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INTRODUGAO:

A ataxia espinocerebelar tipo 1 (SCA1) é um dos subtipos de um grupo de distirbios
neurodegenerativos, de carater progressivo e de hereditariedade autossédmica dominante: as ataxias
espinocerebelares (SCAs). ' A baixa prevaléncia dessa condigdo na populagéo dificulta a realizagdo de
estudos com coortes numerosas, sobretudo os histopatolégicos. Em vista disso, por serem de facil analise in
vivo, as manifestagdes clinicas passaram a ser usadas como principal medida de progressao da doencga, por
meio de escalas padronizadas, como a “Scale for the Assessment of Rating Ataxia” (SARA)2. No entanto,
estudos recentes mostram que Imagens de Ressonéncia Magnética (MRI) sdo um meio seguro e sensivel
para se quantificar essa progressao, inclusive em pacientes pré-sintomaticos.®>*® Essas analises, por outro
lado, sdo ainda pouco numerosas, 0 que tornam necessarios mais estudos com MRI, principalmente os
longitudinais, para possibilitar a identificagdo de biomarcadores de maior tamanho de efeito, o que é importante
tanto para a melhor caracterizacdo dos danos causados pela doencga, quanto para o desenvolvimento de
tratamentos. #78 Este estudo, portanto, se propde a identificar alteragbes longitudinais na substancia cinzenta
em uma coorte de pacientes com SCA1.

OBJETIVOS DA PESQUISA

Este estudo se propde a analisar uma coorte de pacientes SCA1 por meio da escala padronizada para
exame fisico de pacientes com ataxia “Scale for the Assessment of Rating Ataxia” (SARA)?*® e de sua
correlagdo com imagens de ressonancia magnética (Magnetic Ressonance Imaging — MRI) para identificar
alteragdes longitudinais em substancia cinzenta.

METODOS DA PESQUISA
Selegao dos sujeitos

No6s recrutamos 11 pacientes adultos com confirmagdao molecular de SCA1, que sao regularmente
acompanhados nos hospitais da UNICAMP, e 11 controles saudaveis pareados por sexo e idade. Ambos
pacientes e controles foram examinados e passaram por exame de MRI na primeira e na ultima visita apds
seguimento médio de 5 anos. Em ambas as visitas dados clinicos como tempo de doencga, duragéo e
severidade da doenca (quantificada pela escala SARA?°) foram obtidos. Somente a quantificagdo do tamanho
da expansao do tripleto de CAG foi quantificado na primeira visita do paciente. Este protocolo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa de nossa instituicio de nimero CAAE 83241318.3.1001.5404. Foi obtido
de cada participante um consentimento informado e escrito. Nenhum dos controles tinha histérico familiar de
doencgas neurologicas. Foram excluidos individuos com quaisquer contraindicagdes para a realizagdo do
exame de MRI, aqueles cujas imagens apresentem artefatos significativos de movimento ou que nao tenham
assinado o termo de consentimento.
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Pacientes Controles Saudaveis Valor p (teste t)
Tempo zero | Seguimento | Tempo zero | Seguimento | (pacientes x controles)

Analise demografica N=11 N=11 N=11 N=11

Idade (médiatDP, anos) 46.8+10.8 52.1+11.3 42.2+14.5 46.9+14.1 0.07

Sexo (M:F) 5:06 5:06 4:07 4:07 0.16*

Idade de inicio (médiatDP, anos) 40,2+12,3 40,2+12,3 - - -

Duracgéo da doencga (médiazDP, anos) 5.024.2 10.5+4.9 - - -

CAGn médiatDP 42.5+0.7 42.5+0.7 - - -

SARA (médiatDP) 11.2+1.4 20.5+4.9 - - -

Intervalo entre MRI (média+DP, anos) 5.4+0.9 5.4+0.9 4.7+0.8 4.7+0.8 0.17

Tabela 1 - Andlise demografica de pacientes e controles saudaveis.
Aquisicao das Imagens

