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RESUMO

Introducdo: a ataxia espinocerebelar tipo 7 (SCA7) é um distirbio neurodegenerativo
autossdmico dominante causado por uma repeticdo CAG expandida (CAGexp) no gene
ATXNY7, resultando na insercdo de uma poliglutamina (poliQ) alongada na proteina ataxina-
7. Em consequéncia, pacientes com SCA7 desenvolvem ataxia, espasticidade e outros
sintomas neurolégicos. A SCA 7 se destaca de outras SCAs por se associar a distrofia
retiniana, causando deficiéncias visuais que podem levar a cegueira. Sendo uma das mais
raras SCAs, pequenas séries de casos tém aparecido na literatura. Poucas delas buscaram
correlacionar os achados neuroldgicos com os oftalmolégicos; e a fase pré-clinica jamais foi
sistematicamente investigada. Objetivo: descrever o0s achados neurolégicos e
oftalmolégicos de uma coorte de casos de SCA 7, comparando as manifestacdes
encontradas em sujeitos sintomaticos com as encontradas em portadores assintomaticos e
em parentes nao portadores, em uma abordagem exploratéria que buscou levantar
potenciais biomarcadores de progressdo da doenca. Métodos: trata-se de um estudo
transversal onde pacientes com diagnéstico molecular de SCA7 realizado na nossa
instituicAo foram identificados em nossos arquivos protegidos. Tanto eles como seus
parentes foram convidados a participar da presente investigacdo. Sujeitos em risco de 50%
foram incluidos se tivessem mais de 18 anos. Apdés o0 consentimento, dados clinicos e
demograficos foram coletados entre junho de 2016 e setembro de 2017. A seguir, todos 0s
participantes realizaram uma bateria de escalas clinicas voltadas a medida da ataxia (SARA,
CCFS, PATA e 8 MW) e das manifestagcbes neurologicas (NESSCA e INAS); um
guestionario de qualidade de vida relacionada a visdo (NEI-VFQ 25); avaliacdo da acuidade
visual melhor corrigida (AVMC), desvio médio em campimetria computadorizada (MD) e
espessuras da macula e da camada de células ganglionares na tomografia de coeréncia
Optica (OCT). A escala SARA e a AVMC foram escolhidas como as variaveis de referéncia
para a gravidade dos quadros. A analise molecular do ATXN7 foi feita, mas participantes do
estudo e avaliadores foram mantidos cegos para seus resultados; os individuos em risco
interessados em receber seus resultados foram enviados para o programa de testes pré-
sintomaticos. Como nao houve critérios a priori para estimar tamanhos de efeito e como a
SCA7 é uma condicao rara, ndo houve como decidir um tamanho de amostra. O estudo foi
exploratério e por isso ndo foram feitas correcdes para mdultiplas testagens. Um p de 0,05 foi
eleito para definir significancia, e testes estatisticos foram aplicados de acordo com as
caracteristicas das variaveis em estudo. Resultados: 12 portadores sintomaticos (grupo 2) e
8 individuos em risco (3 portadores - grupo 1 - e 5 ndo-portadores - grupo 0) foram incluidos

neste estudo. Todas as variaveis continuas a excecdao da CAGexp tiveram distribuicdo



normal. A AVMC estava reduzida em todos os participantes sintométicos e claramente
diferente entre estes e os outros dois grupos (p <0,0001, ANOVA), enquanto os portadores
assintomaticos e os nao portadores tiveram resultados semelhantes. A AVMC média foi
20/143, 20/18 e 20/20 nos grupos 2, 1 e 0, respectivamente. Nao surpreendentemente, o
NEI-VFQ 25 também demonstrou uma diferenca estatisticamente significativa, mas o que foi
inesperado foi a forma progressivamente diferente entre os 3 grupos (grupo 0 = 92,76 + 6,7;
grupo 1 =74,9 + 55,5; grupo 2 = 58,0 + 21,3) (p= 0,012, ANOVA com Tukey). O MD mostrou
um padréo linear estatisticamente significativo para piorar do grupo controle (-1,34 + 1,15dB)
para o assintomético (-2,81 + 1,66dB) e do grupo assintomatico para sintomatico (-10,54 +
6,95dB) (p = 0,027, ANOVA com Tukey). Além disso, o MD correlacionou-se com a AVMC
(p = 0,020; r = 0,660) e apresentou tendéncia de correlagdo com a SARA (p= 0,073; r= -
0,535). As medidas de espessura macular distinguem completamente os 3 grupos (grupo O
=243,6 £ 22,2 y; grupo 1 = 204,5 + 14,1 y; grupo 2 = 137,95 + 34,6 ) (p = 0,0001, ANOVA)
e também se correlacionou significativamente com os dois critérios planejados de gravidade,
SARA (p = 0,050; r = -0,577) e AVMC (p = 0,007; r = 0,730). Discusséao: alteracdes
oftalmoldgicas estavam presentes ja nas fases pré-clinicas da doenca, quando 0s escores
obtidos das escalas neuroldgicas ainda ndo distinguem portadores assintomaticos de nao
portadores: a espessura macular medida por OCT e o MD medido pela campimetria
computadorizada. Esses achados demonstram que 0 processo neurodegenerativo ja se
encontra em curso e € detectavel por essas medidas anatdmicas e funcionais da retina.
Além disso, ambas as alteracdes detectadas em fases pré-clinicas, ao serem estudadas no
grupo total de portadores sintomaticos e assintomaticos, se correlacionaram com 0s Nossos
padrdes-ouro da gravidade da doenca, SARA e AVMC. Os dois achados - inicio em fase
pré-clinica e correlacdo com a progressdo da doenga medida por escores independentes -
sugerem que a espessura macular medida por OCT e o MD medido pela campimetria
computadorizada séo potenciais candidatos a biomarcadores de estado (de progressao da

doenca) desde fases pré-manifestas na SCA7.

