medular na SCA3, quando comparada a SCA2,
entretanto tal resultado deve ser interpretado com cautela, devendo ser
confirmado a luz de estudos multicéntricos com maiores populacdes de estudo.

Em contraste, pacientes com SCA6 nao apresentaram alteracbes
significativas na CSA, o que ¢é consistente com o padrdao clinico e
neuropatolégico previamente descrito, caracterizada por um acometimento
predominantemente cerebelar e auséncia de envolvimento medular relevante,

clinico ou neuropatoldgico(23,104).
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Esse achado, embora sem ineditismo, reforga o potencial da morfometria
medular como marcador diferencial entre subtipos de SCA, com possivel
aplicabilidade na pratica clinica e em protocolos de diagnéstico por imagem.

Em conjunto, os dados morfométricos deste estudo reforgam a relevancia
da medula espinhal como estrutura acometida nas SCAs tipo 2 e 3 e sugerem
que a quantificagdo da atrofia medular por meio de imagens de ressonancia
magneética pode representar um biomarcador estrutural promissor para essas
doencas.

Estudos longitudinais e com maior poder amostral sdo necessarios para
validar seu uso no monitoramento da progressao e para melhor compreender as
implicagdes clinicas da atrofia medular nas diferentes SCAs.

5.1.2 Microestrutura dos tratos medulares: evidéncia de dano axonal e
desmielinizagao

Além da avaliagcdo morfométrica da medula espinhal, esta tese incorporou de
forma pioneira na literatura, analises microestruturais de tratos especificos
através de DTI, permitindo a investigagédo da integridade da substancia branca
medular na SCA2. Esta abordagem possibilitou a identificacdo de assinaturas
microestruturais distintas entre os subtipos SCA2, SCA3 e SCAG, refletindo a
heterogeneidade do envolvimento medular nesse espectro de doengas.

Foram encontradas redugdes significativas na FA dos tratos
corticoespinais, espinocerebelares, fasciculos gracil e cuneiforme dos pacientes
dos grupos SCA2 e SCA3, com um grande tamanho do efeito, além de
alteragdes menos proeminentes nos valores de AD e RD no caso da SCAZ2.

A FA é uma medida sensivel a organizagdo direcional das fibras da
substancia branca. A redugao dos valores de FA reflete perda de coeréncia
microestrutural, podendo indicar tanto degeneragcdo axonal quanto
desmielinizagdo ou desorganizacao das fibras, o que compromete a condugao
eficiente de impulsos nervosos(136,138,162). Em doengas neurodegenerativas,
como as SCAs, a diminuicdo da FA pode ser interpretada como marcador de
dano tecidual e perda da integridade das vias longitudinais da medula
espinhal(137,163).

As métricas derivadas de DTI permitem inferir ndo sé a presencga, mas

também a natureza da lesdo da substancia branca, especialmente os mapas de
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AD e RD. A AD representa a difusao da agua ao longo do principal eixo das fibras
e tem sido amplamente utilizada como marcador indireto de integridade axonal.
Por sua vez, a RD quantifica a difusdo perpendicular a direcao principal e esta
associada a integridade mielinica, sendo frequentemente relacionada a
processos de desmielinizagao ou disfungao de oligodendrdcitos(164,165).

Nos pacientes com SCA2, a reducéo dos valores de FA e aumento nos
valores de AD e RD podem sugerir comprometimento tanto axonal quanto
mielinico. Dessa forma, os achados de DTl fornecem subsidios adicionais sobre
0s mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a degeneragdo medular na SCA2.

Na SCA3, também foram evidenciadas alteracbes microestruturais
relevantes, com redugao significativa da FA e aumento de RD em multiplos tratos
da medula espinhal, indicando prejuizo na organizagao direcional das fibras e
possivel perda mielinica. A presenca de correlagado entre os valores de RD no
fasciculo cuneiforme esquerdo em C3 e os escores da escala SARA sugere que
essas alteragbes microestruturais possuem relevancia clinica e podem refletir,
ao menos parcialmente, o grau de disfungdo motora observado nesses
pacientes.

A auséncia de alteragdes significativas nos indices de difusdo nos
pacientes com SCAB6, por outro lado, reforca a natureza predominantemente
cerebelar dessa forma de ataxia e a relativa preservacédo da substancia branca
medular. Essa dissociacdo entre os subtipos evidencia o potencial da DTI
medular como ferramenta sensivel para discriminar diferentes padrdes de
envolvimento anatdmico nas SCAs.

Em conjunto, os dados de DTI obtidos neste estudo ampliam o
conhecimento sobre a fisiopatologia das SCAs, demonstrando que as alteragdes
microestruturais medulares sdo marcantes nas formas associadas a SCA2 e
SCA3, mas ausentes na SCAG.

5.1.3 Correlagodes clinico-radiolégicas e potencial como biomarcador

A andlise das correlagées entre os achados de neuroimagem e as variaveis
clinicas revelou padrdes distintos entre os subtipos avaliados. Em pacientes com
SCA2, os parametros morfométricos e microestruturais da medula espinhal
apresentaram correlagao significativa com a duragéo da doenga, mas n&do com

a gravidade clinica, conforme avaliada pela escala SARA. Esse padrao sugere
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que, na SCA2, o comprometimento medular ocorre de forma progressiva ao
longo do tempo, sendo um marcador sensivel da cronologia da doenga, ainda
que sua repercussao funcional ndo esteja plenamente refletida nas medidas
clinicas utilizadas. A auséncia de associagao com os escores da SARA pode
refletir o fato de que essa escala, embora amplamente empregada na avaliagao
de SCAs, tem maior acuracia para achados motores, sendo os achados relativos
as vias ascendentes mais bem avaliados por escalas que considerem com igual
relevancia o aspecto sensitivo(166).

Os tratos medulares mais acometidos nos pacientes com SCA2 foram os
fasciculos gracil e cuneiforme, ambos responsaveis pela conducédo de
informacgdes proprioceptivas conscientes e vibragdo aos niveis superiores do
sistema nervoso central. A degeneracdo dessas vias pode contribuir para
manifestagbes clinicas frequentemente descritas na SCA2, ndo s6 ataxia
sensitiva, mas também déficits de sensibilidade profunda. Adicionalmente, a
presencga de sinais piramidais relatada em séries clinicas de SCA2, pode estar
associada a degeneracao de tratos descendentes medulares encontrada.

Na SCAS3, por outro lado, observou-se correlagdo entre os indices de
difusdo em tratos especificos da medula espinhal e os escores clinicos da SARA,
sem associagao significativa com a duracdo da doenca. Esse achado pode
refletir uma maior influéncia do envolvimento espinhal na manifestagao clinica.

Essas observacbdes sustentam a hipotese de que os biomarcadores
derivados da ressonancia magnética da medula espinhal podem refletir aspectos
distintos da fisiopatologia entre os subtipos de SCA e, nesse contexto, podem
auxiliar na estratificacdo fenotipica dos pacientes. A incorporagao de medidas
estruturais e microestruturais da medula em protocolos clinicos e de pesquisa
pode contribuir para uma caracterizagdo mais precisa do envolvimento
neurolégico, permitindo distinguir padrées com diferentes implicacbes
prognésticas e funcionais. A utilizagdo combinada de dados clinicos e
neuroimagem avangada tem, portanto, potencial para melhorar a sensibilidade
na deteccao de sinais precoces, bem como para a definicdo de subgrupos com
caracteristicas distintas de progressdo, o que € especialmente relevante no

contexto de ensaios clinicos e de intervencdes terapéuticas personalizadas.
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Finalmente, € essencial ressaltar que este estudo apresenta limitagdes
importantes, como o tamanho amostral reduzido, centro unico e delineamento
transversal, que impedem inferéncias sobre a progressdo temporal das
alteracdes observadas. Além disso, a auséncia de dados neurofisiologicos limita
a correlacao entre achados estruturais e fungdo medular. Estudos longitudinais,
com amostras ampliadas e caracterizagao clinica e funcional mais abrangente,

sdo necessarios para validar e expandir os achados aqui reportados.
5.2 Capitulo 2: Neuroimagem multimodal em SCA2, ELA e ELA-

ATXN2

O segundo estudo da tese expandiu a analise de neuroimagem para além da
SCA2, explorando o espectro das doengas relacionadas a ATXNZ2, incluindo
SCA2, ELA-ATXNZ2 e ELAe, a partir de abordagens morfométricas cerebrais,
cerebelares e espinhais integradas a correlagdo com um mapa de expresséo
genética.

5.2.1 Atrofia difusa e assinatura anatomica ampla na SCA2

A proteina ataxina-2, codificada pelo gene ATXN2, esta envolvida em multiplos
processos celulares essenciais, incluindo regulagéo da tradugdo, homeostase de
RNA, formacao de granulos de estresse e dinamica de membranas(41,62). Sua
expressdao € difusa no sistema nervoso central, mas apresenta niveis
particularmente elevados em regides como o cerebelo, tronco encefalico, talamo
e medula espinal, conforme demonstrado por dados transcriptomicos do Allen
Human Brain Atlas apresentados no capitulo 2(158).

Em modelos experimentais de SCA2, a ataxina-2 alterada promove
disfungdes celulares via mecanismos de ganho téxico de funcéao, incluindo
acumulo de agregados proteicos, perda da homeostase de RNA e alteragdes na
excitabilidade neuronal, culminando em degeneragao progressiva(30,45).

Pacientes com SCA2 apresentaram um padrao caracterizado por atrofia
extensa, englobando cerebelo, tronco encefalico, nucleos da base, cértex motor
e medula espinal. Essa assinatura anatdbmica multisistémica condiz com as
manifestagdes clinicas heterogéneas da SCA2 e confirma a presenca de
degeneragao além da via cerebelar classica. Além disso, o padrao espacial de
atrofia apresentou correlagdo topografica significativa com os mapas de
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expressao do gene ATXNZ2, sugerindo um mecanismo de toxicidade dependente
da expressao regional da ataxina-2 como descrito anteriormente(30,38).