As aquisigdes das imagens de ressonancia magnética foram realizadas em um equipamento de 3 Teslas
Achieva (Philips, Holanda). Foi utilizada uma bobina padrdo de cabega com 8 canais com capacidade para
aplicar a técnica SENSE. Foram adquiridas imagens ponderadas em T1 (avaliagdo substancia cinzenta). Os
seguintes parametros foram utilizados:

e Sequéncia T1 volumétrica (3D) do cranio: espessura entre os cortes de 1 mm, TE=3.2ms,
TR=7.1ms, angulo de excitacao (flip angle) 8°, voxels isotrépicos de 1 x 1 x 1 mm e FOV = 240x240.

e Além disso, imagens de rotina T1 e T2 foram adquiridas também a fim de excluir qualquer achado
incidental que nao tenha relagdo com a doenga (microsangramentos, doengas de substancia
branca).

Segmentagao

As imagens adquiridas (T1) foram processadas usando os seguintes softwares: FreeSurfer para avaliar
a segmentacgao da substancia cinzenta (GM) cerebral, cortex e nucleos profundos; Acapulco para avaliar o
cortex cerebelar.

Substancia Cinzenta Cerebral
FreeSurfer

As medidas de espessura foram obtidas através do software FreeSurfer (versdo 6.0) descritos pelos
protocolos propostos por Fischl and Dale, 2000 e Fischl et al. 1999b. Resumidamente, as imagens séo
corrigidas para inomogeidades do campo magnético, alinhadas ao atlas de Talairach e Tournoux'® e é feita a
remocgao de tecido nao cerebral (skullstrip). Em seguida, ha a segmentacao dos voxels em GM, WM e CSF,
0s quais sao identificados baseados na sua localizagdo, na sua intensidade e na intensidade dos voxels
vizinhos. Uma rede de faces de tridangulos é construida em torno da superficie de WM, onde cada voxel é
caracterizado por 2 tridngulos. A rede, por sua vez, € suavizada usando um algoritmo que leva em
consideragdo a intensidade local na imagem original'!, para uma resolugdo subvoxel, usando interpolagao
trilinear. A fim de garantir que a superficie possui as mesmas propriedades topoldégicas de uma esfera, os
defeitos topoldgicos (buracos na superficie) sdo corrigidos'?. Neste sentido, uma representagédo mais realistica
da interface entre GM e WM ¢é necessaria. Portanto, uma segunda interagcdo de suavizagcdo € aplicada
produzindo, assim, uma superficie chamada White Surface. Neste contexto, a superficie cortical externa, a
qual compreende a pia mater, é produzida empurrando (nudging outwards) a White Surface rumo a pia mater
em um ponto onde o contraste do tecido € maximo.'® Esta superficie recebe o nome de pial surface.

Essa superficie &, entdo, segmentada em pequenas regides neuroanatdémicas, segundo Desikan et al.
2006, usando um processo automatizado proposto por Fischl et al.,2004. Para isto, a pial surface € mapeada
homeomorficamente (homeomorphically map ping) em um sistema de coordenadas esféricas '*, ou seja,
a pial surface ¢ inflada na forma de uma esfera, e os padrées de dobramento sdo correspondidos a um atlas
de probabilidades. Com isso, por meio de um processo de segmentagado 11 Bayesiano, é atribuida para cada
vértice uma marcacao neuroanatdbmica que, por sua vez, possuem seus rotulos confrontados com relagéo a
atribuicdo de seus vizinhos utilizando, para isto, um algoritmo de Campos Aleatérios de Markov.'>'¢ A
espessura cortical é calculada, entdo, como a menor distancia entre a pial e white surface para cada vértice
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através do manto cortical. Para todas as analises, os mapas serdo suavizados usando um filtro de kernel
Gaussiano através da superficie com um FWHM de 10 mm e com uma média entre os sujeitos.