PALAVRAS-CHAVE: acuidade visual, ataxia espinocerebelar tipo 7, biomarcadores,

campimetria computadorizada, OCT, SCA7, retinopatia, tomografia de coeréncia Optica



ABSTRACT

Background: spinocerebellar ataxia type 7 (SCA7) is an autosomal dominant
neurodegenerative disorder caused by an expanded CAG repeat (CAGexp) at ATXN7 gene,
resulting in the insertion of an elongated polyglutamine (polyQ) into the ataxin-7 protein. As a
consequence, patients with SCA7 develop ataxia, spasticity and other neurological
symptoms. SCA7 stands out from other SCAs by associating it with retinal dystrophy,
causing visual deficiencies that can lead to blindness. Being one of the rarest SCAs, small
series of cases appear in the literature. Few of them sought to correlate neurological findings
with ophthalmologic findings; and the preclinical stage has never been systematically
investigated. Objective: to describe the neurological and ophthalmological findings of a
cohort of cases of SCA7, comparing the manifestations found in symptomatic subjects with
those found in asymptomatic carriers and in non-carrier relatives in an approach exploratory
study that sought to raise potential biomarkers of disease progression. Methods: patients
with a molecular diagnosis of SCA7 performed at our institution were identified in our
protected files. Both they and their relatives were invited to participate in the present
investigation. Subjects at risk of 50% were included if they were older than 18 years. After
consent, clinical and demographic data were collected between June 2016 and September
2017. All participants then performed a battery of clinical scales aimed at the measurement
of ataxia (SARA, CCFS, PATA and 8 MW) and neurological manifestations (NESSCA and
INAS); a visual function questionnaire (NEI-VFQ 25); assessment of better corrected visual
acuity (AVMC), mean deviation in computerized campimetry (MD), and thickness of the
macula and ganglion cell layer on OCT. The SARA and AVMC scale were chosen as the
reference variables for the severity of the frames. Molecular analysis of ATXN7 was done,
but study participants and evaluators were kept blind to their results; the individuals at risk
interested in receiving their results were sent to the presymptomatic testing program. As
there were no a priori criteria for estimating effect sizes and because SCA7 is a rare
condition, there was no way to decide on a sample size. The study was exploratory and
therefore no corrections were made for multiple tests. A p of 0.05 was chosen to define
significance, and statistical tests were applied according to the characteristics of the
variables under study. Results: 12 symptomatic carriers (group 2) and 8 individuals at risk (5
carriers - group 1 - and 3 non-carriers - group 0) were included in this study between June
2016 and September 2017. All continuous variables with the exception of CAGexp had
normal distribution. AVMC was reduced in all symptomatic participants and clearly different
between these and the other two groups (p <0.0001, ANOVA), while asymptomatic and non-
carriers had similar results. The mean BCVA was 20/143, 20/18 and 20/20 in groups 2,1 and



0, respectively. Not surprisingly, NEI-VFQ 25 also showed a statistically significant
difference, but what was unexpected was the progressively different form between the 3
groups (group 0 = 92.76 + 6.7, group 1 = 74.9 £ 55, 5, group 2 = 58.0 £ 21.3) (p = 0.012,
ANOVA with Tukey). The MD showed a statistically significant linear pattern to worsen from
the control group (-1.34 + 1.15dB) to the asymptomatic (-2.81 + 1.66dB) and from the
asymptomatic to the symptomatic group (-10.54 + 6, 95dB) (p = 0.027, ANOVA with Tukey).
In addition, MD correlated with AVMC (p = 0.020; r = 0.660) and showed a correlation
tendency with ARDS (p = 0.073; r = -0.535). The macular thickness scores completely
distinguish the 3 groups (group 0 = 243.6 + 22.2 y, group 1 = 204.5 + 14.1 y, group 2 =
137.95 + 34.6 p) (p = 0.0001, ANOVA ...) and also correlated significantly with the two
planned criteria of severity, SARA (p = 0.050, r = -0.577) and AVMC (p = 0.007, r = 0.730).
Conclusion: ophthalmologic changes were present already in the preclinical stages of the
disease, when the scores obtained from the neurological scales did not yet distinguish
asymptomatic non-carrier patients: macular thickness measured by OCT and MD measured
by computerized campimetry. These findings demonstrate that the neurodegenerative
process is already underway and is detectable by these anatomical and functional measures
of the retina. In addition, both changes detected in preclinical stages, when studied in the
total group of symptomatic and asymptomatic carriers, correlated with our gold standard of
disease severity, SARA and AVMC. The two findings - pre-clinical onset and correlation with
disease progression measured by independent scores - suggest that the macular thickness
measured by OCT and MD as measured by computerized campimetry are potential

candidates for disease biomarkers (disease progression) from pre-manifest stages in SCA7.