Embora os achados de atrofia em regides vulneraveis na SCA2 ja tenham

sido previamente descritos, a analise conjunta com dados de expressao génica
regional representa um diferencial deste estudo. A correlagdo espacial com o
padrdao de expressao do ATXNZ2 oferece uma contribuicdo adicional a
interpretacéo fisiopatoldgica, ainda pouco explorado em publicagbdes anteriores.
5.2.2 ELA-ATXN2: perfil anatémico restrito com envolvimento de tronco
encefalico e medular
Na ELA-ATXN2, o padrdao de atrofia foi mais restrito, com acometimento
predominantemente focal do tronco encefalico e da medula cervical, ndo houve
envolvimento significativo do cortex motor ou do cerebelo.
Diferentemente do observado em SCA2, as regides afetadas n&o coincidiram
com os locais de maior expressao do gene ATXNZ2 exibidas no Allen Human
Brain Atlas. Essa dissociagdo sugere que o mecanismo fisiopatolégico
subjacente a ELA-ATXNZ2 pode nao decorrer diretamente da toxicidade celular
em regides de alta expressao do gene, como no caso das SCAs, mas sim de um
efeito modulador de vias comuns a ELAe.

Ha dados na literatura sugerindo que alelos intermediarios de ATXNZ2
aumentam a vulnerabilidade neuronal por promoverem desregulagdo da
homeostase de RNA indiretamente através da formag¢ao anémala de agregados
de TDP-43, proteina nuclear envolvida na patogénese da maioria dos casos de
ELAe(35,37,45,129). Assim, os achados do presente estudo corroboram a
concepgao de que a ELA-ATXNZ2 representa um subtipo molecular com vias
fisiopatoldgicas parcialmente sobrepostas as da ELAe, mas com mecanismos
desencadeadores distintos e potencialmente mais sensiveis a instabilidade do
RNA e a disfungdo dos mecanismos de processamento pds-transcricional(59).
N&o obstante, essa hipdtese é ainda amparada pelo dado epidemioldgico de que
a expansao intermediaria da ATXN2 nao s6 € um alelo de risco, mas também
modulador da gravidade clinica(55,58).

Uma hipdtese adicional, embora especulativa, para explicar esse padrao

de lesdo é que, a degeneragao do sistema nervoso central na ELA-ATXN2
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ocorra, preferencialmente, em regides onde ambos os genes, ATXN2 e
TARDBP, que codifica a proteina TDP-43, apresentam alta expressao.

Por fim, a auséncia de comprometimento do cortex motor no grupo ELA-
ATXNZ contrasta com achados robustos da literatura em ELAe. Tal discrepancia
pode refletir um mecanismo préprio, mas € também possivel fruto de limitagdes
relacionadas ao tamanho da amostra, ndo devendo ser interpretada como
auséncia definitiva de envolvimento cortical. Estudos com maior poder estatistico
sao importantes para elucidar esse ponto.

5.2.3 ELAe: padrao cortical restrito e auséncia de acometimento medular
No subgrupo de pacientes com ELAe, os achados do capitulo 2 evidenciaram
atrofia restrita ao giro pré-central, sem evidéncia de lesdes em tronco, cerebelo
ou medula espinal. Este achado reforca a hipétese de que a ELAe compartilha
menos sobreposicao estrutural com os fendtipos relacionados ao ATXNZ.

Essa dissociagao topografica sugere que mecanismos fisiopatolégicos
diferentes podem estar implicados em cada subtipo, apesar do fenétipo motor
compartilhado. E possivel argumentar a favor da necessidade da confirmacéo
dos dados, porém, o método adotado, incluindo o pareamento entre os grupos
por idade, sexo e gravidade clinica, bem como o ajuste estatistico por centro e
para multiplas comparagdes, confere maior confiabilidade aos resultados
obtidos. Esses achados reforcam a heterogeneidade anatébmica da ELA e
destacam a importancia de abordagens baseadas em subtipos moleculares para
a compreensao da diversidade estrutural da doenca.

5.2.4 Correlagoes clinico-radioldgicas e contribuicoes para o entendimento
fisiopatolégico das doengas associadas ao gene ATXN2

As correlagdes clinicas observadas reforgam a relevancia funcional dos achados
estruturais identificados neste estudo. No grupo com ELAe, a auséncia de
associacgao entre a espessura cortical pré-central e os escores de gravidade ou
duracgéo da doenga sugere que marcadores corticais isolados podem néo refletir
com precisao a progressao clinica em determinados casos. Em contraste, no
grupo ELA-ATXNZ2, tanto a CSA da medula cervical quanto o volume do
mesencéfalo apresentaram correlagcao positiva com os escores do ALSFRS-R,

permitindo especular que alteragdes em regides caudais do neuroeixo estariam
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mais relacionadas ao status funcional nesses pacientes, como descrito
previamente(167).

Além disso, no grupo SCA2, os volumes de diversos I6bulos cerebelares
mostraram associagao robusta com a gravidade da ataxia, conforme mensurada
pela escala SARA, corroborando o papel do cerebelo como substrato anatémico
crucial, embora n&o exclusivo, do quadro clinico. Esses dados sugerem que,
embora os trés grupos compartilhem aspectos motores em comum, os correlatos
clinico-radiolégicos sao especificos a cada subtipo, refletindo diferentes
trajetdrias anatémico-funcionais de neurodegeneracgao.

Os achados estruturais obtidos neste estudo contribuem para o debate
sobre a existéncia de um espectro clinico-patolégico continuo entre SCA2 e ELA-
ATXNZ2, ou se estas representam entidades biologicamente distintas. Embora
haja intersecgdo genética entre ambas, os padrbes de neurodegeneracao
identificados por neuroimagem quantitativa foram notavelmente dissociados. A
SCA2 demonstrou acometimento extenso e difuso, enquanto a ELA-ATXN2
apresentou envolvimento restrito ao tronco encefalico e medula, e a ELAe foi
marcada por atrofia isolada no cértex pré-central.

Caso houvesse um espectro em gradiente de degeneragdo anatomo-
funcional entre SCA2 e a ELA, seria esperado encontrar sobreposi¢cdes graduais
ou zonas de transigdo entre os grupos, o que nao se observou. Esses achados
favorecem a interpretacao de que mecanismos moleculares distintos orientam a
topografia da degeneragao em cada fendtipo clinico, desafiando a ideia de um
continuo linear e apoiando, ao menos estruturalmente, uma organizagao

dicotdbmica entre as doengas associadas ao gene ATXNZ2.
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6. CONCLUSAO

1. Pacientes com SCA2 e SCA3 apresentaram atrofia medular cervical e
alteragbes microestruturais nos tratos da substancia branca enquanto pacientes
com SCAG6 nao apresentaram alteragdes significativas.

2. Em pacientes com SCA2 e SCA3, houve correlagdo dos dados por
neuroimagem avangada com a gravidade da doenga, com caracteristicas
proprias de cada grupo.

3. A ELA-ATXN2, ELAe e SCA2 apresentam padrdes de lesdo distintos com
intersecgdes: na ELA-ATXNZ2 observa-se comprometimento do tronco encefalico
e da medula espinhal; na ELAe, as alteragdes restringem-se predominantemente
ao cortex motor; enquanto na SCA2 identifica-se um acometimento difuso,
envolvendo tanto o encéfalo quanto a medula espinhal.

4. Achados medulares e mesencefalicos se correlacionam com achados da
ALSFRS-R no grupo ELA-ATXNZ2. Volumes cerebelares se correlacionam a
escala SARA no grupo SCA2.

5. Mapas de expressao génica se correlacionam com padrao lesional na SCA2
mas n&o na ELA-ATXN2
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Introducéo:

Introducéo Doencgas heredodegenerativas:

