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A doenca de Machado-Joseph (SCA3/MJD) é a ataxia espinocerebelar mais
frequente no mundo, resultante de uma expansao de tripletos CAG no gene MJD1
localizado no cromossomo 14q. Clinicamente ela é caracterizada por danos nos
ganglios da base, tronco e cerebelo. Atualmente existem poucos estudos
baseados em imagens de ressonancia magnética (MRI) que investigam danos no
cértex cerebral em pacientes com SCA3/MJD. O objetivo deste estudo foi
investigar danos no cortex cerebral na SCA3/MJD usando MRI e correlacionar as

possiveis areas afetadas com dados clinicos, genéticos e neuropsicoldgicos.

Foram recrutados para este estudo 49 pacientes com teste molecular de
SCA3/MJD e 49 controles sadios. Os pacientes foram avaliados com a escala de
ataxia SARA. Imagens de MR ponderadas em T1 foram adquiridas para todos os
voluntarios e usadas para a extracdo das medidas de espessura cortical,

realizadas com o software FreeSurfer.

O tamanho da expansdo CAG meédio, SARA e idade de inicio foram
721142, 14,7£7,2 e 37,5£12,5, respectivamente. Os pacientes apresentaram
reducdo de espessura nos cortex precentral e paracentral bem como nos
hipocampos e lobos temporal e occipital. Também encontramos reducéo
volumétrica no cerebelo, talamo, caudado, putamen, globo palido, tronco e
diencéfalo ventral. A gravidade da doenca apresentou correlacdo negativa com a
espessura do giro precentral esquerdo (r=-0,302, p=0,035) e com o volume do
tronco (r=-0,414, p=0,003). A espessura do giro angular direito apresentou
correlacdo com a duragdo da doenca (r=0,587, p=0,001), mas ndo com a
expansao do tripleto de CAG. O subteste de semelhanca de WAIS Il apresentou
uma correlacdo com a espessura do sulco central esquerdo (r=0,752, p=0,004) e
como o giro occipital superior direito (r=0,704, p=0,016).

Estes resultados sugerem que pacientes com SCA3/MJD apresentam dano
cortical e subcortical difuso. Os achados estruturais se correlacionaram com as
manifestacdes clinicas da doenca, o que apoia a hipétese que a piora nas fungdes
motora e cognitiva e o dano cerebral estao relacionados na SCA3/MJD.
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Abstract




Machado-Joseph disease (SCA3/MJD) is the most frequent spinocerebellar
ataxia worldwide caused by an abnormal expansion of a CAG triplet at the MDJ1
gene located on chromosome 14q. Clinically, it is characterized by brainstem,
basal ganglia and cerebellar damage. There are few MRI-based studies that
investigated cerebral cortex damage in SCA3/MJD. The objectives of this study are
to investigate cerebral cortex damage in SCA3/MJD and to correlate affected areas

with clinical, genetics and neuropsychological data.

We included 49 patients with molecular confirmation of SCA3/MJD and 49
healthy controls. The scale for assessment and rating of ataxia (SARA) was
employed to quantify disease severity. We also performed a comprehensive
neuropsychological battery to assess cognitive deficits. Volumetric T1 magnetic
resonance images of the brain were acquired for all volunteers and used to
calculate cortical thickness measures, performed using the FreeSurfer package.

Mean CAG expansion, SARA score and age-at-onset were 72.114.2
14.7+7.2 and 37.5+12.5, respectively. Patients had atrophy at precentral and
paracentral cortices as well as the hippocampi, temporal and occipital lobes. We
also found volumetric reduction of the cerebellum, thalamus, caudate, putamen,
pallidum, brainstem and ventral diencephalon. SARA scores inversely correlated
with left precentral gyrus thickness (r=-0.302, p=0.035) and brainstem volume (r=-
0.414, p=0.003). Right angular gyrus thickness correlated with disease duration
(r=0.587, p=0.001), but not (CAG) expansion. Similarity subscore of WAIS Il
presented a correlation with thickness of Left central sulcus (r=0.752, p=0.004) and

Right superior occipital gyrus (r=0.704, p=0.016).

Therefore, patients with MJD/SCA3 have widespread cortical and
subcortical atrophy. These structural findings correlate with clinical manifestations
of the disease, which support the concept that cognitive/motor impairment and
cerebral damage are related in MUD/SCAS.
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A SCA3/DMJ é a forma mais comum de ataxia geneticamente definida em
populagdes de origem portuguesa e apresenta prevaléncia em torno de 1:100.000
(Lopes-Cendes et al, 1997). No Brasil, esta doenca, corresponde a cerca de
59,6% dos casos de ataxia autossdémica dominante (de Castilhos et al. 2014).
Trata-se de uma doenca neurodegenerativa causada pela expansao de um tripleto
(CAG) no 10° exon do gene MJD1 situado no cromossomo 14g24.3 — 31
(Kawaguchi et al, 1994). Essa mutacdo leva a expressdao de uma cadeia
excessivamente longa de poliglutaminas na proteina codificada, a ataxina-3
(Kawaguchi et al, 1994).

Estudos visuais prévios de neuroimagem em SCA3/MJD demonstraram
reducdo do diametro da ponte e pedudnculo cerebelar superior, atrofia
frontotemporal e diminuigcdo do diametro transverso do globo palido (Murata et al.,
1998). Por sua vez, estudos volumétricos (volumetria manual e VBM) demonstram
a presenca de atrofia do cerebelo, tronco cerebral, nicleo caudato e putamen.
Outros estudos utilizando MRS demonstram reducdo de NAA/Cr ou da
concentracdo absoluta de NAA na ponte e cerebelo de pacientes com ataxias
cerebelares incluindo MJD (Viau et al., 2005). Estudos de perfuséo utilizando PET
e SPECT mostram diminuicdo da perfusdo cortical em SCA3/MJD, assim como do
cerebelo e ganglios basais (Etchebehere et al., 2001).

Ha uma enorme concentracdo de trabalhos relacionados apenas ao
cerebelo na SCA3/MJD. No entanto, existem alguns poucos estudos com fortes
evidéncias do acometimento de outras estruturas corticais e subcorticais e
nenhum com a utilizacdo do software FreeSurfer que foi desenvolvido
especificamente para avaliar o cortex cerebral, sendo muito utilizado atualmente

na comunidade cientifica.
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Desta forma, o objetivo deste trabalho, entdo, é investigar se pacientes com
SCA3/MJD possuem dano cortical cerebral e se 0s mesmos correlacionam-se com
os sintomas clinicos da doenca. Os potenciais beneficios decorrentes desta
proposta sdo abrangentes, incluindo pelo menos 2 aspectos importantes. Primeiro,
por permitir uma melhor compreensao dos mecanismos da doenga, em particular
da correlacdo entre os locais da lesdo e a evolucdo das mesmas. Segundo,
porque o0s achados podem contribuir para aprimorar a qualidade do
acompanhamento clinico destes individuos ao disponibilizar um potencial

biomarcador de imagem.

A apresentacao deste trabalho serda dado da seguinte forma. O primeiro
capitulo trata-se de uma revisdo da literatura que aborda os aspectos clinicos e
genéticos da doenca, bem como os de neuroimagem. Em seguida, serdo
apresentados os objetivos deste trabalho de forma mais clara e sucinta. Depois,
sera relatada a metodologia utilizada. Os resultados serao demonstrados na forma
de artigo submetido ao periédico European Journal of Neurology. Um discussao
final sera apresentada apds a exposi¢cao do artigo, seguida das conclusées do
trabalho e referéncias bibliograficas. Além disso, este manuscrito consta de um
anexo. Tal anexo traz os scripts feitos por mim para automatizacao de todos os

processos feitos neste trabalho e em outras colaboragdes.
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A doenga de Machado-Joseph (SCA3/MJD) é a forma mais comum de
ataxia autossébmica dominante no mundo (Figura 1), apresentando uma
prevaléncia de 1:100000 em populagdes de origem portuguesa e, além disso,
representa cerca de 59,6% dos casos de ataxia espinocerebelar (SCA) no Brasil
(de Castilhos et al. 2014). Trata-se de uma doenca neurodegenerativa de inicio
tardio, com uma grande variabilidade clinica, e causada por expansdes anormais
do tripleto CAG no 10° exon do gene MJD1, localizado no cromossomo 14024.3-
g31, o qual foi mapeado em 1993 (Romanul et al. 1977; Kawaguchi et al. 1994).

Frequéncia de SCAs no Brasil

Sem
SCA6 Diagndstico
1% Molecular

SCA10 18%
3%
SCA7

SCA1l
6%

Figura 1: Distribui¢do epidemioldgica de SCAs no Brasil (de Castilhos et al., 2014)

O primeiro relato desta enfermidade ocorreu em 1972 em uma familia de
imigrantes portugueses em Massachussetts, apresentando uma ataxia leve, com
inicio a partir dos 40 anos, associada com nistagmo, disartria, hiperreflexia e
atrofia muscular distal (Nakano et al. 1972). Mais tarde, um segundo relato foi
feito, porém com uma sindrome clinica diferente da observada no primeiro caso
(Woods et al. 1972). Em 1977, Romanul et al. notaram que uma familia de
descendentes acgorianos apresentava uma desordem neurodegenerativa
semelhante aos dois casos, sendo assim, o pesquisador sugeriu que todos os
casos estavam dentro de um mesmo espectro clinico. No entanto, essa

observacao s6 foi confirmada por Coutinho et al. em 1994, quando ela avaliou um
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grande numero de individuos afetados pela doencga na ilha de Acores (Coutinho et
al., 1994). Além disso, com o passar dos anos, a doenga foi descrita, também, em
diferentes paises e populacées sem antecedentes acorianos (Rosenborg, 1992).

A mutagdo no gene MJDT1 também leva a um trato anormal de
poliglutaminas (polyQ) na proteina ataxina-3 (Figura 2), o que torna a base
genética da MJD/SCAS similar as SCAs 1, 2, 6, 7 e 17, doenca de Huntington e
atrofia bulboespinhal, as quais sdo coletivamente chamadas doencas polyQ
(Kawaguchi et al. 1994). Em tais desordens, a doencga se desenvolve quando o
tamanho da expansao do tripleto de CAG excede um valor limite. Individuos
normais tém expansdes de até 37 unidades, enquanto que nos portadores de
SCA3/MJD a expansado varia de 56 a 85 unidades. O tamanho da expanséo
correlaciona-se inversamente com a idade de inicio dos sintomas da doenca
(Franca et al, 2012). Dessa forma, a alteracdo genética responsavel pela
SCA3/MJD é considerada uma mutacado instavel e explica a razado pela qual a
doenca tende a se manifestar mais precoce e intensamente a cada geracdo
sucessiva (fenbmeno de antecipacao genética). A idade média de inicio da doenca
é de 30 a 40 anos, podendo variar desde a primeira década (presumiveis
homozigotos) até os 60 anos (Coutinho, 1994).