KEY WORDS: visual acuity, spinocerebellar ataxia type 7, biomarkers, computerized

perimetry, OCT, SCA7, retinopathy, optical coherence tomography
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1. INTRODUCAO

1.l REVISAO DA LITERATURA

1.1.1 Estratégias para localizar e selecionar as informacgdes

Foram realizadas buscas nas principais bases de dados (PubMed, SciELO, LILACS,
banco de teses da CAPES) com as seguintes palavras-chave: “SCA 77, “ataxia
spinocerebellar type 77, “eye”, “ophthalmologic”, “ophthalmic”. Foram incluidos todos os
estudos que avaliaram alteracdes oculares e/ou de visdo em pacientes com SCA 7,
desde que redigidos em inglés, portugués ou espanhol. Foram excluidos artigos a cujo

texto completo ndo foi possivel acesso pelos pesquisadores.

Figura 1. Diagrama de Fluxo da Reviséo da Literatura

Registros identificados através Registros adicionais
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Artigos excluidos (sem acesso
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h

Estudosincluidos
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1.1l REFERENCIAL TEORICO

Ataxia € definida como um distarbio do equilibrio e coordenagdo motora
ocorrendo na auséncia de fraqueza muscular e pode surgir de disfuncdo do cerebelo,

sistema vestibular, propriocepc¢do ou de uma combinacdo destes [Shakkottai, 2013].

1.11.1 Ataxias espinocerebelares

As ataxias espinocerebelares (internacionalmente conhecidas pela sigla SCA, do
inglés: spinocerebellar ataxias), sdo um grupo heterogéneo de condi¢cdes degenerativas com
sintomas causados pela disfuncdo do tronco cerebral e cerebelo, juntamente com suas

conexdes, com uma herancga de padrdo autossdémico dominante [Shakkottai, 2013].

Apesar de suas similaridades clinicas, uma grande variedade de causas
genéticas estd por tras das SCAs. Embora genes distintos representem mais de 30
etiologias de ataxia dominante, as SCAs podem ser agrupadas de acordo com mecanismos
moleculares compartilhados, incluindo: ataxias devidas a poliglutaminopatia (SCAs 1, 2, 3, 6,
7,12, 17 e DRPLA), ataxias associadas a disfuncéo de canal de ion (ataxias episédicas EA1
a EAJ4), associadas a desregulacdo da expressdo génica, curiosamente devidas a
repeticbes em regibes ndo codificantes (SCAs 8, 10, 12), e ataxias devidas a mutacfes de
ponto em genes que expressam proteinas com diferentes fungdes no neurdnio (como as
SCAs 5, 13, 14 e 27) [Shakkottai, 2013].

As ataxias associadas as poliglutaminas (poliQs) sdo causadas pela expanséo
de uma repeticdo CAG codificante. Individuos normais tém alelos com repeticées CAG de
variados tamanhos (CAGn). Quando o tamanho do CAGn ultrapassa um determinado limiar,
a repeticdo CAG passa a ser patogénica e é entdo chamada de expandida (CAGexp). A
presenca de uma CAGexp resulta em um trato alongado de glutaminas na proteina
codificada pelo gene em questado - a poliQ. O mecanismo exato pelo qual uma poliQ causa
ataxia é desconhecido [Shakkottai 2013]. Potenciais mecanismos séo: proteina mal dobrada
(misfolding) ocupando excessivamente o sistema de controle de qualidade proteica das
células, formagéo de complexos oligoméricos toxicos, desregulagao transcricional, disfuncéo

mitocondrial e transporte axonal deficiente.

A CAGexp é a principal determinante da idade de inicio nas poliglutaminopatias:
guanto maior a CAGexp, mais precoce € a idade de inicio e mais grave é o quadro clinico.
Além disso, a CAGexp € instavel nas divisdes celulares, como meioses, em especial quando

atravessa uma espermatogénese. Em consequéncia, diferentes tamanhos de CAGexp sao



14

transmitidas a prole, a CAGexp tendendo aparentemente a se expandir mais do que a se
contrair. Por isso, as ataxias por poliQ apresentam o fendmeno da antecipacdo, onde os
primeiros sintomas aparecem mais cedo em geracgdes sucessivas [Donis, 2015].

1.11.2 Ataxia espinocerebelar tipo 7

A ataxia espinocerebelar tipo 7 (SCA 7), previamente conhecida como ataxia
autossbmica dominante tipo Il (ADCA Il) e ataxia olivopontocerebelar tipo 11l (OPCA III)
[Aleman, 2002], é uma condicdo neurodegenerativa autossémica dominante caracterizada
por ataxia cerebelar progressiva, incluindo disartria e disfagia, e distrofia retiniana com perda
progressiva da visdo central resultando em cegueira nos adultos afetados. O aparecimento

no inicio da infancia tem um curso especialmente rapido e agressivo.

A CAGexp instavel responsavel pela SCA7 esta dentro do gene ATXN?7,
codificante para a proteina conhecida como ataxina-7 [David, 1998], com 892 aminoacidos
[llg, 2014]. A poliQ na ataxina-7 leva a inclusGes nucleares e a degeneragdo seletiva de
neurénios e de fotorreceptores. Estudos iniciais da CAGn do gene ATXN7 indicaram que
individuos normais possuem repeticées entre 7 e 34 CAGs e que expansdes além de 37
CAGs (as CAGexp) produziam o fenétipo da doenca SCA7 [David, 1997; Garden, 2008].
CAGexp entre 37 e >460 ja foram documentadas em pacientes com SCA7 [David, 1997,
Garden, 2008] e ha forte correlacdo inversa entre idade de surgimento dos primeiros
sintomas e comprimento do CAGexp, ou seja, longas repeticbes tendem a se associar a
idades de inicio mais precoces [Johansson, 1998; David, 1998; Gu, 2000; Guan, 2010]. No
Brasil, na coorte de 30 sujeitos sintomaticos e colecionada pelo nosso grupo até 2013, o

indice de correlacdo entre idade de inicio e CAGexp foi de 0,8 [de Castilhos, 2014].