Doengas neurodegenerativas sé&o doencas neurologicas heterogéneas que podem envolver deméncia,
doengas do neurdnio motor e distarbios do movimento. Nessas doengas ha destruigdo progressiva e
irreversivel de neurénios e gradativamente o paciente perde suas fungdes motoras, fisioldgicas efou sua
capacidade cognitiva. Essas doengas podem cursar com sindrome demencial como manifestagao clinica
principal, com sindrome demencial associada a disturbios do movimento ou exclusivamente com distdrbios
do movimento. Entre elas existem as Ataxias, Doenga de Huntington , Parkinson, Esclerose Lateral
Amiotrofica e outras. As doencgas heredodegenerativas constituem um grupo amplo e prevalente de
enfermidades cronicas caracterizadas: 1. Pela morte prematura e acelerada de populagdes neuronais tanto
no sistema nervoso central quanto periférico, e 2. Pelo substrato genético. Podem se manifestar tanto na
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infancia quanto na vida adulta, mas invariavelmente tem curso progressivo culminando com grave debilidade
motora e/ou cognitiva apés alguns anos de doenga. Em conjunto, a prevaléncia deste grupo de doencas
supera 20 casos a cada 100.000 habitantes (Ruano et al, 2014; Pringsheim T et al, 2012; Valdmanis &
Rouleau, 2008). Do ponto de vista genético, estas doengas podem ter padrdo de heranga autossémico
recessiva (AR), autossémico dominante (AD), ligado ao X ou mitocondrial. As formas de inicio tardio, na vida
adulta, frequentemente segregam como tragos AD, enquanto que as formas AR ou ligadas ao X tendem a
se apresentar mais precocemente. Em relagéo ao fenétipo, ha extrema variabilidade dentro do grupo.
Existem enfermidades com apresentacéo predominante ou exclusiva de natureza cognitiva — como as
formas familiares da doenca de Alzheimer e da deméncia frontotemporal. Na prética, a grande maioria das
doengas heredodegenerativas tem como principal manifestagéo o comprometimento motor. Este pode se
expressar através de fraqueza muscular, amiotrofia, espasticidade, tremor, rigidez, distonia e ataxia, que
podem vir de forma isclada ou combinadas em um mesmo paciente. Dentro da via motora, o sitio de
comprometimento pode se estender do sistema nervoso periférico ao cortex cerebral. O foco deste projeto
recaird sobre 3 das principais formas de doencas heredodegenerativas motoras, que serdo discutidas a
seguir: a Esclerose lateral amiotréfica familiar (FALS), as paraparesias espasticas hereditarias (PEH) e as
ataxias espinocerebelares (SCA). 1- Esclerose lateral amiotréfica familiar (FALS). A esclerose lateral
amiotréfica (ELA) € a principal representante das DNM neurodegenerativas e a mais relevante de todas as
DNM, sobretudo em populagées adultas (Kiernan et al, 2011). E uma condi¢do devastadora caracterizada
por perda de forga progressiva, que se dissemina para todas as regides do corpo, sendo acompanhada por
atrofia muscular generalizada, fasciculagdes e caimbras. Em média, os pacientes v&o a obito cerca de 3
anos apds os primeiros sintomas, em virtude de insuficiéncia respiratéria ou de complicagoes relacionadas a
disfagia (Kiernan et al, 2011). Cerca de 10% dos casos de ELA tém um substrato genético; essas formas
sdo chamadas de ELA familiar (FALS) e ja existem pelo menos 14 loci e/ou genes identificados (Chia et al,
2018). A grande maioria dos pacientes, entretanto, surge de forma esporadica, sem recorréncia familiar
(ELA esporadica). Os mecanismos subjacentes a ELA, especialmente na forma esporadica, ainda ndo estdo
completamente elucidados e por isso, ndo dispomos de tratamentos capazes de alterar significativamente a
histéria natural desta grave enfermidade. Dentre as alteragdes mais conhecidas nos pacientes com FALS,
temos as mutagbes nos genes SOD1 (codifica a enzima superéxido dismutase), TARDBP (ou TDP-43 que
codifica a proteina de ligagdo TAR DNA, alterando expresséo e regulagdo génica, processamento de mRNA
e regulagéo do RNA), FUS (codifica a proteina de fusdo no sarcoma, exibindo mesmas fungdes
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alteradas do gene anterior) e ANG (codifica angiogenina, ribonuclease, familia da RNase A, regulando a
transcricdo de RNA). Dentre estes, a FALS relacionada a mutages no gene SOD1 tem maior prevaléncia,
correspondendo a 20% dos casos na Europa/USA (Chia et al, 2018). Recentemente ganhou destaque o
gene C9orf72 no contexto da FALS (De Jesus-Hernandez et al , 2011). A repeticdo de um hexanucleotideo
GGGGCC em uma regido nao codificadora deste gene foi descrita como a causa mais frequente nao
apenas de FALS, mas também de deméncia fronto temporal familiar. As muta¢des no gene C9orf72
comespondem a 34.2% dos casos de FALS e 5.9% dos casos esporadicos (Majounie et al, 2012). Supde-se
que essa alteracéo gere um mecanismo que favorece um ganho de funcgéo téxica ao RNA. Tal mutacéo leva
a doenca de heranga classicamente AD. No Brasil, outro gene que merece destaque no contexto da FALS &
o VAPB (Nishimura et al, 2004). Uma mutagéo misense p.Pro56Ser foi identificada em familias brasileiras
segregando quadros tanto de FALS quanto de amiotrofia espinhal distal com padrdo de heranga AD.
Recentemente, este gene foi reportado como a causa mais frequente de FALS em coorte de pacientes do
estado de S&o Paulo (Chadi et al, 2017). 2- PARAPARESIA ESPASTICA FAMILIAR (PEH) As paraparesias
espasticas hereditarias (PEHs) compde um grupo heterogéneo de condi¢cdes que compartilham a presenca
de espasticidade e fraqueza dos membros inferiores como manifestagdo predominante. O substrato
anatémico de tal manifestacdo consiste na degeneragdo das porgdes mais distais em um padrdo
comprimento-dependente dos axdnios que comp&em o trato corticoespinhal (TCE) (Faber et al, 2014). Do
ponto de vista genético, as PEH séo transmitidas por todas as formas de heranga mendeliana, podendo
segregar de maneira autossémica dominante (AD), autossémica recessiva (AR) ou ligada ao X, também
havendo casos de heranga mitocondrial. As PEHs estdo entre as desordens mais heterogéneas da
neurologia. Tal heterogeneidade & tanto genética, em que sdo conhecidos atualmente mais de 80 genes ou
loci génicos relacionados, quanto clinica, com apresentagtes clinicas variadas produzidas por mutagdes em
um mesmo gene, o que dificulta 0 adequado diagnéstico. Com base no fenétipo, as PEHs sdo subdivididas
em formas puras ou complicadas. No primeiro ¢aso 0s pacientes afetados apresentam sinais e sintomas de
liberagéo piramidal associados ou ndo a disfungéo esfincteriana e de funiculos posteriores da medula. Ja
nas formas complicadas os achados de liberacéo piramidal sdo acompanhados de outras manifestagdes
neurolégicas como epilepsia, comprometimento cognitivo, distlrbios do movimento, entre outros. Apesar do
grande nimero de genes potencialmente causadores de PEH, estes estdo envolvidos com um pequeno
grupo de fungdes celulares que convergem para disfungéo dos prolongamentos distais dos tratos piramidais.
Os componentes requeridos para adequado funcionamento dos longos axénios que compde o TCE,
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tais como proteinas, lipideos e organelas, produzidos na regido do compo celular, precisam ser transportados
ao longo destas que séo as céulals longitudinalmente mais extensas do corpo humano. A disfuncéo no
transporte intracelular de substancias constitui determinante fundamental da PEH, levando aos sinais e
sintomas que resultam essencialmente da perda de conectividade entre o primeiro € o segundo neurdnio
motor. As formas de heranga AD representam até 80% dos casos de PEH em paises da Europa e America
do Norte (Ruano et al, 2014). O fendtipo puro € o mais encontrado, sendo o gene SPAST/SPG4 responsavel
por até 60% dos casos dominantes e 12% dos casos esporadicos (Franca Jr et al, 2014). O inicio dos
sintomas & em média aos 30 anos, mas hé casos de inicio na infancia e em idosos, com heterogeneidade
intrafamiliar. Dentre as formas recessivas, merecem destaque por sua frequéncia os subtipos ligados aos
genes SPG7 e SPG11 (ou KIAA1840). Na PEH-SPG7 — que € forma AR mais comum de inicio no adulto - o
guadro é frequentemente acompanhado de ataxia cerebelar e anormalidades oculares como. ptose,
oftalmoplegia externa, paresia supranuclear do olhar vertical e atrofia optica (Klebe et al, 2012). A PEH-
SPG11 é a forma mais AR mais frequente de inicio na infancia. Tipicamente é uma forma complicada
associada a disfungé@o cognitiva e corpo caloso fino visto & neuroimagem (Stevanin et al, 2007). A disfuncéo
de marcha inicia-se em média aos 15 anos, mas ¢ frequente um histérico prévio de dificuldade escolar e
alteragdes sutis de marcha (andar nas pontas dos pés ou quedas frequentes). 3- ATAXIAS
ESPINOCEREBELARES (SCA). As ataxias espinocerebelares tem um padré@o de heranga AD e ja se
conhecem mais de 40 subtipos genéticos da doenga (SCAs 1-43) (Depondt et al, 2016). Elas constituem um
grupo de doencgas cuja manifestagéo central é a perda de coordenagéo e equilibrio por dano ao cerebelo
efou conexdes — ou seja, ataxia (Schols et al, 2004). O curso das SCAs é lentamente progressivo,
culminando com incapacidade de marcha, disfagia, disartria nas fases mais avangadas. As SCAs sé&o
enfermidades de inicio habitualmente no adulto jovem, mas existe grande variagdo com casos de inicio
infantil e até no idoso (>65 anos). Em média, os pacientes sobrevivem de 15 a 20 anos apo6s os primeiros
sintomas e o 6bito sobrevem devido a complicacées como pneumonia aspirativa ou traumatismos cranio-
encefalicos (Kieling et al, 2007).Além da ataxia, diversos outros tipos de manifestagdes motoras e néo-
motoras sé&o encontrados nos pacientes com SCA. Parkinsonismo, distonia, tremores, espasticidade e
neuropatia periférica séo frequentes em pacientes com SCA1, 2, 3 e 17, por exemplo (Schols et al, 2004).
Na SCA7, um achado tipico associado ao quadro € a perda visual devido & degeneragéo de
cones/bastonetes na retina. Algumas formas tem uma apresentacdo exclusiva de ataxia e por isso, a
evolugdo tende a ser mais favoravel, como no caso da SCAG. Do ponto de vista genético, uma parcela
expressiva das SCAs tem como causa expansdes anormais do trinucleotideo CAG em
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regides codificantes de determinados genes (exons). Neste caso, a alteragéo genética leva a producéo de
uma cadeia anormalmente longa de poligutaminas (o tripleto CAG codifica o aminoacido glutamina). Por
isso, esse grupo € também conhecido como doengas por poliglutaminas (PolyQ disorders) (Everett & Wood,
2004). Fazem parte deste grupo a SCAI1, 2, 3, 6, 7, 17 e uma condigdo assemelhada, a atrofia dentato-
pélido-rubro-luisiana (DRPLA). Neste subgrupo de SCAs, existe uma comrelagdo clara, mas imprecisa entre
o tamanho da expanséo e a expressao clinica da doenga, em particular no que se refere a idade de inicio
dos sintomas (van de Warrenburg et al, 2005). Paralelamente, sabe-se que as expansdes anormais t&m
uma tendéncia de sofrer aumento progressivo de tamanho a cada nova meiose. Esses dois aspectos
explicam o fendmeno clinico, que é préprio delas, chamado de antecipagao - o inicio progressivamente mais
precoce e com maior gravidade ao longo das geragbes sucessivas. Dentre as SCAs, a doenga de Machado-
Joseph (ataxia espinocerebelar fipo 3 ou SCA3) é a forma mais comum globalmente, e particularmente nos
paises com colonizagéo portuguesa. No Brasil, a SCA3 corresponde a quase 70% de todas as ataxias
hereditarias (Lopes-Cendes et al, 1997). Outras formas também descritas em nosso pais e que tem
frequéncia relevante sdo SCA1, SCA2, SCAG (sobretudo em descendentes de japoneses) e SCA10 (na
regigo sul do Brasil) (de Castilhos et al, 2014). PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS: limitagbes existentes As
doengas heredodegenerativas abordadas acima — FALS, PEH e SCAs - constituem um desafio terapéutico
para o neurologista ainda nos dias de hoje. Existem apenas duas drogas aprovadas pelo FDA para o
tratamento da FALS (Riluzole e Edaravone), mas ambas com efeito paliativo e bastante discreto (prolongam
a sobrevida em 2 a 3 meses) (Writing group, Lancet Neurol 2017). Para pacientes com PEH e SCAs nédo ha
nenhum tipo de intervencdo comprovadamente eficaz. Mesmo terapias sintomaticas séo implementadas
com base em evidéncias circunstanciais. Na medida em se avolumam os conhecimentos sobre a biologia
destas doengas, novos alvos terapéuticos vém sendo identificados e drogas eficazes podem surgir. Algumas
destas moléculas candidatas se encontram em fase de testes pré-clinicos e outras até em ensaios de fase 1
-2 (Schols et al, 2017; Miller et al, 2013). A despeito disso, uma grande limitagdo existente nos programas
clinicos de desenvolvimento de novos tratamentos & a caréncia de dados sobre a historia natural destas
enfermidades e sobre potenciais biomarcadores. Para o desenho de ensaios clinicos, especificamente, é de
fundamental importancia saber qual a taxa de progresséo destas doencas para que se possa estimar qual o
namero de pacientes e qual tempo de seguimento serdo necessarios em cada um dos bragos do estudo
(placebo x droga). No caso das PEH e das SCAs, que tem evolugdo extremamente lenta, a quantificagdo da
deterioracdo baseada apenas em escalas clinicas se mostra pouco sensivel (variagdo anual < 1%) (Jacobi
et al,
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2015; Tezenas du Montcel et al , 2012). Assim, tomando por base este tipo de parametro, para a confecgéo
de ensaios clinicos seriam necessarias coortes extremamente grandes e com um tempo de seguimento
muito longo (2 anos) para avaliagdo de potenciais efeitos terapéuticos (Saute el al, 2015). No contexto de
doengas raras, como & o caso, isto tomaria praticamente inviavel a execugéo deste tipo de teste terapéutico.
Por isso, ha necessidade de novos biomarcardores que se mostrem mais sensiveis (ie, tenham maior
variagéo ao longo do tempo) para rastrear a progressdo destas doengas, facilitando assim o desenho dos
ensaios dlinicos. Dentre os potenciais biomarcadores estudados, a neuroimagem baseada na ressonéncia
magnética tem destaque (Klaes et al, 2016). As modernas técnicas de analise permitem documentar e
quantificar in vivo as alteragdes estruturais e funcionais do sistema nervoso central. Atualmente, dispomos
de ferramentas robustas para medir, por exemplo, espessura de regides corticais, volume de nucleos
profundos e cerebelo, integridade microestrutural de fasciculos dentro da substancia branca, e area de
secgio transversa da medula espinhal (Klaes et al, 2016; de Albuguerque et al, 2017). No contexto das
doencas de interesse deste projeto, portanto, temos a capacidade de investigar de modo abrangente as
principais estruturas afetadas, caso do cerebelo (nas SCAs) e as vias motoras piramidais (nas PEH e
FALS). Na verdade, existe um conjunto de publicagdes disponiveis nesta area, que reforgca o grande
potencial da neuroimagem quantitativa como biomarcador (de Albuquerque et al, 2017; Agosta et al, 2015;
D'Abreu A et al, 2009). Entretanto, ha uma grande caréncia de estudos com desenho longitudinal, o que
representa uma enorme limitacdo quando vislumbramos a aplicagéo no contexto de ensaios clinicos (de
Albuquerque et al, 2017). Outro aspecto que tem recebido muito interesse recentemente & a avaliagdo de
individuos pré-sintomaticos. Dados anatomopatoldgicos e de imagem indicam que quando os pacientes
manifestam os primeiros sintomas, ja houve uma perda macica de neurénios (Jacobi et al, 2013). Portanto, a
instituicdo de tratamento nesta fase seria tardia e teria chance reduzida de produzir algum beneficio clinico.
Assim, o foco de investigagdo tem recaido sobre individuos sob risco — como por exemplo, filhos ou irméos
assintomaticos de pacientes. Dados recentes sugerem que nestas doengas existe um periodo pré-
sintomatico em que hé dano neuronal passivel de detecgédo através de neuroimagem ou outros
biomarcadores, mas ainda sem produzir sintomas clinicos (Jacobi et al, 2013; Floeter et al, 2017). Este seria
o momento ideal para se iniciar e testar novos potenciais tratamentos. Portanto, hé necessidade de se
investigar esta populagéo de individuos portadores de mutagdo, mas ainda numa fase assintomatica, com o
intuito de determinar quanto dura esta fase pré-clinica, por onde comegam os danos e sobretudo, como é a
progresséo. Curiosamente, ainda ha muito poucos estudos voltados para isto notadamente explorando a
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correlagéo entre exame clinico-neurolégico e neuroimagem.