A SCA3/MJD apresenta uma variabilidade clinica muito grande, com sinais
e sintomas relacionados ao envolvimento de multiplas populagdes neuronais. A
doenca inicia-se, geralmente, com alteragdes de coordenacdo motora e equilibrio
dos casos apoés 2 anos de evolucao (Coutinho, 1994). Esta alteracao corresponde
a uma ataxia global, levando a uma incapacidade lenta e progressiva de marcha e
postura ereta. Outra caracteristica adquirida com a evolucéo da doenca é a perda
da motilidade ocular, sendo, esta, relativamente caracteristica na doenca
(Coutinho, 1994). O principal sintoma associado a esta alteracdo ocular é a
presenga de varios tipos de nistagmo: ritmico, muitas vezes rotatério, pendular, ou
apenas decomposicdo dos movimentos oculares. Estas alteragdes sao mais
frequentes no olhar lateral que no vertical (Coutinho, 1994).
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Manifestagbes piramidais também sao frequentes na SCA3/MJD. Todavia,
este sinal clinico € mais evidente em pacientes com inicio mais precoce da
doenga, no qual predominam sinais de liberagdo piramidal, como hiperreflexia
profunda, espasticidade, clénus dos pés, sinal de Babinski e sinais
pseudobulbares (Coutinho, 1994). Em geral, nestes casos, a forgca € preservada.
Outra caracteristica marcante em pacientes com SCA3/MJD é a presenca de
distarbios de movimento, podendo existir um quadro predominantemente distonico
ou parkinsoniano com bradicinesia, hipomimia e rigidez (Coutinho, 1994).
Manifestagbes periféricas também s&o observadas, podendo ocorrer queixas tanto
sensitivas (tatil, dolorosa, vibratéria e postural) quanto motoras, com abolicdo dos
reflexos aquileus e atrofias musculares distais, com fasciculagdes (Coutinho, 1994;
Franca-Jr et al., 2009). Este tipo de manifestacdo costuma ser mais evidente entre

0s pacientes com inicio mais tardio da doenca.

Desde de que a doenca foi caracterizada, inicialmente na década de 70, a
heterogeneidade fenotipica tem sido reconhecida como uma das caracteristicas
marcantes da doenca. Hoje sdo conhecidos 5 subtipos clinicos descritos desta
doenca. O tipo 1 ou “tipo Joseph” apresenta inicio precoce da doenga, com uma
média de 24 anos, e sinais clinicos marcados por ataxia e Oftalmoplegia Externa
Progressiva (OEP), associados a sinais piramidais e distonia. A tipo 2 ou tipo
“Thomas” inicia-se entre os 30-40 anos, apresentando ataxia e podendo,
eventualmente, ocorrerem sinais piramidais, porém com sinais extrapiramidais e
periféricos ténues. O tipo 3, “tipo Machado”, com inicio mais tardio, em torno dos
46 anos, é marcado com ataxia, OEP e sinais periféricos proeminentes (Coutinho
1992). O tipo 4 apresenta achados parkinsonianos proeminentes e praticamente
isolados (Suite et al. 1986). Por ultimo, o tipo 5 € marcado por uma sindrome de
paraparesia espastica (Sakai et al. 1996). Jardim et al. 2001 mostraram que ha
uma correlacdo entre o tamanho do tripleto CAG e a idade de inicio da doenca,
como pode ser visto na Figura 2, e com aumento da probabilidade de
desenvolvimento de distonia e sinais piramidais (Jardim et al. 2001).
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Expanded (CAQG) repeat length

Figura 2: Correlagdo entre o tamanho do tripleto de CAG e a idade de inicio da doenga (Franga et al. 2012).

Além das manifestacbes motoras classicas, pacientes com SCA3/MJD
também possuem sintomas ndo motores. Nos ultimos anos, varios trabalhos tém
demonstrado que manifestagdes como fadiga, disturbios de sono e dor sdo
comuns nessa doenca e podem contribuir bastante para a piora da qualidade de
vida dos individuos afetados (D’Abreu et al., 2009; Franca et al., 2007; Kawai et
al., 2004). As alteracdes do sono sdo mais frequentes, sendo a insbnia a alteracao
do sono mais comum nestes pacientes, enquanto roncos e apnéia do sono
ocorrem nos pacientes mais velhos e com maior duracao de doenca. Além disso,
a sindrome das pernas inquietas é outro sinal marcante nestes pacientes
(Coutinho, 1994; D’Abreu et al., 2009).

Em relacdo a disturbios cognitivos, os pacientes apresentam deficiéncia da
mem©ria verbal e visual, alteracdes da fluéncia verbal e disfungdes visuoespaciais
e construcionais. Os escores dos testes neuropsicolégicos, porém, nao
apresentam relacdo com o tamanho da expansdo do CAG, nem com a idade de
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inicio da doenga ou com a duracdo da mesma. Transtornos depressivos e de
ansiedade também sao observados de forma bastante frequente (Coutinho, 1994;
Kawai et al., 2004). Alteragdes do olfato sdo também frequentes na doenca de
Machado-Joseph, porém sua etiologia permanece incerta (Braga-Neto et al.,
2012).

Dor crénica € um sintoma comum e incapacitante nestes pacientes e muitas
vezes, precede ou acompanha o inicio dos sintomas da doenga (Franca et al.,
2007). A dor localiza-se principalmente na regido lombar ou nas pernas. Acredita-
se que a disfuncédo de circuitos dopaminérgicos estriatais e diencefalicos esteja
envolvida na origem da dor. Outros fatores causais associados sao as posturas
anormais, distonia e neuropatia periférica (Franca et al., 2007).

Darr et al. avaliou a perda neuronal ou gliose no cérebro (tratos medulares,
substancia negra, nucleo rubro, nacleo subtaldmico, nucleos de nervos cranianos)
e nervos periféricos e concluiu que estes danos sdo responsaveis pela
variabilidade clinica da doencga (Durr et al. 1996). Além disso, foi achado que a
degeneracao de substancia cinza envolve multiplas areas, dentre elas podemos
citar: circuito motor cérebro-tdlamo-cortical, circuito géanglios da base-talamo-
cortical, dentre outros. Entretanto, a degeneracao de substancia branca é restrito,

somente, ao cerebelo, medula espinhal e tronco.

Para melhor avaliacdo e quantificagcdo da ataxia o uso de escalas € bem
difundido. H& duas principais em uso, a ICARS (/nternational Cooperative Ataxia
Rating Scale) e a SARA (Scale for the Assessment and Rating of Ataxia), que é a
mais usada atualmente e de aplicacao mais pratica. A escala SARA passou por
um rigoroso processo de validagdo que incluiu trés ensaios clinicos envolvendo
grupos de individuos com SCA, com ataxia por outras etiologias e controles
(Schmitz-Hibsch, 2006). A SARA ¢ dividida em 8 partes: (1) marcha (0-8 pontos);
(2) postura (0-6 pontos); (3) sentar (0-4 pontos); (4) alteracbes na fala (0-6
pontos); (5) teste index-index (0-4 pontos); (6) teste index-nariz (0-4 pontos); (7)
movimentos alternados (0-4 pontos); (8) teste calcanhar-joelho (0-4 pontos). Os
subitens 5 a 8 s&o realizados bilateralmente e o escore € definido através das
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médias entre os lados direito e esquerdo. A pontuacao total da escala € de 40
pontos, sendo que, quanto maior a pontuacgéao, pior o desempenho.

Quanto aos estudos de neuroimagem, os principais achados de trabalhos
prévios demonstraram alterac6es cerebrais importantes em individuos com
SCA3/MJD, tais como atrofia da ponte, putamen, nucleo caudado, pedunculo
cerebelar superior e globo palido, aléem de um significante aumento do IV
ventriculo, diminuicdo do cerebelo e atrofia dos lobos frontal e temporal (Liang et
al, 2009; Horimoto et al, 2008; D’Abreu et al., 2011; Guimaraes et al., 2013).

Um estudo, usando volumetria manual, avaliou 15 pacientes com
diagnoéstico de MJD/SCAS e demonstrou uma reducdo do mesencéfalo, ponte,
bulbo, vérmis, hemisférios cerebelares e volume total do cerebelo. Além disso,
foram encontradas correlacdes significativas entre idade, duragcdao da doenca,
CAG e escore da escala ICARS com as medidas volumétricas de cerebelo e
tronco (Camargos et al., 2011). Outro estudo, também usando volumetria manual
e VBM, demonstrou uma significativa reducdo do volume do tronco e cerebelo,
com indicios de dano no cortex cerebral (Schulz et al., 2010). Oliveira et al.
analisaram a textura cerebral em 18 pacientes e encontraram diferencas
significativas no nucleo caudado, talamo e putamen (Oliveira et al., 2010). Estes
autores sugerem que a idade dos pacientes e o tempo de doenca se
correlacionam com alteracbes de volume e textura, em particular no tronco e
cerebelo (Camargos et al,, 2011; Oliveira et al.,, 2011, Guimarées et al., 2013).
Lukas et al., em um estudo de VBM, mostraram que portadores de SCA3/MJD
possuem atrofia medular (Lukas et al.,, 2006). Além disso, em um estudo de
espectroscopia D’Abreu et al. descreveram anormalidades na substancia branca
(WM), apontando para uma possivel perda neuronal e axonal (D’Abreu et al.,
2008). Ha também um estudo usando TBSS (Tract-Based Spatial Statistics) que
encontrou disfuncées micro-estruturais na substancia branca (WM) do cerebelo e
tronco (Guimarées et al., 2013).

D’Abreu et al., em um estudo usando VBM, encontraram reducdo na

substancia cinza (GM) de ambos os hemisférios, no vermis cerebelar, tronco,
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nuacleo lentiforme, nudcleo caudado, claustrum, lobo frontal (c6rtex motor
principalmente), lobo parietal, giro occipital, lobo limbico e talamo. Contudo, as

alteracbes de WM ficaram restritas ao cerebelo (D’Abreu et al., 2011).

Estudos usando PET (Positron Emission Tomography) e SPECT (Single
Photon Emission Tomography) revelaram anormalidades de perfusdo nos lobos
parietal, por¢ao inferior do lobo frontal, porcdo mesial e lateral do lobo temporal,
ganglios basais e cerebelo (Etchebehere et al. 2001). A captacdo de FDG em
pacientes com SCA3/MJD estava significativamente diminuida n&do somente nas
regides com aparente envolvimento, mas também no cortex cerebral e striatum
(Taniwaki et al., 1997).

Em virtude da manifestacdo clinica marcante de ataxia, a maior parte dos
estudos neuropatolégicos e de neuroimagem tém focado no cerebelo, ganglios da
base e tronco (Tokumaro et al. 2003). Em relagao aos estudos de neuroimagem, a
grande maioria se restringiu as técnicas de analise visual ou volumetria manual de
cortes transversais, e somente recentemente alguns estudos vem usando medidas
volumétricas (D’Abreu et al., 2010). Esta abordagem, apesar de util, necessita de
muito tempo para a execugdo e é altamente dependente da habilidade e

experiéncia do usuario, tendo resultados menos consistentes.

Nesse sentido, tém surgido métodos automatizados, que possuem uma alta
reprodutibilidade e acuracia, podendo ser mais eficientes que o método manual
(Woo et al., 2008). Um software muito utilizado atualmente para volumetria
automatica e estudo do cortex  cerebral é 0 FreeSurfer
(http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu) (Fischl et al., 2002). Este programa realiza a
segmentacdo automatica de todas as estruturas do cértex cerebral e regido
subcortical, calculando o volume de estruturas desejadas e espessura do cértex
cerebral.

Para realizar as tarefas citadas acima com precisdo e exatidao, o software
corregistra a imagem de ressonédncia do individuo a ser analisado com um
template construido a partir de imagens segmentadas manualmente (Cerasa et al.,
2009). Ha varios estudos validando o uso do FreeSurfer na quantificacdo de
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volume e segmentagdo de estruturas subcorticais e corticais em diversas
condi¢cées neuroldgicas (Pengas et al. 2009), o que enfatiza ainda mais a sua

implementagéo e utilizagao.