A SCA7Y é considerada uma das mais raras SCAs, com uma prevaléncia mundial
menor do que 1: 100.000 individuos [Velazquez-Pérez, 2015]. No Brasil, parece ser a
terceira SCA mais comum e ser mais comum no Rio de Janeiro do que no Rio Grande do
Sul [de Castilhos, 2014].

1.1l.2.a Inicio dos sintomas na SCA7

O inicio dos sintomas da SCA 7 da-se por volta dos 32.74 + 17.87 anos (média +

desvio padrao) [Velazquez-Pérez, 2015], variando da primeira infancia (com curso acelerado
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e morte prematura) a quinta ou, ocasionalmente, sexta década (com degeneracéo retiniana

e ataxia cerebelar lentamente progressivas) [Shakkottai, 2013].

Na infancia, a ataxia pode nao ser ébvia; perda de massa muscular, fraqueza e
hipotonia sdo comuns [Aleman, 2002]. Os bebés com doenca grave e expansdes de mais de
180 repeticbes CAG tem hipotonia neonatal, atraso no desenvolvimento, disfagia,
insuficiéncia cardiaca congestiva, atrofia cerebral e cerebelar e doenca retiniana [David,
1997]. Naqueles com doenca de inicio infantil, a degeneracdo cerebelar e do tronco
encefalico é tao rapida que degeneracao da retina e queixa de perda de visdo pode ndo ser
evidente. Nosso grupo recentemente descreveu uma crianca afetada com inicio dos

sintomas aos 12 meses [Donis, 2015]

O tamanho do CAGexp parece estar relacionado ndo somente a idade de inicio,
mas também a gravidade do quadro [Velazquez-Pérez, 2015]. Quando sintomas iniciais
ocorrem antes ou durante a adolescéncia, cegueira pela degeneracao retiniana pode ocorrer
dentro de poucos anos, podendo os portadores tornarem-se cegos dentro de uma década
ou menos [Garden, 2008]. Em adultos, a ataxia cerebelar progressiva (dismetria,
disdiadococinesia e incoordenagdo) pode preceder, mas usualmente segue, o inicio dos

sintomas visuais [Garden, 2008].

1.11.2.b Manifestacdes neuroldgicas

As primeiras e principais manifestacdes neurolégicas sdo as devidas a
incoordenagdo do movimento: dismetria, disdiadococinesia, ataxia de marcha e disartria. A
idade de inicio das manifestagfes neuroldgicas € inversamente proporcional ao tamanho do
CAGexp, com um r = —=0.837 [Velazquez-Pérez, 2015]. Apesar da taxa de progressao variar,
o resultado final é disartria grave, disfagia e estado de acamado com perda do controle

motor.

Reflexos tendineos vivos e espasticidade se tornam evidentes com 0 progresso
da doenca e afetam virtualmente todos os afetados [Veldzquez-Pérez, 2015]. Os

movimentos sacadicos oculares se tornam marcadamente lentos.

Declinio cognitivo e psicose foram relatados [Johansson, 1998]. A testagem
neuropsiquiatrica de alguns individuos com SCA 7 revelou déficits seletivos na cognicao
social [David, 1998].

Muito pouco ainda se sabe sobre a progressdo da doenga. Até onde sabemos,

apenas dois estudos de historia natural da SCA7 foram até o momento publicado [Tezenas
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du Montcel, 2012; Horton, 2013]; o tamanho dessas coortes da ideia da raridade dessa
condicdo. No primeiro, dez pacientes SCA7 foram incluidos em um estudo prospectivo de 24
meses sobre SCAs, realizado em sete centros franceses. A progressao das manifestacbes
ataxicas foi medida pela Scale for the Assessment and Rating of Ataxia (SARA) [Schmitz-
Hubsch, 2006] e pelo Composite Cerebellar Functional Score (CCFS) [Tezenas du Montcel,
2008]. O estudo nao especificou quantos sujeitos SCA7 terminaram as observacfes. A
SARA progrediu em média 1,6+0,4 pontos por ano, enquanto os escores CCFS foram
praticamente estaveis no periodo (média [EP], +0.009 [0.013] por ano; P = 0,46). No
segundo, oito sujeitos sintomaticos pertencentes a uma mesma familia foram
acompanhados pela escala BARS durante 10 anos consecutivos; dados métricos sobre a

progressao nao foram informados [Horton, 2013].