Hipodtese:

Com uma observacgéo longitudinal e individuos em risco e afetados para comparagdo, espera-se poder
observar como e quando iniciam as alteragdes estruturais no cérebro, antes do aparecimentos dos
sintomas. Assim, sera possivel implementar novos estudos buscando um diagnéstico e condutas mais
precoces para essas doengas neurodegenerativas de infcio tardio.

Metodologia Proposta:

Propomos aqui um estudo amplo voltado para a caracterizacéo clinica e de imagem na FALS, PEH e SCA.
Em especial, focado na identificagéo de possiveis biomarcadores e para a determinagéo da histéria natural
de cada uma das enfermidades, pontos fundamentais para o desenho de ensaios clinicos. No estudo
realizado com os pacientes (individuos sintomaticos), o foco recaira na identificagdo das areas/estruturas
danificadas em cada um dos subtipos de FALS, PEH e SCA; no padréo de progresséo deste dano ao longo
do tempo; e na correlag@o com a deterioragéo clinica. No estudo realizado com os individuos sob risco,
procuraremos esclarecer quanto dura e como progride o periodo pre-sintomatico em cada uma destas
enfermidades.Haverdo dois bragos do estudo. « O primeiro com pacientes sintomaticos que serdo
submetidos a avaliag&o clinica e por RM a cada 12 meses por um periodo total de 5 anos. = O segundo sera
formado por individuos sob risco para FALS, PEH e SCA. Aqui serdo convidados filhos e irmaos
assintomaticos de pacientes portadores de formas autossémicas dominantes de FALS, PEH e SCA. Neste
brago do estudo, teremos tanto individuos portadores da mutagao (pré-sintomaticos, que irdo desenvolver
manifestagbes da doenga futuramente) quanto individuos ndo portadores da mutagéo (normais, que néo irdo
desenvolver manifestagdes da doenga futuramente). Ambos (pré-sintomaticos e normais) passardo por
avaliagdes clinica e de RM anual ao longo de 5 anos. O acompanhamento dos individuos normais sera
realizado para pemitir a comparagéo do padréo evolutivo com os individuos pré-sintomaticos. Estudo clinico
. Os pacientes serdo submetidos a uma avaliagdo clinica, com anamnese dirigida e exame neuroldgico no
momento inicial e a cada 12 meses por um periodo de 5 anos. A idade de inicio e a duragdo dos sintomas
serdo registradas para posterior andlise. A quantificacao da disfungo clinica sera realizada mediante o uso
de escalas validadas para o porfugués para cada uma das doengas: 1. FALS: Amyotrophic lateral sclerosis
functional rating scale (ALSFRS) (Cedarbaum et al, 1999). 2. PEH: Spastic paraplegia rating scale (SPRS)
(Servelhere et al, 2016). 3. SCA: Scale for the Assessment and Rating of Ataxia (SARA) (Braga-Neto
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et al, 2010). Diagnostico molecular: Individuos sob risco - Os individuos sob risco serdo submetidos & coleta
de amostra de sangue (20ml) através de puncéo venosa periférica para extragéo do DNA genémico a partir
de linfocitos do sangue periférico. Para cada individuo, sera feita a pesquisa apenas da mutagéo ja
identificada no parente sintomatico com o intuito de determinar o estado genético (se portador ou néo). O
diagnéstico molecular sera realizado no laboratério de genética molecular da FCM — UNICAMP, onde o DNA
sera armazenado. Para cada individuo sob risco, serd oferecida a possibilidade de ser ou néo informado
informado do resultado do seu teste genético (realizado conforme descrito acima). Para aqueles pacientes
que manifestem interesse em saber desta informag&o, sera realizado aconselhamento genético conforme
diretrizes nacionais e internacionais para testagem preditiva feito por neurogeneticista com experiéncia,
antes e depois da entrega do resultado (Lopes-Cendes et al, 2007) no ambulatdrio de neurogenética do HC-
UNICAMP. O resultado molecular sera arquivado pelo pesquisador, de forma a resguardar o participante.
N&o ird4 para o prontuario médico do HC-UNICAMP. Se no futuro o houver interesse em saber o resultado
podera entrar em contato com o pesquisador para ser encaminhado & neurogenética. As imagens de RM do
cranio e medula cervical seréo adquiridas em um sistema de 3T (Achieva-Intera PHILIPS), em planos
coronal, axial e sagital volumétrico (3D). Esta tltima é obtida com cortes de 1mm e permite reconstrucéo
futura de imagens em diferentes planos e inclinagdes. Os parametros de imagem serdo estabelecidos
conforme protocolo do laboratério de neuroimagem da FCM — — UNICAMP; onde ficardo armazenadas.

Critério de Inclusdo:

a)Individuos sintomaticos (pacientes): Neste grupo, seréo incluidos pacientes com manifestacdes clinicas e
confirmacdo genética molecular de FALS, PEH ou SCA em seguimento regular nos ambulatérios de
Neurogenética e Doengas neuromusculares do HC-UNICAMP.ldade superor a 18 anos. Que aceitarem a
participar do estudo.

b)Individuos sob risco:

Neste grupo, serdo incluidos filhos e irmé&os assintomaticos com idade maior de 18 anos de pacientes
portadores de formas AD de FALS, PEH ou SCA ja com diagnodstico molecular. Aqui teremos, portanto, tanto
individuos portadores da mutagdo genética (pré-sintomaticos) quanto individuos néo portadores da mutagéo
genética (normais). Que aceitarem a participar do estudo e realizar o teste molecular.
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Critério de Excluséo:
Critérios de exclusdo: Idade inferior a 18 anos, comorbidades neurolégicas ou psiquiatricas, contra-
indicagbes para realizagdo do exame de RM (marcapasso cardiaco, claustrofobia).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério:

Objetivo geral- Caracterizar do ponto de vista clinico e de neuroimagem os pacientes com FALS, PEH e
SCA assim como os individuos sob risco.