Dessa forma, consideramos que a realizacdo de uma investigacao de
imagem com este tipo de abordagem volumétrica e automatizada seria bastante
oportuna na SCA3/MJD, especialmente por permitir uma avaliagdo mais robusta
das regides corticais, tanto do cérebro quanto do cerebelo. Alguns estudos
utilizando outras técnicas e abordagens de imagem apresentaram indicios de
dano no manto cortical na SCA3/MJD. Tokumaro et al. (2003) mostraram a atrofia
dos lobos frontal e temporal na SCA3/DMJ. Além disso, alguns poucos estudos
usando imagens de PET e SPECT também sugeriram o envolvimento de areas
corticais nessa doenca (Etchebehere et al. 2001). D’Abreu et al. (2011) sugeriram
ainda o envolvimento de outras areas corticais em SCA3/DMJ. Portanto, ha uma
crescente evidéncia de anormalidades estruturais e funcionais associadas a

SCA3/DMJ nao relacionadas ao cerebelo.

30
Revisdo da Literatura



Objetivos




Obijetivo Geral
Investigagdo do dano cortical cerebral e cerebelar em pacientes com SCA3/MJD.

Obijetivos Especificos

Determinar a espessura do cértex cerebral em pacientes com SCA3/MJD e
compara-la a de controles saudaveis;

Investigar a correlagéo entre a espessura do cortex cerebral em pacientes
com SCA3/MJD e dados clinicos e genéticos;

Determinar o volume do cértex cerebelar em pacientes com SCA3/MJD e
compara-lo ao de controles saudaveis;

Investigar a correlacdo entre o volume do cértex cerebelar em pacientes
com SCA3/MJD e dados clinicos e genéticos;

Investigar a correlagdo da espessura do cértex cerebral de possiveis
regides atrofiadas com testes neuropsicolégicos.
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Aspectos éticos da pesquisa

O projeto envolveu o uso de imagens de ressonancia magnética do
encéfalo de pacientes com SCA3/MJD e controles saudaveis que ja haviam sido
adquiridas previamente, com aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
UNICAMP (protocolo 608/2010), e estdo armazenadas no banco de dados do
Laboratério de Neuroimagem da FCM-UNICAMP. Desta forma, ndo houve riscos
adicionais aos voluntarios da pesquisa. Todas as analises realizadas e as
publicagcbes resultantes guardam/guardardo o sigilo relativo aos pacientes e

controles.

Selecao das Imagens

Neste trabalho foram usadas imagens de pacientes com SCA3/MJD e
controles que constam no banco de dados do Laboratério de Neuroimagem do
HC-UNICAMP. Os pacientes em questdo sdao acompanhados regularmente no
ambulatério de Neurogenética do HC-UNICAMP com diagnéstico confirmado, por
teste molecular, de SCA3/MJD, aceitaram participar da pesquisa e tiveram seus

dados clinicos coletados e armazenados em um banco de dados.
Foram incluidos pacientes de ambos 0s sexos e de todas as faixas etarias.
Foram excluidos:

e Pacientes que nao tinham diagnédstico confirmado de SCA3/MJD por teste
molecular;

e Pacientes com contraindicacao para realizagéo de estudo por imagem;

e Pacientes que nédo haviam assinado um termo de consentimento livre e
esclarecido;

e Pacientes cujas imagens apresentavam artefatos significativos de

movimento.
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Selecao de controles

Foram utilizados como controles:

e Pessoas sem enfermidades neuroldgicas ou antecedentes de ataxia e que
apresentavam exame neurolégico normal e com imagens livres de

artefatos.

Estudo de Imagem

Aquisicao

Os pacientes foram submetidos a exame de ressonancia magnética em
equipamento de 3T Achieva da PHILIPS. A sequéncia utilizada para todas as
analises foi uma sequéncia T1 volumétrica do cranio, adquirido segundo o
protocolo descrito abaixo:

e Sequéncia T1 volumétrica (3D) do cranio: espessura entre os cortes de 1
mm, TE=3.2ms, TR=7.1ms, angulo de excitacdo (flip angle) 8°, voxels
isotropicos de 1.0 x 1.0 x 1.0 mm e FOV = 240x240.

Dados Clinicos

Os dados clinicos/genéticos usados no projeto foram: (1) tamanho do
tripleto expandido CAG, obtido via teste molecular realizado no laboratério de
genética molecular da FCM - UNICAMP; (2) pontuacéo na escala SARA; (3) Idade
do paciente; (4) Idade de inicio da doenca e (5) Duracao da doenca, estes ultimos

obtidos no momento da aquisicdo do exame de imagem.
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Dados Neuropsicoldgicos

Um subgrupo de 28 pacientes também foi submetido a avaliagdo
neuropsicoldgica, realizada por um psicologo treinado (ver Lopes et al., 2013).
Foram incluidos os seguintes testes: Teste de aprendizagem auditivo verbal de
Rey - RAVLT (Malloy-Diniz et al. 2007); Matrizes progressivas de Raven — Escala
Geral (Raven 2003); Blocos de Corsi-Span (Lezak 1995); Digitos span — Subteste
(WAIS-IIl) (Nascimento 2004); Teste de fluéncia verbal (categoria animal) (Lezak
1995); Memodria logica, Meméria para Figuras - subtestes (WMS-R) (Wechsler
1983); Teste de repeticio de pseudopalavras (Santos e Bueno 2003);
Semelhancas- subtestes (WAIS IIl) (Nascimento 2004); Teste de nomeacdo de
Boston (BNT) (Kaplan e Weintraub 1983); Teste de organizacao visual - Hooper
(Hooper 1983); e Teste Winsconsin de classificacdo de cartas - abreviado (WCT)
(Cunha 2005). O Inventéario de depressao (BDI) e ansiedade de Beck (BAIl) (Beck
1993) bem como o inventario neuropsiquiatrico (NPI) (Cummings et al. 1994)
também foram aplicados para avaliar os sintomas de depressdo e ansiedade.
Todos os testes utilizados ja estavam validados para a lingua portuguesa.

Espessura Cortical

As medidas de espessura foram obtidas através do software FreeSurfer
(versao 5.3) usando os protocolos propostos por (Fischl e Dale, 2000) e (Fischl et
al., 1999b). Resumidamente, as imagens sao corrigidas para inomogeneidades do
campo magnético, alinhadas ao atlas de Talairach e Tournoux (Talairach e
Tournoux, 1988), e é feita a remogéo de tecido ndo cerebral (skull-stripping). Em
seguida, é feita a segmentacdo da GM, WM e liguor (CSF) nas imagens, sendo os
voxels correspondentes identificados baseados na sua localizagdo, na sua
intensidade e na intensidade dos voxels vizinhos. O cérebro, entdo, é dividido em
dois hemisférios que formam uma massa de voxels conectados por meio do
esquema de conectividade de seis vizinhos proximos. Uma rede de faces de

36
Materiais e Métodos



triangulos é construida sobre a superficie de WM, onde cada voxel € caracterizado
por dois tridngulos. A rede, por sua vez, € suavizada usando um algoritmo que
leva em consideracao a intensidade local na imagem original (Dale e Sereno,
1993), para uma resolucao subvoxel, usando interpolacdo trilinear. A fim de
garantir que a superficie possua as mesmas propriedades topoldgicas de uma
esfera, os defeitos topoldgicos (buracos na superficie) sdo corrigidos (Fischl et al.,
2001). Para isso, uma representagao mais realistica da interface entre GM e WM é
necessdaria. Portanto, uma segunda interacdo de suavizagdo é aplicada,
produzindo, assim, uma superficie chamada White Surface. Neste contexto, a
superficie cortical externa, a qual compreende a pia mater, € produzida
empurrando (nudging outwards) a White Surface rumo a pia mater em um ponto
onde o contraste do tecido € maximo (Fischl e Dale, 2000). Esta superficie recebe

0 nome de pial surface.

Essa superficie é, entdo, segmentada em pequenas regides
neuroanatémicas, segundo um atlas proposto em (Desikan et al., 2006), usando
um processo automatizado proposto por Fischl et al. (2004). Para isto, a pial
surface é mapeada homeomorficamente (homeomorphically mapping) em um
sistema de coordenadas esféricas (Fischl et al., 1999b), ou seja a pial surface é
inflada na forma de uma esfera, e os padrdées de dobramento sdo relacionados a
um atlas de probabilidades. Com isso, por meio de um processo de segmentacao
Bayesiano, é atribuida para cada vértice uma marcacdo neuroanatémica. Os
vértices, por sua vez, possuem seus rotulos confrontados com relacao a atribuicéo
de seus vizinhos, utilizando, para isto, um algoritmo de Campos Aleatérios de
Markov (Fischl et al., 2002, 2004). A espessura cortical é calculada, entdo, como a
menor distancia entre a pial e a white surface para cada vértice, através do manto
cortical. Para todas as analises, os mapas foram suavizados usando um filtro de
kernel Gaussiano através da superficie com um FWHM de 10 mm. Um modelo
linear geral (GLM) foi ajustado para cada vértice a fim de avaliar a diferenca de
espessura entre pacientes e controles. Nesse modelo, foram usados como
regressores a idade, género, volume intracanial total estimado (eTIV) e grupo. Os
mapas estatisticos (teste-t) foram corrigidos para multiplas comparacées usando
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simulacdes de Monte Carlo (Hagler et al., 2006), possibilitando a identificacao de

clusters significativos estatisticamente.

Além da comparacao vertex-wise, o FreeSurfer permite que seja feita a
comparagao das espessuras médias para as regides segundo os atlas de Desikan
e Detrieux (Desikan et al. 2006; Detrieux et al., 2010). Nesta analise, realizamos
uma ANCOVA com a idade, género e eTIV como covaridveis para avaliar a
diferenca de espessura entre pacientes e controles. A fim de corrigir os resultados
para mdultiplas comparagoes, empregamos o teste de Dunn-Sidak (nivel de

significancia foi ajustado para a=0,001).

Volume Subcortical

Depois que as imagens passaram por todo o processo descrito acima, foi
realizado, também com o FreeSurfer, o seguinte protocolo para calcular o volume
de GM para as estruturas subcorticais. Primeiramente, foi feita a identificagdo das
estruturas. Para isto, o programa corregistra a imagem de ressonancia do
individuo a ser analisado com um template (atlas probabilistico) construido a partir
de imagens segmentadas manualmente. Para ajustar o template pré-existente a
imagem, o software aplica algumas transformacodes lineares e nao lineares na
imagem para deforma-la da melhor forma, de modo que ocorra uma unido perfeita
do atlas gerado com a imagem. Por fim, uma segmentacdo Bayesiana é feita para
garantir que as marcagdes estdo relacionadas no local correto. Para corrigir
possiveis erros de segmentacdo o script do FreeSurfer opera com trés
informacdes. A primeira consiste na probabilidade a priori de uma dada classe de
tecido ocorrer para uma dada posicdo do atlas. A segunda é dada pela
probabilidade de um dado voxel corresponder a um dado tecido e, por fim, a
terceira é a probabilidade da configuracdo espacial do marcador corresponder a
um dado tecido (Cerasa et al., 2009).