1.1l.2.c Manifestagdes oftalmoldgicas na SCA7

A maior parte dos estudos sobre manifestagbes oftalmoldgicas na SCA7 séo
relatos de caso com amostras pequenas e em geral limitadas a uma Unica familia [Aleman,
2002; Abe, 2000; Thurtell, 2009; Miller, 2009; Watkins, 2013]. Recentemente, um estudo
relatou as manifestacdes neurolégicas e oftalmoldgicas de 50 afetados, provenientes de oito
familias mexicanas [Velazquez-Pérez, 2015]. Alteracdes oculares podem ser relacionadas a
ataxia dos movimentos extraoculares (diplopia, estrabismo, movimentos sacadicos): de fato,
sacadas lentas foram identificadas em virtualmente todos os afetados, enquanto
oftalmoplegia foi um achado predominante em pacientes com inicio antes dos 18 anos. No
entanto, o que diferencia a SCA 7 das demais SCAs sdo as alteragfes retinianas e estas
ndo foram estudadas nesta grande série de casos. As alteracdes retinianas da SCA7 sao
compativeis com uma distrofia de cones e bastonetes: disfungdo maior no centro e periferia
do que na média periferia [Aleman, 2002; Hugosson, 2009], sendo evidenciada ao
eletrorretinograma (ERG) multifocal e full-field [David, 1998; Guan, 2010; Thurtell, 2009;
Morrow, 1999; Manrique, 2009; Katagiri, 2015], e pela baixa acuidade visual [llg, 2014; Abe,
2000; Thurtell, 2009; Miller, 2009; Watkins, 2013; Morrow, 1999; Manrique, 2009; Martin,
1999]. A macula costuma ter aparéncia granular grosseira [Aleman, 2002; David, 1998; Abe,
2000; Miller, 2009; Morrow, 1999; Katagiri, 2015], mas outras alteracdes ja foram descritas
(maculopatia em alvo, atrofia peripapilar e atenuacao arteriolar), assim como alteracdes a
tomografia de coeréncia o6ptica (OCT) [Watkins, 2013; Manrique, 2009; Ahn, 2005;
Hugosson, 2009]. Pode haver alteracdo na discriminacdo de cores (eixo tritan) [Thurtell,
2009; Watkins, 2013; Morrow, 1999; Martin, 1999].
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A cegueira parcial ou cegueira total para cores, detectada pelo teste de Ishihara,
foi mais comum entre pacientes com inicio na vida adulta, enquanto a cegueira total afetou

85% dos sujeitos com inicio antes dos 18 anos [Veldzquez-Pérez, 2015].

Dois estudos demonstraram alteragbes no segmento anterior do olho (baixa
contagem endotelial e aumento da espessura corneana) [Miller, 2009; Campos-Romo,
2017]. Um estudo recente relatou associacdo entre os resultados do eletrorretinograma
(ERG) e a gravidade da ataxia medida pela Brief Ataxia Rating Scale (BARS), mas néo
apresentou uma analise métrica ou estatistica sobre esses dados [Horton, 2013]; ainda
assim, seus autores propuseram que o0 ERG fosse candidato a biomarcador do inicio da

doenca.

Embora os presentes relatos de caso parecam sugerir que néo haja correlacdo
importante entre os achados oftalmolégicos e as manifestacdes neuroldgicas ou a duragéo
da doenca, a auséncia de estudos sisteméaticos entre os dois comprometimentos impede

uma definicdo clara sobre o tema [Yin, 2007].



18

2. JUSTIFICATIVA

O envolvimento de mdltiplas estruturas oculares ha SCA 7 esta associado a graves
incapacidades de carater progressivo nos afetados por essa condi¢cdo. No entanto, ha uma
escassez ou mesmo uma auséncia de estudos na literatura que avaliem essas alteracfes
em portadores assintomaticos e que as comparem com as caracteristicas neuroldgicas e
moleculares: a maior parte dos estudos atuais sobre manifestacdes oftalmologicas na SCA 7
sdo apenas descritivos e com pequeno nimero de individuos sintomaticos.

Por isso, nosso estudo se justifica. Ele descreve os achados obtidos de forma
transversal e subsidia estudos subsequentes, como os de histéria natural, de associacao e

até mesmo ensaios clinicos
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3. OBJETIVOS

I. Objetivo priméario
Descrever e comparar as alteracdes oftalmologicas e neurolégicas encontradas

numa coorte de casos sintomaticos SCA 7 e em seus familiares portadores assintomaticos e

nao portadores.

Il. Objetivos secundérios

Comparar os sujeitos sintomaticos portadores de SCA 7 e seus familiares

portadores assintoméaticos e nao portadores nos seguintes itens:

- aacuidade visual e os campos visuais

- amovimentacado ocular

- apresséo ocular

- aspectos anatbmicos através da biomicroscopia, retinografia e, de forma
ainda mais precisa, do OCT

- aqgqualidade de vida relacionada a visédo

- correlacionar as variaveis anteriores com as manifestacdes neurologicas,
medidas por escalas clinicas, com a idade de inicio da doenca e com a

gravidade da mutacao
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Abstract

Background: spinocerebellar ataxia type 7 (SCA7) is an autosomal dominant
neurodegenerative disorder caused by a CAG repeat expansion of ATXN7 gene, resulting in
an elongated polyglutamine (polyQ) tract. In consequence, SCA7 patients develop ataxia,
spasticity and other neurological symptoms. SCA 7 stands out from other SCAs for having