Objetivo Secundario:

Objetivos especificos- Determinar a gravidade da disfungéo clinica nos pacientes com FALS, PEH e SCA
através do uso de escalas padronizadas.- Caracterizar 0 padrdo e gravidade do comprometimento do
sistema nervoso central nos pacientes com FALS, PEH e SCA através de estudo de ressonancia magnética.
- Caracterizar o padrao evolutivo dos parametros clinicos e de neuroimagem nos pacientes com FALS, PEH
e SCA - Caracterizar o padréo e gravidade do comprometimento do sistema nervoso central nos individuos
pré-sintomaticos com FALS, PEH e SCACaracterizar o padrao evolutivo dos parémetros clinicos e de
neuroimagem nos individuos pré-sintomaticos com FALS, PEH e SCA.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo informagdes do pesquisador: “Riscos: O Unico relacionado ao exame de ressonéncia 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 confortavel. Pessoas claustrofobicas podem se
sentir desconfortéaveis durante o exame. N&o existem efeitos nocivos associados com a ressonancia
magnética dentro das condi¢des utilizadas atualmente. Os riscos associados a coleta de material biologico
sdo dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. Se trata de uma coleta de sangue
geralmente da veia do brago que sera realizada por profissional treinado e habilitado para realizar esse
procedimento. Beneficios: Sua participagéo no estudo podera permitir uma avaliagdo mais detalhada das
alteracdes no cérebro e na medula espinhal de pacientes com essa doenga. Os resultados desse estudo
podem, a longo prazo, oferecer vantagens para os pacientes, possibilitando um melhor entendimento da
doenga e diagnostico mais precoce. Entretanto ndo ha nenhum beneficio ao senhor em participar.”
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Comentarios e Consideragdes scobre a Pesquisa:

Segundo informagdes do pesquisador responsavel pelo projeto, presentes no documento
“PB_INFORMAGCOES_BASICAS_1410858_E2. pdf’ de 09/08/2019: “Solicitagéo de emenda para incluséo de
dois novos membros da pesquisa, pra realizagéo de avaliagéo clinica dos pacientes com. Especificamente
Fabricio Castro de Borba para avaliagdo clinica de pacientes com Esclerose lateral amiotréfica e Camila
Callegari Pissinin para avaliagéo clinica dos pacientes com Ataxia de Machado Joseph. Esclarecemos que
as avaliagbes serdo as ja descritas no projeto, sem alteragdes.”.

Consideracées sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:
Para avaliagdo desta emenda, foram analisados os seguintes documentos anexados:

1-"PB_I NFORMAQC)ES_BASICAS_1 410858_E2.pdf" de 09/08/2019
2-“PB_INFORMACOES BASICAS_1198241_E1.pdf de 10/08/2018
3- “Projeto_MRI_doencas neurodegenerativas E2 pdf”

4- “Projeto_MRI_doencas _neurodegenerativas.pdf”’

5 “TCLE_Heredodegenerativas_pacientes.pdf”

6- “TCLE_Heredodegenerativas_sob_risco_atualizado.pdf”

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:
A emenda foi submetida devido a inclusdo de Fabricio Castro de Borba e Camila Callegari Pissinin a equipe
de pesquisa. Ndo foram realizadas outras alteragdes, portanto a emenda foi aprovada.

Consideragées Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagio do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apés anélise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuacgdo, exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagndstica ou
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terapéutica oferecida a um dos grupos da pesquisa, isto & somente em caso de necessidade de agéo
imediata com intuito de proteger os participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser moedificada e suas justificativas e aguardando a aprovacgéo
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente &
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também & mesma, junto com o parecer aprovatério
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatdrios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apos a data deste
parecer de aprovagéo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugio 466/2012 , item XI .2 lefra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

-0 pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apos o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_141085] 09/08/2019 Aceito
do Projeto 8 E2pdf 11:01.04
TCLE / Termos de | TCLE_Heredodegenerativas_sob_risco | 09/08/2019 |Maria Femanda Aceito
Assentimento / atualizado pdf 10:54:42 | Ribeiro Bittar
Justificativa de
Auséncia
TCLE f Termos de | TCLE_Heredodegenerativas_pacientes. | 09/08/2019 |Maria Femanda Aceito
Assentimento / pdf 10:53.52 | Ribeiro Bittar
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Justificativa de TCLE_Heredodegenerativas_pacientes. | 09/08/2019 |Maria Femanda Aceito

Auséncia pdf 10:53:52 | Ribeiro Bittar

Declaragao de E2 projeto_imagem. pdf 09/08/2019 |Maria Femanda Aceito

Pesquisadores 10:35:14 | Ribeiro Bittar

Projeto Detalhado / | Projeto_MRI_doencas_neurodegenerati | 09/08/2019 |Maria Femanda Aceito

Brochura vas_E2 pdf 10:29:59 | Ribeiro Bittar

Investigador

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 09/02/2018 | Maria Femanda Aceito
16:48:24 | Ribeiro Bittar

Situagac do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néo

CAMPINAS, 30 de Agosto de 2019

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini

(Coordenador(a))
Endereco: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126
Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br

Pagina 12de 12



99

Anexo 2: Licencga para utilizagao do artigo 1 em teses

15/02/2025, 21:02 RightsLink Printable License

SPRINGER NATURE LICENSE
TERMS AND CONDITIONS

Feb 15, 2025
This Agreement between Fabricio Castro de Borba ("You") and Springer Nature

("Springer Nature") consists of your license details and the terms and conditions provided
by Springer Nature and Copyright Clearance Center.

License Number 5970450351231
License date Feb 13,2025
Licensed Content Publisher Springer Nature

Licensed Content Publication Journal of Neurology

Licensed Content Title Tract-specific spinal damage in SCA2, SCA3 and SCA6
Licensed Content Author Fabricio Castro de Borba et al

Licensed Content Date Dec 12, 2024

Type of Use Thesis/Dissertation

Requestor type academic/university or research institute

Format print and electronic

Portion full article/chapter

Will you be translating? no

Circulation/distribution 1-29

Author of this Springer Nature
content

https:#/s100.copyright.com/CustomerAdmin/PLF jsp?ref=d37852a4-0e9d-4d01-b178-7089b1{dff47

1/6



15/02/2025, 21.02

Title of new work

Institution name

Expected presentation date

The Requesting Person /
Organization to Appear on the
License

Requestor Location

Customer Tax ID

Billing Type

Billing Address

Total

Terms and Conditions

100

RightsLink Printable License

DOENCAS NEURODEGENERATIVAS
ASSOCIADAS AO GENE ATXN2:
CARACTERIZACAO DO ESPECTRO CLINICO E
DE NEUROIMAGEM ESTRUTURAL

University of Campinas

Mar 2023

Fabricio Castro de Borba

Dr. Fabricio Borba
Rua Luis Otavio 2245

Campinas, SP 13087560
Brazil

BR0O000

Invoice

University of Campinas
Rua Luis Otavio
2245

Campinas, Brazil 13087560

0.00 USD

Springer Nature Customer Service Centre GmbH Terms and Conditions

The following terms and conditions ("Terms and Conditions") together with the terms
specified in your [RightsLink] constitute the License ("License") between you as
Licensee and Springer Nature Customer Service Centre GmbH as Licensor. By
clicking 'accept’ and completing the transaction for your use of the material ("Licensed
Material™), you confirm your acceptance of and obligation to be bound by these Terms

and Conditions.

1. Grant and Scope of License

1. 1. The Licensor grants you a personal, non-exclusive, non-transferable, non-
sublicensable, revocable, world-wide License to reproduce, distribute, communicate

https:#/s100.copyright.com/CustomerAdmin/PLF jsp?ref=d37 852a4-0e9d-4d01-b178-7089b1{dff47

2/6



101

15/02/2025, 21:02 RightsLink Printable License

to the public, make available, broadcast, electronically transmit or create derivative
works using the Licensed Material for the purpose(s) specified in your RightsLink
Licence Details only. Licenses are granted for the specific use requested in the order
and for no other use, subject to these Terms and Conditions. You acknowledge and
agree that the rights granted to you under this License do not include the right to
modify, edit, translate, include in collective works, or create derivative works of the
Licensed Material in whole or in part unless expressly stated in your RightsLink
Licence Details. You may use the Licensed Material only as permitted under this
Agreement and will not reproduce, distribute, display, perform, or otherwise use or
exploit any Licensed Material in any way, in whole or in part, except as expressly
permitted by this License.

1. 2. You may only use the Licensed Content in the manner and to the extent
permitted by these Terms and Conditions, by your RightsLink Licence Details and
by any applicable laws.

1. 3. A separate license may be required for any additional use of the Licensed
Material, e.g. where a license has been purchased for print use only, separate
permission must be obtained for electronic re-use. Similarly, a License is only valid
in the language selected and does not apply for editions in other languages unless
additional translation rights have been granted separately in the License.

1. 4. Any content within the Licensed Material that is owned by third parties is
expressly excluded from the License.

1. 5. Rights for additional reuses such as custom editions, computer/mobile
applications, film or TV reuses and/or any other derivative rights requests require
additional permission and may be subject to an additional fee. Please apply to
journalpermissions(@springernature.com or bookpermissions(@springernature.com
for these rights.

2. Reservation of Rights

Licensor reserves all rights not expressly granted to you under this License. You
acknowledge and agree that nothing in this License limits or restricts Licensor's rights
in or use of the Licensed Material in any way. Neither this License, nor any act,
omission, or statement by Licensor or you, conveys any ownership right to you in any
Licensed Material, or to any element or portion thereof. As between Licensor and you,
Licensor owns and retains all right, title, and interest in and to the Licensed Material
subject to the license granted in Section 1.1. Your permission to use the Licensed
Material is expressly conditioned on you not impairing Licensor's or the applicable
copyright owner's rights in the Licensed Material in any way.

3. Restrictions on use

3. 1. Minor editing privileges are allowed for adaptations for stylistic purposes or
formatting purposes provided such alterations do not alter the original meaning or
intention of the Licensed Material and the new figure(s) are still accurate and
representative of the Licensed Material. Any other changes including but not
limited to, cropping, adapting, and/or omitting material that affect the meaning,
intention or moral rights of the author(s) are strictly prohibited.

3. 2. You must not use any Licensed Material as part of any design or trademark.

3. 3. Licensed Material may be used in Open Access Publications (OAP), but any
such reuse must include a clear acknowledgment of this permission visible at the
same time as the figures/tables/illustration or abstract and which must indicate that
the Licensed Material is not part of the governing OA license but has been

https:#/s100.copyright.com/CustomerAdmin/PLF jsp?ref=d37 852a4-0e9d-4d01-b178-7089b1dff47



15/02/2025, 21:02
reproduced with permission. This may be indicated according to any standard
referencing system but must include at a minimum 'Book/Journal title, Author,
Journal Name (if applicable), Volume (if applicable), Publisher, Year, reproduced
with permission from SNCSC'.