O uso do atlas probabilistico na segmentacdo ajuda na classificacdo de
estruturas devido a informacéo espacial contida nele (Fox et al., 1994). Este tipo
de atlas atribui propriedades estatisticas as estruturas anatémicas. Sendo assim,
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cada coordenada espacial possui uma assinatura anatémica, diferindo de uma
imagem crua que é dependente da orientacdo, posicdo e forma da cabeca do
paciente durante a aquisicdo da imagem. A informacdo espacial auxilia na
classificacdo do seguinte modo: (1) o numero de classes anatémicas possiveis
para uma dada posicao global no cérebro é muito pequena; (2) estruturas
neuroanatémicas ocorrem em um padrao espacial caracteristico relativas umas as
outras; (3) muitas classes de tecidos sdo espacialmente heterogéneas em
imagens de ressonancia magnética (Fischl et al., 2002). Além disso, 0 uso de
Campos Aleatérios de Markov (CAM) (German e German, 1984) maximiza a
probabilidade da identificagdo do voxel ndo somente em termos de sua
intensidade ou probabilidade a priori, mas também como funcao da vizinhanca do
voxel em questédo. Logo, o CAM fornece algumas restricdes para a segmentacao,
aumentando a probabilidade de acerto ao rotular um dado voxel (Fischl et al.
2002).

O volume intracranial total estimado (eTIV) € dado por dois fatores. O
primeiro é o fator de escala do atlas (ASF), dado pelo determinante da matriz de
transformacao linear. Neste contexto, o ASF representa a expansao do volume
(ASF > 1) ou contracao (ASF < 1) necessario para ajustar a imagem do paciente
ao template. O segundo é o volume do template usado; esta quantia é constante e
deriva de um valor médio obtido através de medicbes manuais do eTIV de varios
sujeitos (Buckner et al., 2004). Porém, o volume das estruturas subcorticais e
corticais é calculado através da soma dos voxels compreendidos dentro da regiao
segmentada de interesse.

A avaliacdo da variacdo de volume subcortical entre pacientes e controles
foi feita, também, usando uma ANCOVA com a idade, género e eTIV como
covariaveis; e os resultados também foram corrigidos para multiplas comparagdes

com o teste de Dunn-Sidak (com nivel de significancia a=0,001).

Analise de Correlacao

Dados Corticais
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A analise de correlagéo entre os dados clinicos/genéticos e os dados de imagem
foi feita somente para aquelas regides que apresentaram-se atrofiadas na analise
de grupo. Primeiramente, foi feito um GLM de uma Unica variavel, sendo estas:
idade, comprimento da expansdo de CAG, idade de inicio, duragdo da doenga e a
escala de ataxia.

Em seguida, foi feita uma regressdo multipla para analisar o fator
determinante da atrofia cortical e investigar possiveis correlagcbes com testes
neuropsicoldgicos. A regressdo da espessura cortical foi realizada controlando
para idade, género, comprimento da expansao de CAG, idade de inicio e duracao
da doenca. Para avaliar a correlacdo dos dados neuropsicolégicos com a
espessura cortical, o GLM foi ajustado controlando para o seguintes fatores: BDI,
BAI, idade, SARA e escolaridade. A analise de correlacdo com uma unica variavel
e multipla tiverem seus testes corrigidos para multiplas correcées através do teste
de Dunn-Sidak, a=0,0014. Todas as analises foram feitas no software Systat
v13.0.

Dados Subcorticais

Para investigar uma possivel relacdo entre os volumes subcorticais e cada
um dos parametros clinicos/genéticos (idade, expansao do tripleto de CAG, idade
de inicio, duragao da doenca e a escala SARA), usamos uma regressao multipla
com género e eTlV como regressores fixos. Os testes foram corrigidos para
multiplas comparac¢ées, Dunn-Sidak a=0,003, sendo que todos os teste foram
realizados no Systat v13.0.

O processamento das imagens foi realizado no FreeSurfer, e todos os
protocolos usados neste trabalho foram automatizados por meio de scripts em
python. Os codigos dos scripts estdo no Anexo desta dissertacdo, bem como
outros desenvolvidos pelo autor para estudos colaborativos durante o mestrado.
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ABSTRACT

Background:Machado-Joseph disease (MJD/SCA3) is the most frequent
spinocerebellar ataxia, and characterized by brainstem, basal ganglia and
cerebellar damage. Few MRI-based studies have investigated damage in the
cerebral cortex. The objective is to determine whether patients with
MJD/SCAS3have cerebral cortex atrophy, to identify regions more susceptible to
damage and to look for the clinical and neuropsychological correlates of such

lesions.

Methods:Forty-nine patients with MUD/SCA3 (mean-age 47.7+13.0 years, 27 men)
and 49 matched healthy controls were enrolled. All subjects underwent MRI scans
in a 3T device, and 3D T1 images were used for volumetric analyses.
Measurement of cortical thickness and volume was performed using the
FreeSurfer software. Groups were compared using ANCOVA with age, gender and
estimated intracranial volume as covariates, and GLM was used to assess
correlations between atrophy and clinical variables.

Results:Mean CAG expansion, SARA score and age-at-onset were 72.1+4.2,
14.7+7.3 and 37.5212.5 years, respectively. The main findings were: i) bilateral
paracentral cortex atrophy, as well as the caudal middle frontal gyrus, superior and
transverse temporal gyri, and lateral occipital cortex in the left hemisphere and
supramarginal gyrus in the right hemisphere ii) volumetric reduction of basal
ganglia and hippocampij; iii) significant correlation between SARA and brainstem
and precentral gyrus atrophy. Furthermore, some of the affected cortical regions
showed significant correlations with neuropsychological data.

Conclusions:Patients with MJD/SCA3 have widespread cortical and subcortical
atrophy. These structural findings correlate with clinical manifestations of the
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disease, which support the concept that cognitive/motor impairment and cerebral
damage are related in disease.

INTRODUCTION

Machado-Joseph Disease (MJD/SCAS3) is the most frequent autosomal
dominant spinocerebellar ataxia worldwide. It is a neurodegenerative disease
characterized by remarkable phenotypic heterogeneity and caused by an unstable
mutation (CAG repeat expansion) at the ATXN3 (MJD1) gene on chromosome
14g. The clinical manifestations include ataxia, peripheral neuropathy,
ophthalmoparesis, pyramidal symptoms, dystonia, sleep disorders, or
Parkinsonism. Furthermore, it is known that CAG repeat length correlates with age

at onset and disease severity (1).

Neuroimaging studies have been very valuable in characterizing brain
damage in spinocebellar ataxias (SCAs) and Machado-Joseph disease in
particular. In MJD/SCAS3, however, some of these MRI-based studies relied solely
upon visual analysis or manual quantification (2). In fact, only a few have used
automated volumetric measurements (2-4). Furthermore, most neuroimaging
reports have focused on the cerebellum and its direct connections, such as
brainstem, spinal cord and basal ganglia, because ataxia is the major clinical
characteristic in the disease (1, 5) Interestingly, little is known about cerebral
cortical damage in these patients (6). D’Abreu et al employed a voxel-based
morphometry (VBM) approach in a large cohort of patients and found atrophy in
the neocortex, including frontal, parietal, temporal and occipital lobes
(7).Furthermore, some studies using Positron Emission Tomography (PET) and
Single Photon Emission Tomography (SPECT) showed involvement of the cortex
in this illness (8).

These imaging data strongly suggest that neurodegeneration in MJUD/SCAS3
extends far beyond the cerebellum and motor pathways. In the last few years,
cognitive deficits have been increasingly recognized in the disease. Lopes et al. (9)
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found episodic and working memory deficits, whereas Kawai et al.(10) also
identified difficulties in visuospastial and language tasks. Such neuropsychological
abnormalities cannot be explained exclusively by cerebellar damage. In this
scenario, it is crucial to systematically investigate cerebral cortex damage in
patients with MJD/SCA3 and to determine whether it correlates with
neuropsychological findings. Recent advances in MRI analyses now enable
reliable investigation of cerebral cortex damage, using tools such as the FreeSurfer

package (http:/surfer.nmr.mgh.harvard.edu). FreeSurfer performs automatic

segmentation of all cortical and subcortical structures in the brain, thus enabling
determination of the volume, area and thickness of the cerebral cortex.
Measurements are accurate and present high reproducibility (11). This
methodology has been successfully used in other neurodegenerative disorders.
Therefore, the primary aim of this study was to determine whether patients with
MJD/SCAS have cerebral cortex atrophy and to identify regions more susceptible
to damage. As a secondary objective, we looked for clinical correlates of such

involvement including both motor and cognitive functioning.

MATERIALS

Participants

This study was approved by our institution research ethics committee and
written signed consent was obtained from all subjects. Forty-nine adult
symptomatic patients (27 men) with molecular confirmation of MJD/SCA3 and 49
healthy controls (27 men) were enrolled in the study (Table 1). All patients were
recruited from the Neurology and Neurogenetics outpatient clinics (Department of
Neurology, University of Campinas, Campinas, Brazil) between 2009 and 2013.
Patients with motion artifacts on MRI scans and/or unavailable clinical or genetic
data were excluded from the study.

Neurological and cognitive evaluation

For each patient, we recorded information about age at onset, disease
duration and CAG repeat length. In addition, a neurologist performed the Scale for
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Assessment and Rating of Ataxia (SARA) (12) on the same day of the MRI

acquisition.

A subgroup of 28 patients also underwent neuropsychological assessment,
performed by a trained psychologist (9).Mean age and educational level of these
subjects were 46.5t11.5 and 10.0+4.0 years, respectively. We included the
following tests, validated for Portuguese language: Rey auditory verbal learning
test-RAVLT (coding, delayed recall and recognition; Corsi block-tapping task
(forward and backward); digits span - forward and backward; semantic verbal
fluency (animal category); figure memory, logical memory | and Il and associated
paired visual | and Il subtests (WMS-R); similarities and picture completion (WAIS
lll subtest); Boston naming test (BNT); Hooper visual organization; Wisconsin card
sorting test; and Raven Progressive Matrix Test (General Scale). Beck inventories
for depression (BDI) and anxiety (BAIl) were also applied to these 28 patients to
evaluate depressive symptoms and anxiety. Mean BAI, BDI and Educational Level

scores in this subgroup were 10.0+9.7, 15.0+13.0 and 9.843.8, respectively.

Image acquisition

Anatomical MRI scans were obtained on a 3T Achieva magnetic resonance
scanner (Philips, Netherlands) using a standard 8-channel head coil. We employed
a T1 volumetric sequence for all analyses. MRI parameters were: slice thickness of
1 mm, echo time (TE) = 3.2ms, repetition time (TR) = 7.1ms, excitation angle (flip
angle) 8, isotropic voxels of 1.0 x 1.0 x 1.0 mm, field-of-view (FOV) = 240x240.

Cortical thickness analyses

Cortical thickness was determined using the FreeSurfer software v.5.3. This
measure was chosen because it is more sensitive to cortical variations than area
and volume (13). Measurements were performed according to the protocol
suggested by Fischl and Dale (11).

Images were corrected for magnetic field inhomogeneity, aligned to the
Talairach and Tournoux atlas (14), and skull-stripped. Next, voxels were labeled as
gray matter (GM), white matter (WM) or cerebral spinal fluid (CSF). From these,
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using triangle meshes, two surfaces were created: the white surface, which is the
interface between GM and WM, and the pial surface (11). Cortical thickness was
calculated as the shortest distance between the pial and white surface at each
vertex across the cortical mantle. For all analyses, a Gaussian filter with 10 mm
FWHM was used for smoothing the surface. Furthermore, estimated total
intracranial volume (eTIV)(15) and the volume for subcortical regions (16) were
calculated. Regional cortical thickness variations between the patient and control
groups were assessed using a General Linear Model (GLM) with age, gender,
eTlV, and group as regressors. Afterwards, group difference t-test maps were
corrected for multiple comparisons using Monte Carlo simulations, enabling the
identification of significant vertex-wise group clusters.