retinal dystrophy, causing visual impairments that can lead to blindness. Objective: to
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describe and compare the neurological and ophthalmological findings in a cohort of SCA 7
symptomatic and presymptomatic cases older than 18 years. Methods: after consent,
participants were evaluated by ataxia (SARA, CCFS, PATA and 8-MW) and neurological
scores (NESSCA and INAS); a visual quality of life questionnaire (NEI-VFQ 25); evaluation of
best corrected visual acuity (BCVA), median deviation in computerized perimetry (MD) and
macular and ganglion cell layer thicknesses in optical coherence tomography (OCT).
Molecular analysis of the ATXN7 was done blindly; at risk individuals interested in receiving
their results were sent to pre-symptomatic testing program. Results: Between June 2016
and September 2017, 12 symptomatic carriers (group 2) and 8 at risk individuals (5 carriers -
group 1 - and 3 non-carriers - group 0) accepted and were enrolled in this study. BCVA was
decreased in all symptomatics participants and clearly different between these and the
others (p<0,0001); the mean BCVA was 20/143, 20/18 and 20/20 in groups 2,1 and O,
respectively. NEI-VFQ 25 was progressively different among the three groups (group O=
92.7646.7; group 1= 74.9+55.5; group 2= 58.0+21.3)(p= 0.012). MD showed a statistically
significant linear pattern to get worse from the control group (-1.34 %1.15dB) to the
asymptomatic (-2.81 +1,66dB), and from the asymptomatic to the symptomatic groups (-
10.54 %6.95dB) (p=0.027). Besides, MD correlated with BCVA (p=0.020; r=0.660), and
showed a trend to correlate with SARA (p=0.073; r=-0.535). Macular thickness scores
completely distinguish the three groups (group 0= 243.6 +22.24; group 1= 204.5 £14.1y;
group 2= 137.95 1£34.6u) (p= 0.0001) and also was significantly correlated with both planned
criteria of severity, SARA (p= 0.050; r= -0.577) and BCVA (p= 0.007; r= 0.730). Conclusion:
NEI-VFQ 25, perimetry (MD), macular thickness and nerve fibers layer thickness, were
altered in a progressive manner since the preclinical period in SCA7, getting worse during
symptomatic stages of disease. Besides detecting alterations in preclinical stages, macular
thickness and MD correlated to planned standards of disease severity, SARA and/or BCVA.
Hence, we suggest that macular thickness and MD are good candidates for state biomarkers
of SCA7.

[. Introduction

Spinocerebellar ataxia type 7 (SCA7) is an autosomal dominant neurodegenerative disorder
caused by a CAG repeat expansion (from 37 to 460 repeats or more) in the coding region of
ATXNY7 gene [David, 1996; Garden, 2012], resulting in an elongated polyglutamine (polyQ)
tract in the ataxin-7 protein. As in other polyQ diseases, there is an inverse correlation
between age at onset (OA) and the length of the expanded CAG repeat (CAGexp) at ATXN7;
the CAGexp is unstable upon cellular divisions, especially during meiosis. Mutant ataxin-7

accumulates in neurons and forms insoluble neuronal intranuclear inclusions (NIIs), a
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hallmark of SCA7 and other polyQ disorders. Nlls are associated to selective cell
degeneration, especially affecting Purkinje cells in the cerebellum and photoreceptors in the
retina [Benton, 1998]. As a result, SCA7 patients develop ataxia, spasticity, dysphagia,
dysarthria and visual impairments that can lead to blindness. Without a modifying disease

therapy, the disorder usually starts in adulthood and is related to a reduced survival.

SCA7 is one of the less frequent CAG trinucleotide repeat ataxias worldwide - SCA1, 2, 3, 6,
7, 17, dentatorubral-pallidoluysian atrophy (DRPLA) -, representing less than 6% of all SCAs
in several populations [Garden, 2012; de Castilhos, 2014; Jin, 1999; Schols, 1997]. On one
side, SCA7 has been related to severe anticipation phenomena, which would prevent the
transmission of expanded alleles to next generations [Donis, 2015]; on the other side, de
novo mutations have been documented and would explain the persistence of this condition in
populations [Stevanin, 1998; Bauer, 2004; Mittal, 2005]. In any case, one important effect of
the low SCA7 prevalence is the rarity of large case series and cohorts published in the
literature. Only two cross-sectional studies reported more than 45 symptomatic subjects
[Giunti, 1999; Velazquez-Pérez, 2015]; other two cohort studies described longitudinal
results about 10 to 13 symptomatic carriers [Tezenas du Montcel, 2012; Horton, 2013]. None
of these studies looked for characteristics of the pre-clinical stages of the disease, neither
covered SCA7 ophthalmological manifestations in depth. Indeed, visual acuity, perimetry,
biomicroscopy of the anterior segment and fundus, tomographic macular and
electroretinographic analyses have been described in small case series that might have
missed the chance of identifying these variables as potential surrogate markers for future

trials.

Formerly, we had the opportunity to report on 3 and later on 30 SCA7 symptomatic carriers
from Brazil [Jardim, 2001; de Castilhos, 2014]. Now our aim was to characterize the
neurologic and ophthalmologic manifestations of SCA7 in presymptomatic and symptomatic
carriers living in two large Brazilian cities, in an exploratory, cross-sectional study, in order to

raise preliminary suggestions about potential biomarkers of disease state.

[l. Methods

Symptomatic SCA7 individuals with a molecular diagnosis performed at Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, as well as their at 50% risk relatives older than 18 years, were invited to
participate. At risk relatives who were not prior tested agreed to not receive molecular results
associated to the present study; those who decided to perform the pre-symptomatic testing

(PST) were referred to the PST program of our institutions. The study was performed



28

between June 2016 and September 2017 in research centers and outpatient clinics of
University hospitals of Porto Alegre, Rio Grande do Sul state, and Rio de Janeiro, Rio de

Janeiro state, Brazil.