Substancia Cinzenta Cerebelar

Acapulco

A volumetria cerebelar foi calculada por meio do software Automatic Cerebellum Anatomical
Parcellation using U-Net with locally constrained optimization (Acapulco), que € um software baseado em
algoritmos deep learning dedicado a segmentar e quantificar os Iébulos cerebelares.'”” O pipeline segue o
protocolo descrito por Han e colegas. Em resumo, é criada uma mascara cerebral usando o Robust Brain
Extraction (ROBEX) ' seguido por uma corregdo de inomogeneidade de campo usando o algoritmo N444. Em
seguida, a imagem do sujeito é registrada linearmente no espago MNI usando o software ANTs'®, o Acapulco
emprega o template ICBM 2009c de 1 mm isotrépico. O parcelamento cerebelar é feito usando duas redes
neurais convolucionais 3D que sao retro projetadas para o espago original usando o software ANTs
novamente.'” O Acapulco calcula o volume de cada l6bulo cerebelar para ambos os hemisférios.

Analise estatistica

Para todas as analises, subtraimos as medidas obtidas na primeira RM (t1) da segunda RM (t2) para
cada paciente e cada controle. O resultado encontrado foi utilizado para avaliar as diferengas entre os grupos
(pacientes vs controles). Antes disto, verificamos se os dados seguiam a distribuicado normal por meio do teste
de Kolmogorov-Smirnov. Notamos que a maioria dos dados seguem uma distribuicdo nao-paramétrica e,
portanto, utilizamos o teste de Mann-Whitney para comparacéo de grupos. Antes da comparacéo, removemos
efeitos de idade, género e tamanho da cabega de todos os dados usando um modelo linear geral. O nivel de
significancia, alfa, foi ajustado para P < 0,05 e utilizamos o teste de Bonferroni para remover efeitos de
multiplas comparacgoes.

RESULTADOS

Nao houve diferenga de idade entre os grupos de pacientes e controles saudaveis para a primeira
imagem e para a segunda (Tabela 1). Nao houve diferenga na proporgdo dos géneros e no tempo de
seguimento entre os grupos (Tabela 1).

A ataxia foi o principal sintoma em todos os casos, com disturbios da marcha, incoordenacgao axial e
apendicular. Todos os pacientes apresentavam sinais piramidais, com reflexos exaltados, entretanto,
espasticidade nao foi encontrada. A diferenga média nas pontuagdes SARA entre os tempos foi de 9,3 pontos
(variando de 3 a 17), o que da uma razdo de 1,72/ano. O valor minimo foi observado em paciente pré-
sintomatico com pequeno numero de repeticdo CAGn (40) e o maior valor foi encontrado no paciente com
maior numero de repeticdo CAGn (49).

Para a analise dos dados do FreeSurfer, foi possivel usar as ressonancias de todos os 11 pacientes.
No entanto, para as analises do Acapulco, houve erros significativos de segmentagcao em um dos individuos,
e tivemos que realizar os calculos com um N de 10 pacientes. Para as analises de imagem, ndo encontramos
nenhum resultado significativo apds correcdo para mdltiplas comparagées. Porém, devido ao pequeno
tamanho amostral e raridade da doencga iremos reportar alguns resultados que encontramos apds analise de

grupo.

Acapulco - Média e DP da diferenca entre
volumes final e inicial

Coértex Cerebelar

Estruturas Pacientes Controles Valor-P

Lobo I-lll esquerdo -64,4 £ 49,0 -18,6  56,4| 0,009175
Lobo IV esquerdo | 12232109 1258+2051| 0,048644
Lobo VIIB esquerdo |  -6822+5742| -181,5+272,0 0,04114
Lobo IV direito | -49,2+217,8|  78,2+230,1| 0,048644
Lobo VIIIB direito |  -369,8+3135| -14,7 + 85,6| 0,048644

Tabela 2 — Resultados da anélise das segmentacgdes obtidas pelo Acapulco.
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FreeSurfer - Média e DP da diferenga entre
volumes final e inicial