In addition to vertex-wise comparisons, FreeSurfer enables the comparison
of cortical thickness and subcortical volume measurements for parcellation (16, 17)
taking into account anatomical atlases such as proposed by Desikan (18). In this
analysis, we performed ANOVA with age, gender and eTIV as covariates to assess
cortical thickness and subcortical volume differences between the two groups for
each region. In order to correct for multiple comparisons, we employed the Dunn-

Sidak multiple comparison test (level of significance a = 0.001).

Correlation analyses

Cortical data

For correlation analyses with clinical and genetic data, we chose to
investigate only those regions where cortical thickness was reduced in MJD/SCAS3
patients. First, a single variable GLM was performed, using individually as
regressors each one of the following parameters: age, age at onset, duration, CAG
repeat length and SARA score.

We then performed multiple regression analyses to investigate: i) the
determinants of cortical damage, and ii) correlations with neuropsychological tests.
First, a regression of cortical thickness was performed, controlling for age, length of
the expanded CAG repeat, age at onset and disease duration. As a second step,
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we performed a GLM of neuropsychological data vs thickness measurements,
adjusted for the following variables: Beck Depression Inventory (BDI), Beck Anxiety
Inventory (BAI), SARA, Age, Gender and Educational level. Systat v13.0 was
employed for these analyses. The p-values were set to 0.0014 (Dunn-Sidak

correction for multiple comparisons).
Subcortical data

We used linear regression analyses to investigate possible relationships
between subcortical volumes and severity of disease (SARA score), adjusted for
the following variables: eTIV and gender. These analyses were performed in
SYSTAT v13.0 and the level of significance was set at p=0.003 (corrected for
multiple comparisons, Dunn-Sidak).

RESULTS

Cortical thickness analyses

Using vertex-wise analysis, significant differences in cortical thickness
between patients and controls were found in the left hemisphere at the superior
frontal, superior temporal and precentral cortices, and in the right hemisphere at
the superior frontal cortex. These data are shown in Figurel and Supplemental
Datal.

Using the Desikan atlas, significant cortical thinning was found in several

regions of both hemispheres (Table 2).

Volumetric analyses

Several subcortical structures presented significantly smaller volumes in
patients with MJD/SCA3 when compared to healthy controls (Table 3).
Interestingly, both hippocampi were also atrophic in the MJD/SCA3 group (right:
4026 + 474 vs 4435 + 507 mm?3, p<0.001; left: 3941 + 482 vs 4259 + 489mm?,
p<0.001).

Correlation analyses
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Cortical data

Single variable

In the group of patients with MJD/SCAS3, the length of the expanded CAG
repeat correlated with the thickness of the posterior ramus of the left lateral sulcus
(r = 0.505, p < 0.001). Moreover, the duration of the disease inversely correlated
with the caudal middle frontal (r = -0.418, p = 0.003) and the transverse temporal (r
= -0.392, p = 0.005) cortices in the left hemisphere. In addition, there was a
significant inverse correlation between SARA scores and the thickness of the left
precentral gyrus (r = -0.302, p = 0.035), anterior transverse temporal gyrus (r = -
0.303, p = 0.034), superior temporal sulcus (r = -0.354, p = 0.013), caudal middle
frontal (r = -0.330, p = 0.020), paracentral cortex (r = -0.311, p = 0.038) and
transverse temporal cortex (r = -0.346, p = 0.015). No significant correlations were

found between cortical thickness and age at onset of the disease.

Multiple regression

In the multiple regression model, the thickness of the right angular gyrus,
and of the posterior ramus of the lateral and left caudal middle frontal cortex, was
significantly correlated with age, age at onset and disease duration (Table 4). We
did not find any correlation between the length of the expanded CAG repeat and

thickness measurements.

Regarding neuropsychological tests, we found a correlation between:
Similarity test (Wechsler Intelligence Adult scale Il subtest) and precentral gyrus
thickness; RAVEN: Raven Progressive Matrix Test (General Scale) and middle
occipital gyrus thickness; Similarity test and superior occipital gyrus thickness
(Table 5).

Subcortical Data
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We found a significant correlation between SARA scores and subcortical
volumes: brainstem (r = 0.581, p<0.001), left thalamus volume (r = 0.624, p<0.001)
and ventral diencephalon both at right (r = 0.575, p<0.001) and left (r = 0.641,
p<0.001) (Supplemental Data2). Duration of the disease also correlated with
volumes of left (r = 0.619, p<0.001) and right (r = 0.578, p<0.001) ventral
diencephalon and right cerebellar white matter (r = 0.543, p = 0.001)
(Supplemental Data3). We did not find any correlations between subcortical

volumes and age, age at onset and length of the expanded CAG repeat.
DISCUSSION

This is the first study specifically devoted to investigate cerebral cortical
damage in MJD/SCAS, using high resolution MRI scans and robust software for
cortical thickness measurements (FreeSurfer). We were able to demonstrate
multifocal cortical damage in the disease in a large cohort of patients. Motor
regions of the frontal lobes were particularly affected, but cortical thinning also
included areas of the parietal, temporal and occipital lobes. Gliosis and neuronal
loss probably underlie these volumetric abnormalities (19). Previous studies have
indeed found loss of giant Betz neurons of layer V predominantly in the primary
motor cortex of MJD/SCAS patients, which is in line with our own results (20).
Although we found several atrophic cortical areas, damage was not
homogeneously distributed over the cortical mantle. If we consider that ataxin-3
(both normal and expanded) is expressed all over the cortex (21), this suggests
that some cortical neurons, such as pyramidal cells, are more vulnerable to the

harmful effects of the mutant protein.

Most MRI-based studies in MJD/SCA3 focused in the cerebellum and
subcortical structures (5, 22). In accordance with these previous reports, our data
also indicate volumetric reduction of both thalami and basal ganglia, as well as the
cerebellum and brainstem. These are regions involved in motor control that
account for the main clinical manifestations found in patients with MJD/SCAS3, such
as ataxia, dystonia and pyramidal signs. In our analyses, severity of ataxia
correlated with brainstem and thalamic volumes, which gives further support to this
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hypothesis. On the other hand, available data that report cortical damage in
MJD/SCAS are scant (5). Some PET and SPECT studies identified cortical areas
of hypoperfusion in SCAS3, including the inferior and superior portions of the frontal
lobes, lateral portion of the temporal lobes, parietal lobes and occipital lobes (8).
D’Abreu et al. performed VBM analyses and found widespread cortical atrophy in a
large cohort of patients (7). These results are similar to the ones reported here,
but we did not find atrophy in some regions reported in that paper, such as insula,
cuneus and precuneus (7). This apparent discrepancy is probably explained by the
different technical approaches employed by the VBM and FreeSurfer to determine
GM volumes. Previous studies, combining VBM and surface-based techniques
showed that the two approaches tends to have different results (13, 26). Briefly,
VBM relies upon comparisons of GM densities in normalized images, whereas
FreeSurfer performs an automated segmentation and calculates thickness in native
space images (12, 16, 23-35). VBM merges information about morphology, size
and position to identify cortical GM (23), whereas the FreeSurfer approach gives a
direct measure of cortical morphology. This last measure is less susceptible to
positional and anatomical variance (27) and more sensitive to detect abnormalities
in diseased brain (16, 26).

In SCAS3, some clinical features are mostly determined by expanded CAG
repeat length, such as dystonia, whereas others are time-dependent, such as
peripheral nerve damage (28). Therefore, we tried to identify the determinants of
cortical damage using multiple variable regression analyses. The thickness of right
angular gyrus, caudal middle frontal cotex and posterior fissure significantly
correlated with disease duration, but not with CAG repeat length. These results
suggest that cerebral cortical damage in MJD/SCA3 is mostly time-dependent,
rather than CAG expansion-dependent. It seems that the MJD/SCA3 mutation
accelerates an age-dependent phenomenon of neuronal death in some cortical

regions.

A major finding in our analyses was motor cortex atrophy in MJD/SCA3
when compared to healthy controls. Furthermore, severity of disease, expressed
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by SARA scores, correlated with thickness of precentral and paracentral cortices.
Taken together, these data indicate that motor impairment in MJD/SCAS is caused
not only by cerebellar damage, but is also related to cerebral cortex atrophy. A
possible explanation is that precentral neuronal loss might disrupt the corticospinal,
cortico-bulbar and cortico-ponto-cerebellar tracts. This hypothesis is supported by
two recently published DTl-based study in MJD/SCAS, which found abnormal
radial diffusivity in the frontal lobe white matter (4). It would be interesting now to
validate these findings in a longitudinal study and to separately evaluate patients
with different clinical subtypes of the disease.

Several papers have described cognitive impairment in patients with
MJD/SCAS, including verbal and visual memory deficits, visuospatial dysfunction
and executive dysfunction (9). Depressive symptoms are common as well (9).
Some authors consider that these neuropsychological abnormalities in MJD/SCA3
are related to the cerebellar cognitive affective syndrome (CCAS) (29). This
syndrome was first described by Schmahmann & Sherman (30) in patients
presenting behavioral changes and multiple cognitive deficits due to lesions
confined within the cerebellum. The anatomical substrate for CCAS probably
involves dysfunction of circuits that connect the cerebellum with the prefrontal,
superior parietal, superior temporal and limbic cortices (30).Although this is a
sound hypothesis, one must consider that patients with MJD/SCAS3 have extra-
cerebellar pathology. In fact, we have found volumetric reduction in some cortical
areas that might be involved with the mental abnormalities found in MJD/SCAGS.
Occipital and cingulate gyri damage, for instance, may be associated with
visuospatial deficits and mood disorders, respectively. We also found bilateral
hippocampal atrophy in the MJD/SCAS3 group, which may help to explain both
visual and verbal memory impairment in these patients. In addition, we found that
some of the affected cortical regions correlated neuropsychological tests, which
further supports the concept that cognitive impairment and cerebral damage are
related in MJD/SCAS3. Thickness of right superior occipital gyrus presented a direct
correlation with the similarity subscore of the Wechsler Intelligence Adult scale 3™
version and left middle occipital gyrus also correlated with Raven Progressive
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Matrix Test (General Scale). These findings can be explained because these
subtests require the individual to describe how alike are two given things
(similarity) as well as to perform a mental visualization of the patterns used in the
Raven progressive matrix, thus demanding intact visuospatial functioning. An
unexpected finding was the association between left precentral gyrus thickness
and similarity subscore. However, Porro et al. in a functional MRI study found
activation of this region in cognitive tasks that involve motor imagery (31).

CONCLUSION

Patients with MJD/SCA3 have cerebral cortical damage, including regions
associated with motor and cognitive function. Interestingly, motor and cognitive
dysfunction in these patients was significantly associated to the volumetric
reduction of some cortical regions. Furthermore, cerebral cortical damage in
SCA3/MJD is mostly time-dependent, rather than (CAG) expansion-dependent.
Taken together, these data indicate that neurodegeneration in SCA3/MJD extends
far beyond the cerebellum and that some clinical manifestations may be caused by

direct cerebral cortical damage.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Map for group difference between patients and controls regarding cortical

thickness, vertex-by-vertex analysis.

TABLE LEGENDS

Table 1: Demographics Data

Table2: Gyral-based areas with cortical thinning in patients with MJD/SCAS.

Table3: Subcortical structures with volumetric reduction in patients with
MJD/SCAS.

Table 4: Multiple regression of thickness measurements vs clinical parameters in
the MJD/SCAS group.

Table 5: Multiple regression of thickness measurements vs neuropsychological
tests in the MUD/SCA3 group.