Informed consent was obtained from each participant. This study was approved by the Ethics
Committees (EC) from Hospital de Clinicas de Porto Alegre and from Hospital Gaffrée e
Guinle (UNIRIO), being registered at Plataforma Brasil as CAAE 52703516.8.0000.5327.

II.1 Clinical and Neurologic evaluations

After consent, age at onset (AO) of gait ataxia and age at onset of visual losses of the
symptomatic individuals as well as age, gender and other demographic information of all
participants were obtained. The Brazilian version of National Eye Institute Visual Functioning
Questionnaire (NEI-VFQ 25) [Sim&o, 2008] was answered by themselves or with the help of
the researchers, if the subject needed assistance. Decreasing NEI-VFQ 25 describe
worsening in the quality of life related to vision.

An investigator trained in the scales (AGR) applied the following clinical scales in the study
participants: Scale for the Assessment and Rating of Ataxia (SARA) [Schmitz-HuUbsch, 2006],
Composite-Cerebellar-Functional-Score (CCFS) [Tezenas du Montcel, 2008], the Inventory
of Non-Ataxia Symptoms (INAS) [Schmitz-Hlbsch, 2008], and the Neurological Examination
Score for Spinocerebellar Ataxias (NESSCA) [Kieling, 2008]. As well established, increasing
in NESSCA, SARA and CCFS scores describe worsening of symptoms.

I1.2 Ophthalmologic evaluations

Ophthalmological evaluations were applied by a trained ophthalmologist (PBA) up to 30 days

after neurological examinations.

Best corrected visual acuity (central vision) (BCVA) was measured according to the
parameters of Early Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) [Klein, 1983], and
results were expressed in logarithm of the minimal angle of resolution (logMAR) for analysis.
Farnsworth-Munsell D-15 test [Farnsworth, 1947] was performed to get information about
color vision, and categorical results were obtained. Visual fields were obtained by computer
perimetry (Humphrey Field Analyzer 745, Carl Zeiss Medtech Inc, Dublin, EUA). Losses were
described as a mean deviation (MD) which is created from the total deviation (which is the
difference between the measured threshold for each retinal point tested and the age-

corrected normal) by adjusting it an amount equal to an average of the 17 worst test points.
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This helps eliminate “background noise,” such as the generalized depression of a cataract.

Negative numbers represent loss of visual fields.

Pupillary reflexes were clinically evaluated, whereas abnormalities of fixation, smooth pursuit

and saccades were registered at INAS specific items.

The evaluation of anterior segment included slit-lamp biomicroscopy and corneal thickness

by Ultrasound pachymetry (OcuScan RxP; Alcon Laboratories, Inc., Fort Worth, TX, USA).

Intraocular pressure (IOP) was measured by the applanation tonometers of Goldmann
AT900 or Perkins MK2, both from Haag Streit AGIP. Results up to 21 mmHg were

considered normal [Colton, 1980].

Retina was examined with fundus slit-lamp biomicroscopy, clinical pictures and optical
coherence tomography (OCT). Macular thickness as well as retinal layers structure were
done with a spectral domain-OCT (Cirrus HD-OCT, Carl Zeiss Medtech Inc, Dublin, EUA) in
Rio de janeiro-RJ participants and swept source-OCT (DRI OCT Triton plus, Topcon inc., ) in
Porto Alegre-RS patrticipants, and compared to normal controls given by the manufacturers.

Categorical results as well as measures of macula and nerve fiber layers were also obtained.

I1.3 Molecular analyses

Genomic DNA was obtained from peripheral blood sample by the salting out method [Miller,
1998]. Region of interest of the ATXN7 gene was amplified using gene-specific primers
flanking the repeat tract, being one of them fluorescent-labeled. Following amplification, PCR
products were separated on an ABI3130xl Genetic Analyzer. In addition, all cases were also
analyzed by a modified approach of the repeat primed-PCR (TP-PCR) methodology, aiming
to detect longer expanded alleles. Capillary electrophoresis was also applied in order to

resolve amplified fragments.

1.4 Analyses

All investigators but the Pls (MLSP and LBJ) were kept blind to molecular results obtained
from subjects at 50% risk. LBJ added them to the database at the end of the study duration,
and turned all data pseudonymous. Three groups were therefore obtained: related controls
(non-carriers, group 0), asymptomatic (group 1) and symptomatic carriers of ATXN7Y

expansions (group 2).
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All quantitative variables but CAG repeats at ATXN7, intraocular pressures and corneal
thickness presented normal distributions on one-sample Kolmogorov-Smirnov test. Group
characteristics were compared with unpaired student t-test or chi-square test. Correlations
were performed with Pearson correlation test or Spearman rho followed by linear regression

model when required.

Since SARA has been shown to significantly change after after 12 months in SCA7
symptomatic carriers - the scores worsened 1.6 (0.4) points per year (p < 0.001) [Tezenas du
Montcel, 2012] -, this clinical scale was chosen as the gold-standard variable of disease
severity. As visual impairment measurement was one of the main targets of the present
study, we have also arbitrated that BCVA would be the other standard criterion of SCA7

severity to be compared to the other instruments under study.