RightsLink Printable License

4. STM Permission Guidelines

4. 1. An alternative scope of license may apply to signatories of the STM
Permissions Guidelines ("STM PG") as amended from time to time and made
available at https://'www.stm-assoc.org/intellectual-
property/permissions/permissions-guidelines/.

4. 2. For content reuse requests that qualify for permission under the STM PG, and
which may be updated from time to time, the STM PG supersede the terms and
conditions contained in this License.

4. 3. If a License has been granted under the STM PG, but the STM PG no longer
apply at the time of publication, further permission must be sought from the
Rightsholder. Contact journalpermissions(@springernature.com or
bookpermissionsi@springernature.com for these rights.

5. Duration of License

5. 1. Unless otherwise indicated on your License, a License is valid from the date of
purchase ("License Date") until the end of the relevant period in the below table:

Reuse up to distribution or time period indicated
in License

Reuse in a medical
communications project

Reuse in a

dissertation/thesis Lifetime of thesis

Reuse in a

: ; z Lifetime of journal/magazine
ljournal/magazine

Reuse in a book/textbook |Lifetime of edition

Reuse on a website 1 year unless otherwise specified in the License

Lifetime of presentation/slide kit/poster. Note:

R:iifl ‘::tiz:m islide publication whether electronic or in print of
Eit ;pos i presentation/slide kit/poster may require further

permission.

Reuse in conference

- Lifetime of conference proceedings

Reuse in an annual report

Lifetime of annual report

Reuse in training/CME
materials

Reuse up to distribution or time period indicated
in License

Reuse in newsmedia

Lifetime of newsmedia

Reuse in £ n i : :
Reuse up to distribution and/or time period
coursepack/classroom e i
: indicated in license
materials

6. Acknowledgement

6. 1. The Licensor's permission must be acknowledged next to the Licensed
Material in print. In electronic form, this acknowledgement must be visible at the
same time as the figures/tables/illustrations or abstract and must be hyperlinked to
the journal/book's homepage.

https:#/s100.copyright.com/CustomerAdmin/PLF jsp?ref=d37 852a4-0e9d-4d01-b178-7089b1dff47

102

4/6



15/02/2025, 21:02 RightsLink Printable License
6. 2. Acknowledgement may be provided according to any standard referencing
system and at a minimum should include "Author, Article/Book Title, Journal
name/Book imprint, volume, page number, vear, Springer Nature".

7. Reuse in a dissertation or thesis

7. 1. Where 'reuse in a dissertation/thesis' has been selected, the following terms
apply: Print rights of the Version of Record are provided for; electronic rights for
use only on institutional repository as defined by the Sherpa guideline
(www.sherpa.ac.uk/romeo/) and only up to what is required by the awarding
institution.

7. 2. For theses published under an ISBN or ISSN, separate permission is required.
Please contact journalpermissions(@springernature.com or
bookpermissions(@springernature.com for these rights.

7. 3. Authors must properly cite the published manuscript in their thesis according
to current citation standards and include the following acknowledgement:
'Reproduced with permission from Springer Nature'.

8. License Fee

You must pay the fee set forth in the License Agreement (the "License Fees™). All
amounts payable by you under this License are exclusive of any sales, use,
withholding, value added or similar taxes, government fees or levies or other
assessments. Collection and/or remittance of such taxes to the relevant tax authority
shall be the responsibility of the party who has the legal obligation to do so.

9. Warranty

9. 1. The Licensor warrants that it has, to the best of its knowledge, the rights to
license reuse of the Licensed Material. You are solely responsible for ensuring
that the material you wish to license is original to the Licensor and does not
carry the copyright of another entity or third party (as credited in the
published version). If the credit line on any part of the Licensed Material indicates
that it was reprinted or adapted with permission from another source, then you
should seek additional permission from that source to reuse the material.

9. 2. EXCEPT FOR THE EXPRESS WARRANTY STATED HEREIN AND TO
THE EXTENT PERMITTED BY APPLICABLE LAW, LICENSOR PROVIDES
THE LICENSED MATERIAL "AS IS" AND MAKES NO OTHER
REPRESENTATION OR WARRANTY. LICENSOR EXPRESSLY DISCLAIMS
ANY LIABILITY FOR ANY CLAIM ARISING FROM OR OUT OF THE
CONTENT, INCLUDING BUT NOT LIMITED TO ANY ERRORS,
INACCURACIES, OMISSIONS, OR DEFECTS CONTAINED THEREIN, AND
ANY IMPLIED OR EXPRESS WARRANTY AS TO MERCHANTABILITY OR
FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE. IN NO EVENT SHALL LICENSOR
BE LIABLE TO YOU OR ANY OTHER PARTY OR ANY OTHER PERSON OR
FOR ANY SPECIAL, CONSEQUENTIAL, INCIDENTAL, INDIRECT,
PUNITIVE, OR EXEMPLARY DAMAGES, HOWEVER CAUSED. ARISING
OUT OF OR IN CONNECTION WITH THE DOWNLQADING, VIEWING OR
USE OF THE LICENSED MATERIAL REGARDLESS OF THE FORM OF
ACTION, WHETHER FOR BREACH OF CONTRACT, BREACH OF
WARRANTY, TORT, NEGLIGENCE, INFRINGEMENT OR OTHERWISE
(INCLUDING, WITHOUT LIMITATION, DAMAGES BASED ON LOSS OF
PROFITS, DATA, FILES, USE, BUSINESS OPPORTUNITY OR CLAIMS OF
THIRD PARTIES), AND WHETHER OR NOT THE PARTY HAS BEEN
ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. THIS LIMITATION

https:#/s100.copyright.com/CustomerAdmin/PLF jsp?ref=d37 852a4-0e9d-4d01-b178-7089b1dff47

103

5/6



104

15/02/2025, 21:02 RightsLink Printable License

APPLIES NOTWITHSTANDING ANY FAILURE OF ESSENTIAL PURPOSE
OF ANY LIMITED REMEDY PROVIDED HEREIN.

10. Termination and Cancellation

10. 1. The License and all rights granted hereunder will continue until the end of the
applicable period shown in Clause 5.1 above. Thereafter, this license will be
terminated and all rights granted hereunder will cease.

10. 2. Licensor reserves the right to terminate the License in the event that payment
is not received in full or if you breach the terms of this License.

11. General

11. 1. The License and the rights and obligations of the parties hereto shall be
construed, interpreted and determined in accordance with the laws of the Federal
Republic of Germany without reference to the stipulations of the CISG (United
Nations Convention on Contracts for the International Sale of Goods) or to
Germany's choice-of-law principle.

11. 2. The parties acknowledge and agree that any controversies and disputes
arising out of this License shall be decided exclusively by the courts of or having
jurisdiction for Heidelberg, Germany, as far as legally permissible.

11. 3. This License is solely for Licensor's and Licensee's benefit. It is not for the

benefit of any other person or entity.

Questions? For questions on Copyright Clearance Center accounts or website issues

please contact gpringematuresupporti@copyright.com or +1-855-239-3413 (toll free in
the US) or +1-978-646-2777. For questions on Springer Nature licensing please visit
https//www. springernature com/gp/partners/rights-permissions-third-party-distribution

Other Conditions:

Version 1.4 - Dec 2022

Questions? customercare@copyright.com.

https:#/s100.copyright.com/CustomerAdmin/PLF jsp?ref=d37 852a4-0e9d-4d01-b178-7089b1dff47
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ccc Marketplace

This is a License Agreement between de Borba, Fabricio Castro (“User”) and Copyright Clearance Center, Inc.
(“CCC") on behalf of the Rightsholder identified in the order details below. The license consists of the order details,
the Marketplace Permissions General Terms and Conditions below, and any Rightsholder Terms and Conditions
which are included below.

All payments must be made in full to CCC in accordance with the Marketplace Permissions General Terms and

Conditions below.

Order Date 23-Apr-2025 Type of Use Republish in a
Order License ID 1602786-1 thesis/dissertation
ISSN 1432-1459 Publisher DR DIETRICH STEINKOPFF
VERLAG
Portion Chapter/article
LICENSED CONTENT
Publication Title Journal of neurology Rightsholder Springer Nature BV
Article Title Distinct patterns of Publication Type e-Journal
cerebral and spinal Start Page 330
pathology along the
spectrum of ATXN2 - Issue 5
related disorders Volume 272
Author / Editor European Neurological URL http://link.springer-
Society., Deutfche ny.com/link/service/journa
Gesellschaft fur Is/00415/index.htm
Neurologie.
Date 01/01/1974
Language English, English
Country Germany
REQUEST DETAILS
Portion Type Chapter/article Rights Requested Main product
Page Range(s) 1-14 Distribution Waorldwide
Total Number of Pages 14 Translation Original language of
Format (select all that Print, Electronic publication
apply) Copies for the Disabled? No
Who Will Republish the Academic institution Minor Editing Privileges? No
Content? Incidental Promotional No
Duration of Use Life of current and all Use?
future editions Currency Usp
Lifetime Unit Quantity Up to 499
NEW WORK DETAILS
Title DOENCAS Institution Name University of Campinas
NEURODEGENERATIVAS
ASSOCIADAS AO GENE Expected Presentation 2025-07-01

Instructor Name

ATXN2: CARACTERIZAGAO
DO ESPECTRO CLINICO E
DE NEUROIMAGEM
ESTRUTURAL

Marcondes Cavalcante
Franga Jr

Date
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ADDITIONAL DETAILS

The Requesting Person / de Borba, Fabricio Castro
Organization to Appear
on the License

REQUESTED CONTENT DETAILS

Title, Description or Distinct patterns of Title of the Article / Distinct patterns of

Numeric Reference of the cerebral and spinal Chapter the Portion Is cerebral and spinal

Portion(s} pathology along the From pathology along the
spectrum of ATXN2- spectrum of ATXN2 -
related disorders related disorders

Editor of Portion(s) N/A Author of Portion(s) N/A

Volume / Edition 272 Publication Date of 2025-05-01

Page or Page Range of 330 Fotxi

Portion

Marketplace Permissions General Terms and Conditions

The following terms and conditions (“General Terms”), together with any applicable Publisher Terms and Conditions,
govern User's use of Works pursuant to the Licenses granted by Copyright Clearance Center, Inc. (*CCC*) on behalf of the
applicable Rightsholders of such Works through CCC's applicable Marketplace transactional licensing services (each, a
“Service").