58
Resultados



TABLES

Table 1:Demographics Data

Patients  Controls
(n=49) (n=49)
Gender (men/women) 27/22 27/22
Age* (mean t SD, years) 47.7413.0 47.5+12.7
CAG (mean * SD) 721442 -
Age at onset (mean + SD, years) 37.5£12.5 -
Duration (mean * SD, years) 10.0¢4.7 -
SARA (mean % SD) 14.7£7.3 -

*P-value=0.932, t-test

Table 2: Gyral-based areas with cortical thinning in patients with MJD/SCA3. Group difference for ROl analyses using Age,
Gender and eTIV as covariates. Only structures with ANOVA corrected p-values <0.001 are shown.

Structure MJD mean (mm) Control mean (mm)
LEFT HEMISPHERE
Middle Occipital Gyrus 2.27£0.19 2.40+0.17
Precentral Gyrus 2.49+0.18 2.63+0.20
Anterior Transverse Temporal Gyrus 2.13+0.27 2.31+0.24
Posterior Ramus of the Lateral Sulcus 2.14+£0.22 2.30+£0.20
Inferior Part of the Precentral Sulcus 2.12+0.15 2.26+0.16
Superior Temporal Sulcus 2.19+0.17 2.32+0.14
RIGHT HEMISPHERE
Paracentral Lobule and Sulcus 1.98+0.18 2.16 £ 0.17
Middle-Posterior Part of the Cingulate Gyrus and Sulcus 2.35+0.19 2.47 £0.14
Short Insular Gyri 3.35+0.30 3.49+0.19
Superior Occipital Gyrus 1.89+0.19 2.03+0.21
Angular Gyrus 2.35+0.17 2.47 £0.17
Precentral Gyrus 2.43+£0.25 2.62+0.22
Posterior Ramus of the Lateral Sulcus 2.22+0.18 2.34+0.14
Central Sulcus 1.62+0.12 1.72+0.12
Marginal Branch of the Cingulate Sulcus 1.99+0.16 2.11+0.16
Medial Occipito-Temporal Sulcus and Lingual Sulcus 2.22+0.21 2.37+0.19
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Table 3: Subcortical structures with volumetric reduction in patients with MJD/SCA3. Only structures with ANOVA
corrected p-values <0.001 are shown.

Structure MJD mean (mm3) Control mean (mm?3)

LEFT HEMISPHERE

Cerebellum WM 8511 + 1951 15204 + 2298
Cerebellum GM 38270 £ 4735 44921 + 6052
Thalamus 6184 + 758 7439 + 1036
Caudate 3005 * 355 3471 + 427
Putamen 5099 + 608 5804 + 956
Pallidum 1167 £ 200 1395 + 261
Ventral diencephalon 2972 + 364 3742 +374
RIGHT HEMISPHERE

Cerebellum WM 8322 + 1863 15449 + 2063

Cerebellum GM

38781 + 4895

45603 * 5819

Thalamus 5782 + 640 6631+ 737
Caudate 3169 + 392 3678 + 543
Putamen 5101 £ 585 5747 £ 821
Pallidum 1186 + 163 1565 + 240
Ventral diencephalon 3018 + 352 3852 + 460

Brainstem

14313 + 2367

20929 + 2445
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Table 4: Multiple regression of thickness measurements vs clinical parameters in the MJD/SCA3 group.

Structure R- p-valor Independent Regression p-
adjust  regression Variables Coef. value
Age -0.240 0.029
. CAG -0.007 0.129
::';n‘t:;"gj:t';";dd'e 0.569  0.004 Onset 0.239 0.029
Duration 0.223 0.040
Gender 0.070 0.105
Age -0.390 0.001
CAG -0.003 0.469
RH_Angular Gyrus 0.662 <0.001 Onset 0.386 0.001
Duration 0.376 0.001
Gender 0.111 0.010
Age -0.266 0.029
. f CAG -0.006 0.232
the—L';‘t’:::; ':JIS::“‘S °' 0603 0.001 Onset 0.258 0.033
Duration 0.248 0.039
Gender 0.058 0.219
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Table 5: Multiple regression of thickness measurements vs neuropsychological tests in the MJD/SCA3 group.

. . p-value Independent .
Neuropsychological Test  R-adjust adjust  Variables Regression Coef. p-value
LH_Precentral 13.261 0.041
Gyrus
BDI -0.260 0.044
Similarity* 0.823 0.001 BAI 0.217 0.156
¥ ' ' SARA 0.160 0.395
AGE 0.057 0.611
Educational level  1.543 <0.001
Gender -3.319 0.164
LH_Middle
- -16.52 .02
Occipital Gyrus 6.528 0.025
BDI -0.209 0.131
BAI 0.135 0.419
%k
RAVEN 0.900 <0.001 SARA -0.047 0.805
AGE -0.170 0.171
Educational level  2.708 <0.001
Gender 0.497 0.846
RH_ Superior
= -20. .017
Occipital Gyrus 0.066 0.0
BDI -0.251 0.044
BAI 0.151 0.315
Similarity 0.837 <0.001 SARA 0191 0278
AGE 0.018 0.872
Educational level  1.688 <0.001
Gender -2.611 0.255

*Similarity: Wechsler Intelligence Adult scale 1l subtest
**RAVEN: Raven Progressive Matrix Test (General Scale)
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Table 6: Cortical regions with significant thickness differences between patients and controls (Supplemental Datal).

Cluster MJD Control
Cortical Area size TalX Taly TalZ mean Mean CWpP
(mm?) (mm) (mm)
LH Superior 242 + 2.50 %
Frontal 1538.32 -22.6 -15.7 65.4 016 0.15 0.013
LH Superior 2.58 2.70+
Temporal 1351.34 -48.3 -15.6 -2.4 0,23 0.20 0.027
227 % 240+
LH Precentral 1415.30 -54.1 1.1 32.7 015 0.14 0.021
RH Superior 212+ 2.29 %
Frontal 1119.17 20.6 26.2 48.0 017 016 0.014

Table 7: Multiple regression of subcortical volume measurements vs SARA score corrected to eTIV and gender in the
MJD/SCA3 group (Supplemental Data2).

Structure R- p-valor Independent Regression p-

adjust  regression Variables Coef. value
Gender -1928.658 0.002
Brainstem 0.581 <0.001 eTlV -0.001 0.731
SARA -137.261 0.002

Gender -817,945 <0.001
LH_Thalamus 0.624 <0.001 eTlV 0.001 0.139
SARA -26.330 0.041

| Gender -351.105 <0.001
g'i':a—n l’::;;?on 0.575  <0.001 eTIV <0.001 0.771
SARA -13.465 0.031

| Gender -382.586 <0.001
LD';';n‘c':;::on 0.641 <0.001 eTIV <0.001 0.619
SARA -17.896 0.004
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Table 8: Multiple regression of subcortical volume measurements vs Duration score corrected to eTIV and gender in the
MJD/SCA3 group (Supplemental Data3).

Structure R- p-valor Independent Regression p-
adjust  regression Variables Coef. value
Gender -1673.558 0.006
Brainstem 0.595 <0.001 eTIV <0.001 0.868
Duration -173.765 0.001
) Gender -565.998 0.236
:n"'a—ttc::e"e"“m White 543 0.001 eTIV 0.002 0.261
Duration -149.374 <0.001
Gender -326.596 <0.001
RH_Ventral 0578  <0.001 eTIV <0.001 0.522

Diencephalon -
Duration -16.747 0.026
LH Ventral Gender -355.429 <0.001
Die_ncephalon 0.619 <0.001 eTlv <0.001 0.989
Duration -19.118 0.011
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Left Lateral Right Lateral

Figura 3: Map for group difference between patients and controls regarding cortical thickness. (Figure 1 - paper)
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Este é o primeiro estudo especificamente devotado a investigacao de dano
cortical cerebral em pacientes com SCA3/MJD, usando imagens de ressonancia
magnética de alta resolugdo e um software robusto para realizar medidas e
andlise de espessura cortical (FreeSurfer). O trabalho foi capaz de evidenciar
dano cortical multifocal na SCA3/MJD em uma grande coorte de pacientes. A
regiao motora, no lobo frontal de ambos hemisférios, foi particularmente afetada.
Contudo, também foi encontrado afinamento cortical nos lobos occipital, temporal
e parietal. A gliose e a perda neuronal provavelmente estdo envolvidas nestas
anormalidades volumétricas (Darr et al., 1996). Um estudo neuropatolégico
encontrou, de fato, uma perda dos neur6nios gigantes de Betz da camada V no
cértex motor primario de pacientes com SCA3/MJD, o qual esta em acordo com os
resultados aqui apresentados (Seidel et al., 2012). Embora tenham sido
encontradas muitas areas corticais atrofiadas, o dano ndo foi homogeneamente
distribuido sobre o manto cortical. Considerando que a ataxina-3, tanto a
expandida quanto a normal, é expressa em todo o cortex (Paulson et al. 1997),
isto sugere que alguns neurbnios sdo mais sensiveis aos efeitos toxicos da

proteina mutante.

A maioria dos estudos baseados em MRI na SCA3/MJD focaram no
cerebelo e estruturas subcorticais (Tokumaru et al. 2003; Rub et al. 2005; Yamada
et al. 2005). Em acordo com estes estudos prévios, os dados aqui apresentados
também indicaram reducao volumétrica dos talamos e ganglios basais, bem como
do cerebelo e tronco. Estas regides estao envolvidas no controle motor e acredita-
se que sdo as principais responsaveis pelas manifestagdes clinicas encontras nos
pacientes com SCA3/MJD, tais como ataxia, distonia e sinais piramidais. Nas
analises aqui realizadas, a gravidade da doenca, expressa pela escala de ataxia
se correlacionou com os volumes do tronco e talamo, o qual cria um forte pilar de
sustentacao desta hipétese. Por outro lado, ha muito poucos dados que relatam
evidéncias de dano cortical (Tokumaru et al., 2003; Murata et al., 1998; D’Abreu et
al., 2012). Alguns estudos de PET ou SPECT identificaram areas corticais de
hipoperfusdo em SCA3/MJD, incluindo a porgao inferior e superior do lobo frontal,
porcao lateral do lobo temporal, lobo occipital e parietal (Etchebehere et al., 2001;
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Taniwaki et al., 1997; Braga-Neto et al., 2012). D’Abreu et al. realizaram um
estudo com VBM e encontraram atrofia cortical muito difusa em uma grande
coorte de pacientes (D’Abreu et al., 2012). Estes resultados s&o similares aos
nossos, mas nao foram aqui encontrados danos em algumas regides relatadas no
artigo de D’Abreu et al., tais como a insula, cuneus e precuneus (D’Abreu et al.
2012). Esta aparente discrepancia é provavelmente explicada pelas diferentes
abordagem técnicas que o SPM (software com o qual se realiza o procedimento

VBM) e o FreeSurfer usam para determinar o volume de GM.