Substancia Cinzenta Profunda

Tronco encefalico

Estruturas Pacientes Controles Valor-P

Putamen direito -563,8 + 341,8 -73,1+93,7| 0,027823

Hipocampo direito |  -285,7+2087| -3,2+95,5| 0,011468

Diencéfalo ventral esquerdo |  -403,1+2792|  -24,1+113,4| 0,023486

Cortex cingulado anterior | -45,7 + 28,6| 51+30,3| 0,00281
|

-1870,2 £ 1097,6|  -156,8 + 409,5| 0,011468

Substancia Cinzenta de Cértex Esquerdo

Estruturas Pacientes Controles Valor-P
Giro pré-central -0,175 £ 0,140 -0,013 +£ 0,087 0,027823
Polo occipital 0,105+ 0,121 -0,047 £ 0,094 0,019748

Tabela 3 — Resultados da anélise das segmentacgdes obtidas pelo FreeSurfer.
FreeSurfer

Na analise de GM do cértex cerebral, obtivemos diferenca P < 0,05 apenas no hemisfério esquerdo,
nas seguintes estruturas: giro precentral (p = 0,030) e pdlo occipital (p = 0,020). Ja na GM profunda, obtivemos
diferenca significativa em tronco encefalico (p = 0,01), cértex cingulado anterior (p = 0,003), diencéfalo ventral
esquerdo (p = 0,020), hipocampo direito (p = 0,010) e putédmen direito (p = 0,030).

Acapulco

Na analise do volume do cortex cerebelar pelo Acapulco, nés obtivemos o resultado p < 0,05 em:
[6bulos I-IlIl esquerdos (p = 0,009), Lobulo 1V esquerdo (p = 0,049), I6bulo IV direito (p = 0,049), I6bulo VIIB
esquerdo (p = 0,041) e I6bulo VIIIB direito (p = 0,049).

DISCUSSAO

O resultado da aplicacao da escala clinica SARA nos nossos pacientes foi coincidente com a relagao
inversamente proporcional, ja relatada em outros artigos, entre o numero de repeticoes CAG e a idade de
inicio dos sintomas bem como de sua progresséo. > °

Nao obtivemos nenhum resultado significativo (p < 0,05) ao aplicarmos as corre¢gdes de multiplas
comparagdes. Podemos relacionar este fato ao nimero reduzido de individuos em nossa coorte. Por ser uma
doencga de desenvolvimento lento, com um tempo longo de progressao dos sintomas, torna-se dificil encontrar
mudangas longitudinais.

Uma das dificuldades em se realizar pesquisa com a SCA-1 é justamente o fato de ser uma doenca
rara. Além disso, os sintomas se iniciam em idades mais avangadas e as proprias manifestacées da doenca
podem impedir a realizagao de um exame demorado, que exige uma posi¢ao estatica, como a MRI. Como
consequéncia, torna-se dificil recrutar pacientes e acompanha-los por um bom periodo de tempo.

Alguns dos pacientes de quem ja haviamos obtido a primeira ressonancia vieram a obito neste periodo
de seguimento. Além disso, alguns deles possuem graves dificuldades de locomogéo devido ao agravamento
progressivo da ataxia, o que impossibilita a realizagdo da ressonancia. Outros pacientes se recusaram a
realizar o exame devido a claustrofobia.

Vale destacar, porém, as regides que obtivemos diferengas significativas entre pacientes e controles,
mesmo sem a aplicagao das corregdes, uma vez que elas coincidem com as areas de perda volumétrica ja
descritas em outras pesquisas com pacientes SCA-1, além de se relacionarem com os sintomas dos pacientes.
Encontramos diferengas ja esperadas em cortex cerebelar, substancia cinzenta de tronco encefalico, regides
de cortex cerebral, como ja descrito em pesquisas anteriores.*67:8

CONCLUSAO
Nao obtivemos resultados longitudinais significativos apds correcao para multiplas comparagoes.

Outros estudos futuros sdo necessarios, com uma maior coorte e também com a avaliagdo da substancia
branca sobretudo com técnicas de difuséo (DTI).
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