1) Definitions. For purposes of these General Terms, the following definitions apply:

“License” is the licensed use the User obtains via the Marketplace platform in a particular licensing transaction, as set
forth in the Order Confirmation.

“Order Confirmation” is the confirmation CCC provides to the User at the conclusion of each Marketplace transaction.
“Order Confirmation Terms” are additional terms set forth on specific Order Confirmations not set forth in the General
Terms that can include terms applicable to a particular CCC transactional licensing service and/or any Rightsholder-
specific terms,

“Rightsholder{s)" are the holders of copyright rights in the Works for which a User obtains licenses via the Marketplace
platform, which are displayed on specific Order Confirmations.

“Terms” means the terms and conditions set forth in these General Terms and any additional Order Confirmation Terms
collectively.

“User” or “you” is the person or entity making the use granted under the relevant License. Where the person accepting the
Terms on behalf of a User is a freelancer or other third party who the User authorized to accept the General Terms on the
User's behalf, such person shall be deemed jointly a User for purposes of such Terms.

“Work(s)" are the copyright protected works described in relevant Order Confirmations.

2) Description of Service. CCC's Marketplace enables Users to obtain Licenses to use one or more Works in accordance
with all relevant Terms. CCC grants Licenses as an agent on behalf of the copyright rightsholder identified in the relevant
Order Confirmation.

3) Applicabllity of Terms. The Terms govern User's use of Works in connection with the relevant License. In the event of
any conflict between General Terms and Order Confirmation Terms, the latter shall govern. User acknowledges that
Rightsholders have complete discretion whether to grant any permission, and whether to place any limitations on any
grant, and that CCC has no right to supersede or to modify any such discretionary act by a Rightsholder.

4) Representations; Acceptance. By using the Service, User represents and warrants that User has been duly autharized
by the User to accept, and hereby does accept, all Terms.

5) Scope of License; Limitations and Obligations. All Works and all rights therein, including copyright rights, remain the

sole and exclusive property of the Rightsholder. The License provides only those rights expressly set forth in the terms
and conveys no other rights in any Works
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6) General Payment Terms. User may pay at time of checkout by credit card or choose to be invoiced. If the User
chooses to be invoiced, the User shall: (i) remit payments in the manner identified on specific invoices, (ii}) unless
otherwise specifically stated in an Order Confirmation or separate written agreement, Users shall remit payments upon
receipt of the relevant invoice from CCC, either by delivery or notification of availability of the invoice via the Marketplace
platform, and (jii) if the User does not pay the invoice within 30 days of receipt, the User may incur a service charge of
1.5% per month or the maximum rate allowed by applicable law, whichever is less. While User may exercise the rights in
the License immediately upon receiving the Order Confirmation, the License is automatically revoked and is null and void,
as if it had never been issued, if CCC does not receive complete payment on a timely basis.

7) General Limits on Use. Unless otherwise provided in the Order Confirmation, any grant of rights to User (i) involves
only the rights set forth in the Terms and does not include subsequent or additional uses, (ii) is non-exclusive and non-
transferable, and (i) is subject to any and all limitations and restrictions (such as, but not limited to, limitations on
duration of use or circulation) included in the Terms. Upon completion of the licensed use as set forth in the Order
Confirmation, User shall either secure a new permission for further use of the Work(s) or immediately cease any new use
of the Work(s) and shall render inaccessible (such as by deleting or by removing or severing links or other locators) any
further copies of the Work. User may only make alterations to the Work if and as expressly set forth in the Order
Confirmation. No Work may be used in any way that is unlawful, including without limitation if such use would violate
applicable sanctions laws or regulations, would be defamatory, violate the rights of third parties (including such third
parties’ rights of copyright, privacy, publicity, or other tangible or intangible property), or is otherwise illegal, sexually
explicit, or obscene. In addition, User may not conjoin a Work with any other material that may result in damage to the
reputation of the Rightsholder. Any unlawful use will render any licenses hereunder null and void. User agrees to inform
CCC if it becomes aware of any infringement of any rights in a Work and to cooperate with any reasonable request of CCC
or the Rightsholder in connection therewith.

8) Third Party Materials. In the event that the material for which a License is sought includes third party materials (such
as photographs, illustrations, graphs, inserts and similar materials) that are identified in such material as having been
used by permission (or a similar indicator), User is responsible for identifying, and seeking separate licenses (under this
Service, if available, or otherwise) for any of such third party materials; without a separate license, User may not use such
third party materials via the License.

9) Copyright Notice. Use of proper copyright notice for a Work is required as a condition of any License granted under
the Service. Unless otherwise provided in the Order Confirmation, a proper copyright notice will read substantially as
follows: “Used with permission of [Rightsholder’s name], from [Work's title, author, volume, edition number and year of
copyright]; permission conveyed through Copyright Clearance Center, Inc.” Such notice must be provided in a reasonably
legible font size and must be placed either on a cover page or in another location that any person, upon gaining access to
the material which is the subject of a permission, shall see, or in the case of republication Licenses, immediately adjacent
to the Work as used (for example, as part of a by-line or footnote) or in the place where substantially all other credits or
notices for the new work containing the republished Work are located. Failure to include the required notice results in
loss to the Rightsholder and CCC, and the User shall be liable to pay liquidated damages for each such failure equal to
twice the use fee specified in the Order Confirmation, in addition to the use fee itself and any other fees and charges
specified.

10) Indemnity. User hereby indemnifies and agrees to defend the Rightsholder and CCC, and their respective employees
and directors, against all claims, liability, damages, costs, and expenses, including legal fees and expenses, arising out of
any use of a Work beyond the scope of the rights granted herein and in the Order Confirmation, or any use of a Work
which has been altered in any unauthorized way by User, including claims of defamation or infringement of rights of
copyright, publicity, privacy, or other tangible or intangible property.

11) Limitation of Liability. UNDER NO CIRCUMSTANCES WILL CCC OR THE RIGHTSHOLDER BE LIABLE FOR ANY DIRECT,
INDIRECT, CONSEQUENTIAL, OR INCIDENTAL DAMAGES (INCLUDING WITHOUT LIMITATION DAMAGES FOR LOSS OF
BUSINESS PROFITS OR INFORMATION, OR FOR BUSINESS INTERRUPTION) ARISING OUT OF THE USE OR INABILITY TO USE
A WORK, EVEN IF ONE OR BOTH OF THEM HAS BEEN ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. In any event, the
total liability of the Rightsholder and CCC (including their respective employees and directors) shall not exceed the total
amount actually paid by User for the relevant License. User assumes full liability for the actions and omissions of its
principals, employees, agents, affiliates, successors, and assigns.

12) Limited Warranties, THE WORK(S) AND RIGHT(S) ARE PROVIDED “AS IS.” CCC HAS THE RIGHT TO GRANT TO USER THE
RIGHTS GRANTED IN THE ORDER CONFIRMATION DOCUMENT. CCC AND THE RIGHTSHOLDER DISCLAIM ALL OTHER
WARRANTIES RELATING TO THE WORK(S) AND RIGHT(S), EITHER EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING WITHOUT LIMITATION
IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE. ADDITIONAL RIGHTS MAY BE
REQUIRED TO USE ILLUSTRATIONS, GRAPHS, PHOTOGRAPHS, ABSTRACTS, INSERTS, OR OTHER PORTIONS OF THE WORK
(AS OPPOSED TO THE ENTIRE WORK) IN A MANNER CONTEMPLATED BY USER; USER UNDERSTANDS AND AGREES THAT
NEITHER CCC NOR THE RIGHTSHOLDER MAY HAVE SUCH ADDITIONAL RIGHTS TO GRANT.

13) Effect of Breach. Any failure by User to pay any amount when due, or any use by User of a Work beyond the scope of
the License set forth in the Order Confirmation and/or the Terms, shall be a material breach of such License. Any breach
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not cured within 10 days of written notice thereof shall result in immediate termination of such License without further
notice. Any unauthorized (but licensable) use of a Work that is terminated immediately upon notice thereof may be
liquidated by payment of the Rightsholder's ordinary license price therefor; any unauthorized (and unlicensable) use that
is not terminated immediately for any reason (including, for example, because materials containing the Work cannot
reasonably be recalled) will be subject to all remedies available at law or in equity, but in no event to a payment of less
than three times the Rightsholder's ordinary license price for the most closely analogous licensable use plus

Rightsholder's and/or CCC's costs and expenses incurred in collecting such payment.

14) Additional Terms for Specific Products and Services. If a User is making one of the uses described in this Section 14,

the additional terms and conditions apply:

a) Print Uses of Academic Course Content and Materials (photocopies for academic coursepacks or classroom
handouts). For photocopies for academic coursepacks or classroom handouts the following additional terms apply:

i) The copies and anthologies created under this License may be made and assembled by faculty members
individually or at their request by on-campus bookstores or copy centers, or by off-campus copy shops and other
similar entities.

i) No License granted shall in any way: (i) include any right by User to create a substantively non-identical copy of
the Work or to edit or in any other way modify the Work (except by means of deleting material immediately
preceding or following the entire portion of the Work copied) (i) permit “publishing ventures” where any particular
anthology would be systematically marketed at multiple institutions.

iii) Subject to any Publisher Terms (and notwithstanding any apparent contradiction in the Order Confirmation
arising from data provided by User), any use authorized under the academic pay-per-use service is limited as
follows:

A) any License granted shall apply to only one class (bearing a unique identifier as assigned by the institution,
and thereby including all sections or other subparts of the class) at one institution;

B) use is limited to not more than 25% of the text of a book or of the items in a published collection of essays,
poems or articles;

C) use is limited to no more than the greater of (a) 25% of the text of an issue of a journal or other periodical
or (b) two articles from such an issue;

D) no User may sell or distribute any particular anthology, whether photocopied or electronic, at more than
one institution of learning;

E) in the case of a photocopy permission, no materials may be entered into electronic memory by User except
in order to produce an identical copy of a Work before or during the academic term (or analogous period) as
to which any particular permission is granted. In the event that User shall choose to retain materials that are
the subject of a photocopy permission in electronic memory for purposes of producing identical copies mare
than one day after such retention (but still within the scope of any permission granted), User must notify CCC
of such fact in the applicable permission request and such retention shall constitute one copy actually sold for
purposes of calculating permission fees due; and