Como notado, os dois softwares, FreeSurfer e VBM, apresentaram alguns
resultados semelhantes e outros dispares. Tais diferencas podem ser explicadas
com base em varias questdes. A priori, a area e a espessura sao metodos
fundamentalmente baseados em superficie e medem diferencas na GM baseadas
na geometria da superficie cortical. Ao contrario, o método VBM (implementado no
SPM) realiza comparagbes baseadas em voxel para todo o cérebro de locais de
GM entre os grupos de sujeitos (Ashburner e Friston, 2000, 2001). Estudos
anteriores combinando VBM com a espessura cortical demonstraram que estas
técnicas tendem a apresentar resultados diferentes (Hyde et al., 2010; Jiao et al.,
2010; Voets et al., 2008; Pereira et al., 2012). Pereira et al. 2012 e Jiao et al. 2010
encontraram que os modelos de diagndéstico baseados na espessura cortical
foram superiores aos resultados encontrados por medidas de VBM. Segundo
Hutton et al. (2009), técnicas baseadas na medida de espessura cortical detectam
um namero maior de alteracdes no cértex cerebral, com o envelhecimento normal,
quando comparadas com o VBM. As diferencas atribuidas a estas técnicas sao
relacionadas as limitagbes em avaliar a GM cortical pelo VBM, que funde
informagdes sobre morfologia, tamanho e posicédo (Ashburner and Friston, 2001),
resultando em dados provenientes da mistura de espessura e area cortical (Park
et al. 2009; Voets et al. 2008), sendo, portanto, medidas menos especificas. Além
disso, andlises de VBM séao particularmente sensiveis a erros de registros através
das diferengas entre os cérebros e a classificagdo incorreta das classes de tecidos
durante a segmentacao, o qual pode ser erroneamente interpretado como reducao
de area e espessura (Ashburner, 2009). No entanto, a espessura cortical fornece
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um dado mais direto da morfologia cortical, que € menos susceptivel a variancia
posicional, dado que a extragdo do cértex segue a superficie da GM, apesar das
variagdes locais na sua posicéo (Kim et al., 2005; MacDonald et al., 2000). Aléem
disso, a principal vantagem da medida de espessura cortical é que elas permitem
precisdo subvoxel, pois estas medidas estdo atribuidas a vértices individuais em
vez de voxels (Fischl and Dale, 2000). Por ultimo, o grau de suavizagdo que cada
técnica exige para validar o resultado estatistico final € diferente. Além disso,
Voets et al. (2008) demonstraram que o VBM é sensivel a dimorfismos na
citoarquitetura do cortex cerebral, o que pode acarretar mudancas na area cortical

e consequentemente em um resultado falso positivo.

Com respeito aos resultados apresentados neste este estudos relativo a
andlise de grupo, é notado que ha algumas diferengas entre os resultados obtidos
pela analise vértice-por-vértice e ROl andlise. A primeira abordagem, requer uma
rigorosa sobreposicao espacial dos vértices demonstrando um afinamento cortical
significativo a fim de capturar a diferenga entre os grupos, por exemplo o cortex
precentral. No entanto, a abordagem baseada em ROI exibe uma medida de
espessura cortical que, na verdade, € um valor médio dado pela média da
espessura de todos os vértices dentro de um dado ROI, que neste caso é uma
regiao anatébmica. Além disso, A ROI analise permite identificar diferengcas mesmo
no caso de sujeitos com um envolvimento heterogéneo do giro cortical de
interesse (Agosta et al. 2012). Contudo, a andlise vértice-por-vértice permite
investigar todo o cortex e possui a vantagem de encontrar regides que nao sao
relacionadas previamente a doenga. Entretanto, ela também vincula o risco
inerente de gerar resultados falso positivos mesmo com corre¢do para mdultiplas
comparacdoes devido ao grande numero de vértices os quais sdo comparados. Ao
contrario, a ROI analise, corrigida para multiplas comparagdes, vem apresentando
fortes diferencas absolutas na espessura cortical média e resultados altamente
significantes mesmo para aquelas regidbes anatbmicas as quais nao sao
significantes na abordagem vértice-por-vértice (Schultz et al. 2010). Resumindo,
primeiramente é feito uma andlise exploratéria, vértice-por-vértice, podendo,
assim, existir um subconjunto de vértices que séo diferentes entre os grupos. A
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ROI analise é feita entdo, pois o efeito pode ser pequeno para cada vértice e a
média sobre os vértices pode melhorar o poder estatistico da medida, a menos

que o efeito seja restrito a um numero muito pequeno de vértices.

Na SCA3/MJD, algumas caracteristicas clinicas sao principalmente
determinadas pelo tamanho do trato de CAG expandido, por exemplo, a distonia,
embora outras sejam tempo-dependentes, tal como danos nos nervos periféricos
(Schmitz-Hibsch et al. 2008; Klockgether et al. 1999). Portanto, o objetivo aqui foi
tentar identificar os determinantes do dano cortical usando a analise de regressao
de multiplas variaveis. A espessura do giro angular direito, cértex caudal frontal
medial e fissura posterior se correlacionaram significativamente com a duracéao da
doenca, mas ndo com o tamanho da expansdo de CAG. Estes resultados
sugerem que o dano cortical cerebral na SCA3/MJD é mais dependente do tempo
do que da expansao de CAG. Com isso, pode-se propor a hipétese que a mutagéao
da SCA3/MJD acelera o fenbmeno de morte natural dependente da idade em

algumas regides corticais.

O principal resultado proveniente das andlises deste trabalho foi a atrofia do
cértex motor em pacientes com SCA3/MJD, quando comparado com controles
saudaveis. Além disso, a gravidade da doenca, expressa pela escala SARA, se
correlacionou com a espessura do cértex precentral e paracentral. Juntos, estes
dados indicam que a disfuncdo motora na SCA3/MJD é causada ndao somente
pelo dano cerebelar, mas, também, é associado a danos no cértex cerebral. Uma
possivel explicacdo para este resultado sugere a ruptura de circuitos neuronais,
tais como o cértico-espinhal, cértico-bulbar e cortico-pontino-cerebelar, causada
pela perda neuronal do cértex precentral. Esta hip6tese é validada por um estudo
muito recente, o qual baseia-se em técnicas de DTI (Difussion Tensor Imaging) em
pacientes com SCA3/MJD, cujo principal resultado relata medidas de difusividade
radial anormais na WM do lobo frontal (Guimaraes et al. 2013). A fim de validar, de
fato, estes resultados, seria interessante analisar estes dados em um estudo
longitudinal e, separadamente, analisar pacientes com diferentes subtipos clinicos

da doenga.
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Varios estudos tém descrito piora cognitiva em pacientes com SCA3/MJD,
incluindo déficits de memoéria visual e verbal, e disfuncdo visuoespacial e
executiva (Kawai et al. 2004; Zawacki et al. 2004; Lopes et al. 2013; Braga-Neto et
al. 2012). Sintomas depressivos sdo comuns também (Cecchin et al., 2007);
Lopes et al. 2013). Alguns autores consideram que estas anormalidades
neuropsicolégicas na SCA3/MJD séo relacionadas a Sindrome Afetiva Cognitiva
Cerebelar (Cerebellar Cognitive Affective Syndrome, CCAS) (Braga-Neto et al.
2012). Esta sindrome foi primeiramente descrita por Schmahmann & Sherman
(Schmahmann et al. 1998) em pacientes que apresentavam mudancas de
comportamento e déficits cognitivos multiplos oriundos de lesées, exclusivamente,
no cerebelo. O substrato anatémico para a CCAS provavelmente envolve a
disfungdo de circuitos que conectam o cerebelo com os cortices pré-frontal,
superior parietal, superior temporal e limbico (Schmahmann et al. 1998). Embora
esta seja uma hipbtese pertinente, deve-se considerar que pacientes com
SCA3/MJD possuem patologia extra-cerebelar. De fato, foi encontrada aqui uma
reducdo volumétrica em algumas areas corticais que podem estar envolvidas com
as anormalidades mentais encontradas nos pacientes com SCA3/MJD. Danos no
giro occipital e no cingulo podem estar associados com déficits visuoespaciais e
disturbios comportamentais, respectivamente. Também foi encontrada atrofia
hipocampal no grupo de SCA3/MJD, o qual pode ajudar a explicar a alteracao da
memoria verbal e visual nestes pacientes. Além disso, vdarias regides corticais
afetadas se correlacionaram com resultados de testes neuropsicoldgicos, os quais
embasam melhor a ideia da relagcdo entre piora cognitiva e dano cerebral na
SCA3/MJD. A espessura do sulco occipitotemporal medial apresentou correlacdo
direta com o teste de matrizes progressivas de Raven e a espessura do giro
occipital superior direito e o subteste de semelhangas da Escala de Inteligéncia de
Wescheler, 32 versdo. Isto pode ser explicado pelo fato de ambos os testes
requererem que o individuo descreva a semelhangca de duas coisas e, com isso,
demanda um funcionamento visuoespacial intacto. Ademais, a associagao entre a
espessura do giro precentral esquerdo com o teste de semelhancas foi um achado
inesperado. Contudo, Porro et al., em um estudo de fMRI, encontraram ativacao
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desta regido em tarefas cognitivas que envolvem imaginacao motora (Porro et al.,
1996). Concluindo, o presente estudo apresenta novas evidéncias de que déficits
cognitivos em pacientes com SCA3/MJD podem estar relacionados tanto ao dano

cerebral quanto ao dano cerebelar.
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Conclusio




. Pacientes com doenga de Machado-Joseph possuem dano cortical cerebral

focal em regides associadas com a funcao motora e cognitiva.

. Pacientes com doenca de Machado-Joseph apresentam dano subcortical e
cerebelar,

. Pacientes com SCA3/MJD apresentam atrofia hipocampal bilateral.

. Os danos corticais e subcorticais se correlacionam com as manifestacdes

clinicas, tanto motoras quanto cognitivas, da doenca.

. A gravidade da doenga se correlacionou com a atrofia do cértex motor
primario e volume do tronco encefdlico. Estes dados sugerem que a
disfuncdo motora ndo € causada exclusivamente pela degeneracdo do

cerebelo.

. O dano cortical cerebral em SCA3/MJD mostrou-se mais tempo-

dependente do que CAG-dependente.

. A degeneracéo cortical de algumas regides se correlacionou com o declinio
cognitivo dos pacientes com SCA3/MJD.
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Anexo —Scripts

Durante o periodo do mestrado, tive a tarefa de implementar o software
FreeSurfer no laboratério e fui, de fato, o primeiro a usa-lo de maneira sistematica.
Conforme houve a necessidade de rodar as imagens com maior frequéncia e de
forma otimizada, acabei desenvolvendo scripts que automatizaram todos os
processos usados por mim. No entanto, foram feitos outros scripts para trabalhos
que acabei atuando como colaborador usando ou o FreeSufer ou o TBSS do FSL.
Atualmente todos estes cddigos vem sendo largamente usados por mim e por

outros usuarios do Laboratério de Neuroimagem para diversas analises.

Script 1 — Roda Protocolo Estudo Transversal no FreeSurfer
HHHRH UNIVERSITY OF CAMPINAS

praatuiaesd March 2013

gt Autors: THIAGO JUNQUEIRA R. DE REZENDE (thiago.jrezende@gmail.com)
#t#t RODOLFO RODRIGUES DE ARAUJO (rodolforodrigues _at_ gmail.com)

##### This script runs, in parallel, VBM6mim images to carry out for transversal study
in FREESURFER

HHHHH [t is need install the python lib in your PC #####

import os
import Queue

from threading import Thread

PROCESSADORES =4
PASTA =/home/nf04/nii/’
PASTA_SUBJECTS = ’'/home/nf04/subjects/’

q = Queue.Queue()
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def executa():
while True:
img = q.get()
img comp = PASTA + img
rec_imgl = PASTA_SUBJECTS + img
os.system(recon—all =i > + img comp +’ —s ’ + rec_imgl )
os.system(’recon—all -motioncor —s ’ + rec_img1)
os.system(recon—all —all —s ’ + rec_img1)
os.system(recon—all —s ’ + rec_imgl + ’ —qcache’)
g.task_done()
def executa_todos(pasta):
imgs = os.listdir(pasta)
for i in imgs:

q.put(i)

for i in range(PROCESSADORES):
t = Thread(target=executa)
t.daemon = True
t.start()

q.join()

. b . b
if name == main_:

executa_todos(PASTA)
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Script 2 — Roda Estudo Longitudinal no FreeSurfer
HEHHH UNIVERSITY OF CAMPINAS

prdstudasd July 2013

gt Autors: THIAGO JUNQUEIRA R. DE REZENDE (thiago.jrezende@gmail.com)
####RODOLFO RODRIGUES DE ARAUJO (rodolforodrigues@gmail.com)

##### This script runs, in parallel, VBM images to carry out for longitudinal study in
FREESURFER

####HH [t is need install the python lib in your PC

import os
import glob
import Queue

from threading import Thread

PROCESSADORES = 4

PASTA = ’/home/nf04/subjects/’
PASTA_SUBJECTS = ’/home/nf04/subjects/’
NOME _PASTA ="

ql = Queue.Queue()

a2 = Queue.Queue()

g3 = Queue.Queue()

def gera_templateld(pasta):
dir = pasta.rsplit(C/’, 1)[0]
nome = pasta.rsplit(’/’, 1)[1]

return dir + */t_” + nome.split("_")[0]
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def executa_fasel():
while True:
img = ql.get()
img comp = PASTA + img
templatelD = NOME_PASTA
rec_imgl = PASTA_SUBJECTS + img
os.system(recon—all —subjid * + img_comp + ’~ —all ’)

ql.task_done()

def executa_fase2():
while True:
img = q2.get()
tp_linha ="’
#templateld = t_” + img.splitC )[0].split(’_")[0]
templateld = gera_templateld(img.split(’ ")[0])
for i in img.splitC ’):
tp_linha +="—tp * +1i
img_comp = PASTA + img
rec_imgl = PASTA_SUBJECTS + img
print ‘recon—all ~base ’ + templateld + ’’ + tp_linha + * —all’

os.system(’recon—all —base ’ + templateld + ’’ + tp_linha + ~ —all’)

q2.task_done()

def executa_fase3():
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while True:

img = g3.get()
img comp = PASTA + img
rec_imgl = PASTA_SUBJECTS + img

# templateld = 't_” + img.split(_")[0]
templateld = gera_templateld(img.split( ")[0])
print ‘recon—all -long * + img + ’ ~ + templateld + ’ —all’
os.system(recon-all ~long ’ + img +’ ’ + templateld + ’ —all’)

q3.task_done()

def executa_todos_fasel(pasta):
imgs = glob.glob(pasta + */pac*’)

imgs.sort()

for i in imgs:

ql.put@)

for i in range(PROCESSADORES):
t = Thread(target=executa_fasel)
t.daemon = True

t.start()

ql.join()
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def executa_todos_fase2(pasta):
imgs = glob.glob(pasta + ’/pac*’)
imgs.sort()
lista_pacientes = []
ultimo_paciente =’
dados_paciente =’
for i in imgs:
paciente = i.split("_")[0]
if ultimo_paciente == paciente:
dados_paciente = dados_paciente + * 7 + i
else:
if dados_paciente !=":
lista_pacientes.append(dados_paciente)
dados_paciente = i

ultimo_paciente = paciente

if dados_paciente !="":

lista_pacientes.append(dados_paciente)

for paciente in lista_pacientes:

q2.put(paciente)

for i in range(PROCESSADORES):
t = Thread(target=executa_fase2)
t.daemon = True
t.start(Q)
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q2.join()

def executa_todos_fase3(pasta):
imgs = glob.glob(pasta + ’/pac*’)

imgs.sort()

for i in imgs:

q3.put(i)

for i in range(PROCESSADORES):
t = Thread(target=executa_fase3)
t.daemon = True

t.start()

q3.join()

if _name == _main_:
executa,_todos_fase1(PASTA)
executa_todos_fase2(PASTA)

executa_todos_fase3(PASTA)
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Script 3 — Extrai Dados de ROIs Desenhados no FreeSufer
HiHHH UNIVERSITY OF CAMPINAS

prdstudasd JULY 2013

gt Autors: THIAGO JUNQUEIRA R. DE REZENDE (thiago.jrezende@gmail.com)
#####RODOLFO RODRIGUES DE ARAUJO (rodolforodrigues@gmail.com)

#####H This script extract datas of ROls performed into QDEC

###HH [t is need install the python lib in your PC

import os
import Queue

from threading import Thread

PROCESSADORES =4
PASTA =’/home/nf04/’
PASTA_SUBJECTS = ’/home/nf04/subjects/’

q = Queue.Queue()

def executa():
while True:
img = q.get()
rec_imgl = img

os.system('mris_anatomical_stats —1 lh.SARArostralcingulate.label —t
lh.thickness —b —f’ + rec_imgl +’/stats/lh.SARArostralcingulate MJD.stats ~ + rec_imgl
+ ) lh ))

g.task_done()

def executa_todos(pasta):
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imgs = os.listdir(pasta)

for i in imgs:

q.put(i)

for i in range(PROCESSADORES):
t = Thread(target=executa)
t.daemon = True
t.start()
q.join()
if _name_ ==’_main_:

executa_todos(PASTA SUBJECTS)
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Script 4 — Roda o Protocolo FDT do FSL (TBSS)

FHEHH UNIVERSITY OF CAMPINAS HHEHH

FHHHEH DECEMBER 2013 #HHHH

##### Autors: THIAGO JUNQUEIRA R. DE REZENDE (thiago.jrezende _at
gmail.com) #####

S RODOLFO RODRIGUES DE ARAUJO (rodolforodrigues _at
gmail.com) #####

##### This script performed FDT fsl's process ####

##### It is need install the python 1lib in your PC #####

import os

import glob

import Queue

from threading import Thread

PROCESSADORES = 4

PASTA = '/home/thiagoj/DTI nii/’'
PASTA DTI = '/home/thiagoj/DTI/'
#BVEC = '/home/thiagoj/bvec/'
#BVAL = '/home/thiagoj/bval/'
NOME PASTA = '!

name = "'

gl = Queue.Queue ()

g2 = Queue.Queue ()

g3_1 = Queue.Queue ()

g3_2 = Queue.Queue ()

g4 = Queue.Queue ()

def gera output (pasta):
dir = pasta.rsplit('/', 1) [0]
nome = pasta.rsplit('/', 1)I[1]
return nome.split('."') [0]

def executa fasel():
while True:
img = gl.get ()

img comp = 1img

outpout = NOME PASTA

outpout = gera output (img comp.split (' ') [0])

print 'eddy correct ' + img comp + ' ' + outpout + ' 0
#print img comp, gl.gsize()

#os.system('eddy correct ' + img comp + ' ' + outpout +

| Ol)
gl.task done()

def executa fase2():
while True:
img = g2.get ()
img comp = PASTA DTI + img
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outpout = NOME PASTA

outpout = gera output (img comp.split(' ') [0]) + ' nodif'
print 'fslroi ' + img + ' ' + outpout + ' 0 1°

#print img, g2.gsize()

os.system('fslroi ' + img + ' ' + outpout + ' 0 1")

g2.task done ()
def executa fase3():
print g4.gsize ()
while True:
img = g4d.get ()

img comp = PASTA DTI + img
outpout = NOME PASTA

outpout = gera output (img comp.split(' ') [0]) + ' brain'
print 'bet ' + img + ' ' + outpout + ' -m -f 0.3"

#print img, g4.gsize()

os.system('bet ' 4+ img + ' ' + outpout + ' -m -f 0.3")

g4.task done()
def executa fase4():

#print g3 1.gsize()
#print g3 2.gsize()
#print g4.gsize()
#print gb.gsize ()

while True:
img3 1 = g3 l.get()
img3 2 g3 2.get ()
img nii PASTA DTI + img3 1
outpout NOME PASTA
outpout = gera output(img nii.split(' ') [O
bvec = gera output (img nii.split ("' ") [0
bval gera output(img nii.split(' ") [0])
i1f gera output (img3 2.split(' ") [0]) ==
gera output (img3 2.split (' ') [0]):
print 'dtifit -k ' + img3 1 + ' -o ' +
outpout + ' -m ' + img3 2 + ' -r ' + bvec + ' -b ' + bval
os.system('dtifit -k ' + img3 1 + ' -o ' +
outpout + ' -m ' + img3 2 + ' -r ' 4+ bvec + ' -b ' + Dbval)
g3 1.task done()
g3 _2.task done()

def executa todos fasel (pasta):
imgs = glob.glob(pasta + '/*.nii'")
imgs.sort ()

for i in imgs:
gl.put (i)
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for i in range (PROCESSADORES) :

t = Thread(target=executa fasel)
t.daemon = True
t.start ()

gl.join ()

def executa todos fase2 (pasta):
imgs = glob.glob(pasta + '/ctl frid*.nii.gz"')
imgs.sort ()
#print imgs

for i in imgs:
#print len (i)
if len(i) < 38:
g2.put (i)

for 1 in range (PROCESSADORES) :

t = Thread(target=executa fase2)
t.daemon = True
t.start ()

g2.join ()

def executa todos fase3(pasta):
imgs = glob.glob(pasta + '/ctl frid* nodif.nii.gz"')
imgs.sort ()
#print imgs

for i in imgs:
fprint len (i)
#if len(i) == 48:
g4 .put (1)

for i in range (PROCESSADORES) :

t = Thread(target=executa fase3)
t.daemon = True
t.start ()

gd.join ()

def executa todos fased (pastal):
imgs3 1 = glob.glob(pastal + '/ctl frid*.nii.gz"')
imgs3 1.sort()
imgs3 2 = glob.glob(pastal +
'/ctl frid* nodif brain mask.nii.gz')
imgs3 2.sort()
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#imgs4 = os.listdir (pasta2)
#imgs5 = os.listdir (pasta3)

for 1 in imgs3 1:
print len (i)
if len(i) < 38:

g3 1l.put (i)

for j in imgs3 2:
g3 2.put(3j)

#for k in imgs4:
#94 .put (k)

#for 1 in imgsb5:
#g5.put (1)

for m in range (PROCESSADORES) :
t = Thread(target=executa fase4)
t.daemon = True
t.start ()

g3 1l.join()
g3 2.join ()
#g4.join ()
#g5.join ()

if name == ' main ':
executa todos fasel (PASTA)
executa todos fase2 (PASTA DTI)
executa todos fase3 (PASTA DTI)
executa todos fase4 (PASTA DTI)

— o~ o~ —~
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Script 5 — Roda o Protocolo TBSS do FSL
HiHHH UNIVERSITY OF CAMPINAS

prdstudasd DECEMBER 2013

gt Autors: THIAGO JUNQUEIRA R. DE REZENDE (thiago.jrezende@gmail.com)
#####RODOLFO RODRIGUES DE ARAUJO (rodolforodrigues@gmail.com)

gttt This script performed TBSS fsl’s process

####HH [t is need install the python lib in your PC

import os
import Queue

from threading import Thread

PROCESSADORES =1
PASTA =’/home/nf04/mytbss/’
PASTA_TESTE = ’/home/nf04/teste/’

q = Queue.Queue()

def executa():
os.system(’tbss_1_preproc *.nii.gz’)
os.system(tbss_2 reg —T")
os.system(’tbss_3_postreg —S’)
os.system(’tbss_4 prestats 0.2”)

g.task_done()

def executa_todos(pasta):

imgs = os.listdir(pasta)
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for i in imgs:

q.put(i)

for i in range(PROCESSADORES):

t = Thread(target=executa)
t.daemon = True

t.start()

q.join()

. b . b
if name == _main_:

executa_todos(PASTA)
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