F) any permission granted shall expire at the end of the class. No permission granted shall in any way include
any right by User to create a substantively non-identical copy of the Work or to edit or in any other way
modify the Work (except by means of deleting material immediately preceding or following the entire partion
of the Work copied).

iv) Books and Records; Right to Audit. As to each permission granted under the academic pay-per-use Service,
User shall maintain for at least four full calendar years books and records sufficient for CCC to determine the
numbers of copies made by User under such permission. CCC and any representatives it may designate shall have
the right to audit such books and records at any time during User's ordinary business hours, upon two days’ prior
naotice. If any such audit shall determine that User shall have underpaid for, or underreported, any photocopies
sold or by three percent (3%) or more, then User shall bear all the costs of any such audit; otherwise, CCC shall
bear the costs of any such audit. Any amount determined by such audit to have been underpaid by User shall
immediately be paid to CCC by User, together with interest thereon at the rate of 10% per annum from the date
such amount was originally due. The provisions of this paragraph shall survive the termination of this License for
any reason.

b) Digital Pay-Per-Uses of Academic Course Content and Materials (e-coursepacks, electronic reserves, learning
management systems, academic institution Intranets). For uses in e-coursepacks, posts in electronic reserves, posts
in learning management systems, or posts on academic institution intranets, the following additional terms apply:

i) The pay-per-uses subject to this Section 14{b) include:
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A) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks for text-based content, which grants
authorizations to import requested material in electronic format, and allows electronic access to this material
to members of a designated college or university class, under the direction of an instructor designated by the
college or university, accessible only under appropriate electronic controls (e.g., password);

B) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks for material consisting of photographs
or other still images not embedded in text, which grants not only the authorizations described in Section
14(b)(i)(A) above, but also the following authorization: to include the requested material in course materials
for use cansistent with Section 14(b)(I)(A) above, including any necessary resizing, reformatting or modification
of the resolution of such requested material (provided that such modification does not alter the underlying
editorial content or meaning of the requested material, and provided that the resulting modified content is
used solely within the scope of, and in a manner consistent with, the particular authorization described in the
Order Confirmation and the Terms), but not including any other form of manipulation, alteration or editing of
the requested material;

C) Posting e-reserves, course management systems, e-coursepacks or other academic distribution for
audiovisual content, which grants not only the authorizations described in Section 14(b)(i)(A) above, but also
the following authorizations: (i) to include the requested material in course materials for use consistent with
Section 14(b)(i)}{A) above; (ii) to display and perform the requested material to such members of such class in
the physical classroom or remotely by means of streaming media or other video formats; and (iii) to “clip” or
reformat the requested material for purposes of time or content management or ease of delivery, provided
that such “clipping” or reformatting does not alter the underlying editorial content or meaning of the
requested material and that the resulting material is used solely within the scope of, and in a manner
consistent with, the particular authorization described in the Order Confirmation and the Terms. Unless
expressly set forth in the relevant Order Conformation, the License does not authorize any other form of
manipulation, alteration or editing of the requested material.

i) Unless expressly set forth in the relevant Order Confirmation, no License granted shall in any way: (i) include
any right by User to create a substantively non-identical copy of the Work or ta edit or in any other way modify the
Work (except by means of deleting material immediately preceding or following the entire portion of the Work
copied or, in the case of Works subject to Sections 14(b)(1)(B) or (C) above, as described in such Sections) (ii)
permit “publishing ventures” where any particular course materials would be systematically marketed at multiple
institutions.

i) Subject to any further limitations determined in the Rightsholder Terms (and notwithstanding any apparent
contradiction in the Order Confirmation arising from data provided by User), any use authorized under the
electronic course content pay-per-use service is limited as follows:

A) any License granted shall apply to only one class (bearing a unique identifier as assigned by the institution,
and thereby including all sections or other subparts of the class) at one institution;

B) use is limited to not more than 25% of the text of a book or of the items in a published collection of essays,
poems or articles;

C) use is limited to not more than the greater of (a) 25% of the text of an issue of a journal or other periodical
or (b) two articles from such an issue;

D) no User may sell or distribute any particular materials, whether photocopied or electronic, at more than
one institution of learning;

E) electronic access to material which is the subject of an electronic-use permission must be limited by means
of electronic password, student identification or other control permitting access solely to students and
instructors in the class;

F) User must ensure (through use of an electronic cover page or other appropriate means) that any person,
upon gaining electronic access to the material, which is the subject of a permission, shall see:

© a proper copyright notice, identifying the Rightsholder in whose name CCC has granted permission,
o astatement to the effect that such copy was made pursuant to permission,

o a statement identifying the class to which the material applies and notifying the reader that the material
has been made available electronically solely for use in the class, and

o a statement to the effect that the material may not be further distributed to any person outside the class,
whether by copying or by transmissien and whether electronically or in paper form, and User must also
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ensure that such cover page or other means will print out in the event that the person accessing the
material chooses to print out the material or any part thereof.

G) any permission granted shall expire at the end of the class and, absent some other form of authorization,
User is thereupon required to delete the applicable material from any electronic storage or to block electronic
access to the applicable material.

iv) Uses of separate portions of a Work, even if they are to be included in the same course material or the same
university or college class, require separate permissions under the electronic course content pay-per-use Service.
Unless otherwise provided in the Order Confirmation, any grant of rights to User is limited to use completed no
later than the end of the academic term (or analogous period) as to which any particular permission is granted.

v) Books and Records; Right to Audit. As to each permission granted under the electronic course content Service,
User shall maintain for at least four full calendar years books and records sufficient for CCC to determine the
numbers of copies made by User under such permission. CCC and any representatives it may designate shall have
the right to audit such books and records at any time during User's ordinary business hours, upon two days' prior
notice. If any such audit shall determine that User shall have underpaid for, or underreported, any electronic
copies used by three percent (3%) or more, then User shall bear all the costs of any such audit; otherwise, CCC
shall bear the costs of any such audit. Any amount determined by such audit to have been underpaid by User
shall immediately be paid to CCC by User, together with interest thereon at the rate of 10% per annum from the
date such amount was originally due. The provisions of this paragraph shall survive the termination of this license
for any reason.

c) Pay-Per-Use Permissions for Certain Reproductions (Academic photocopies for library reserves and interlibrary
loan reporting) (Non-academic internal/external business uses and commercial document delivery). The License
expressly excludes the uses listed in Section (c)(i)-(v) below (which must be subject to separate license from the
applicable Rightsholder) for: academic photocopies for library reserves and interlibrary loan reporting; and non-
academic internal/external business uses and commercial document delivery.

i) electronic storage of any reproduction (whether in plain-text, PDF, or any other format) other than on a
transitory basis;

ii) the input of Works or reproductions thereof into any computerized database;
i) reproduction of an entire Work (cover-to-cover copying) except where the Work is a single article;
iv) reproduction for resale to anyone other than a specific customer of User;

v} republication in any different form. Please obtain authorizations for these uses through other CCC services or
directly from the rightsholder.

Any license granted is further limited as set forth in any restrictions included in the Order Confirmation and/or in
these Terms.

d) Electronic Reproductions in Online Environments (Non-Academic-emall, intranet, internet and extranet). For
“electronic reproductions”, which generally includes e-mail use (including instant messaging or other electronic
transmission to a defined group of recipients) or posting on an intranet, extranet or Intranet site (including any
display or performance incidental thereto), the following additional terms apply:

i) Unless otherwise set forth in the Order Confirmation, the License is limited to use completed within 30 days for
any use on the Internet, 60 days for any use on an intranet or extranet and one year for any other use, all as
measured from the “republication date” as identified in the Order Confirmation, if any, and otherwise from the
date of the Order Confirmation.

i) User may not make or permit any alterations to the Work, unless expressly set forth in the Order Confirmation
(after request by User and approval by Rightsholder); provided, however, that a Work consisting of photographs
or other still images not embedded in text may, if necessary, be resized, reformatted or have its resolution
modified without additional express permission, and a Work consisting of audiovisual content may, if necessary,
be “clipped” or reformatted for purposes of time or content management or ease of delivery (provided that any
such resizing, reformatting, resolution modification or “clipping” does not alter the underlying editorial content or
meaning of the Work used, and that the resulting material is used solely within the scope of, and in a manner
consistent with, the particular License described in the Order Confirmation and the Terms.

15) Miscellaneous.

a) User acknowledges that CCC may, from time to time, make changes or additions to the Service or to the Terms, and
that Rightsholder may make changes or additions to the Rightsholder Terms. Such updated Terms will replace the
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prior terms and conditions in the order workflow and shall be effective as to any subsequent Licenses but shall not
apply to Licenses already granted and paid for under a prior set of terms.

b) Use of User-related information collected through the Service is governed by CCC's privacy policy, available enline
at www.copyright.com/about/privacy-policy/.

¢) The License is personal to User. Therefore, User may not assign or transfer to any other person (whether a natural
person or an organization of any kind) the License or any rights granted thereunder; provided, however, that, where
applicable, User may assign such License in its entirety on written notice to CCC in the event of a transfer of all or
substantially all of User's rights in any new material which includes the Work(s) licensed under this Service.

d) No amendment or waiver of any Terms is binding unless set forth in writing and signed by the appropriate parties,
including, where applicable, the Rightsholder. The Rightsholder and CCC hereby object to any terms contained in any
writing prepared by or on behalf of the User or its principals, employees, agents or affiliates and purporting to govern
or otherwise relate to the License described in the Order Confirmation, which terms are in any way inconsistent with
any Terms set forth in the Order Confirmation, and/or in CCC's standard operating procedures, whether such writing
is prepared prior to, simultaneously with or subsequent to the Order Confirmation, and whether such writing appears
on a copy of the Order Confirmation or in a separate instrument.

e) The License described in the Order Confirmation shall be governed by and construed under the law of the State of
New York, USA, without regard to the principles thereof of conflicts of law. Any case, controversy, suit, action, or
proceeding arising out of, in connection with, or related to such License shall be brought, at CCC's sole discretion, in
any federal or state court located in the County of New York, State of New York, USA, or in any federal or state court
whose geographical jurisdiction covers the location of the Rightsholder set forth in the Order Confirmation. The
parties expressly submit to the personal jurisdiction and venue of each such federal or state court.

Last updated October 2022
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