This study was exploratory and, although a p<0.05 was chosen to support the assumptions
made, controlling for multiple testings was not performed.

l1l. Results

From 2001 to 2017, 10 families were diagnosed as segregating SCA7 in Rio Grande do Sul
and Rio de Janeiro states; since one of these pedigrees was represented by only one at risk
subject living in the Northeast part of the country, our recruitments included subjects from
nine families. By 2017, 15 symptomatic and 29 subjects at 50% risk were identified from
these nine families by telephone calls as living individuals, and were invited to participate in
this study. Three symptomatic carriers were bedridden and unable to come to the study
centers due to transport difficulties. Twelve symptomatic carriers and eight at risk individuals

agreed to participate and were enrolled in this study.

Table 1 summarizes the general characteristics of the three groups, while Table 2 describes
the neurological findings on symptomatic carriers. As expected, asymptomatic carriers
tended to be younger than the other groups and to carry shorter CAGexp than those carried
by the symptomatic group. Neurologic scales NESSCA, SARA and INAS count were able to
separate all symptomatic from asymptomatic carriers; however, none of them was able to

distinguish asymptomatic carriers from related controls (Table 3).

In contrast, several scores obtained from ophthalmologic observations showed results
progressively worse from the control group to the asymptomatic, and from the asymptomatic

to the symptomatic groups (Table 4 and Figure 2A to 2D): NEI-VFQ 25, mean deviation on
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perimetry, macular thickness and nerve fibers layer thickness (both by OCT). Macular
thickness scores were completely different between groups (Table 4 and Figure 2C).

CAGexp correlated to AO in the present cohort (r=-0.678, p = 0.031).

lll.1 Visual acuity, color vision evaluation, perimetry and ocular motility

Besides the 3 bedridden subjects (who were not included in this study), four participants
were not able to perform all ophthalmologic tests.

BCVA was decreased in all symptomatic participants (group 2) and clearly different between
these and the others (p<0.0001) (Table 4); the mean BCVA was 20/143 (LogMAR -0,85),
20/18 (LogMAR 0,04) and 20/20 (LogMAR 0) in groups 2,1 and 0, respectively.

Keeping this finding in mind, it is not surprising that NEI-VFQ 25 has also demonstrated a
statistically significant difference. However, a progressively different way among those the 3
groups (group 0= 92.76+6.7; group 1= 74.9+55.5; group 2= 58.0+21.3) (p= 0.012) was an
unexpected finding (Table 4 and Figure 2A).

All symptomatic carriers had some degree of color vision impairment at Farnsworth-Munsell
D-15 test (9/12) or did not perform the test due poor vision acuity (3/12). Just one

asymptomatic subject had showed changes at the same evaluation.

Two subjects did not accomplish perimetry because they were unable to remain positioned
for the minimum time required. Mean deviation (MD) showed a statistically significant linear
pattern to get worse from the control group (-1.34 +1.15dB) to the asymptomatic (-2.81
+1,66dB), and from the asymptomatic to the symptomatic groups (-10.54 +6.95dB)
(p=0.027). Besides, MD correlated with BCVA (p=0.020; r=0.660) (Table 4 and Figure 2B)
and showed a trend to correlate with SARA (p=0.073; r=-0.535) (Table 5 and Figure 4D).

Among the 12 symptomatic CAGexp at ATXN7 carriers, 10 were able of perform eye
movements tests. Slow saccades was the most prevalent eye movement disorder (6/10)
followed by gazed-evoked nystagmus (5/10) and ophthalmoparesis (3/10) (Table 2). Slow
saccadic eye movement was distributed similarly between patients with early- and adult-
onset disease, while ophthalmoplegia was clearly a predominant feature of the patients with

early onset.

I11.2 Biomicroscopy of the anterior segment and pachymetry
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Due to reduced mobility, 2 subjects were unable to perform slit-lamp biomicroscopy and 1
was unable to perform the US pachymetry. None of the participants presented clinical
corneal edema and corneal thickness did not differ among groups (group 0= 490+56; group
1= 508+32; group 2= 521+46) (Table 4). Two participants presented palpebral ptosis and
one presented palpebral vitiligo. Another subject presented paralytic mydriasis. One subject

was pseudophakic while the remaining subjects did not have clinically significant cataract.

I11.3 Fundoscopic examination

On fundoscopic examination, maculopathy was noted in all symptomatic cases with variable
degrees of severity and in none of the asymptomatic ones. The most common finding was:
macular granular appearance. One subject showed retinitis pigmentosa-like findings (waxy
pallor of the head of optic nerve and bone spicules in mid-periphery retina), none of the
others had optic nerve alterations.

I1l.4 Tomographic analysis

Three subjects were unable to perform the OCT examination. Macular OCT analysis
demonstrated that all 9 symptomatic cases had some degree of foveal thinning. The mean
macular thickness and nerve fibers layer thickness were in a progressive manner statistically

different among groups (Table 4 and Figure 2C-D).

Median nerve fibers layer thickness was 79.3 10.4um (range 63-91.5) in symptomatic cases,
91 £22.6um (range 75-107um) in asymptomatic carriers and 100.7 £11.8um (range 84.5-
113um) in controls (p= 0.037) (Table 4 and Figure 2D).

Macular thickness scores completely distinguish symptomatic subjects (137.95 £34.6u) from
presymptomatic carriers (204.5 £14.1u) as well as presymptomatic carriers from controls
(243.6 +£22.2p) (p= 0.0001) (Table 4 and Figure 2C). Macular thickness was significantly
correlated with both planned criteria of severity, SARA (p= 0.050; r= -0.577) (Table 5 and
Figure 4C) and BCVA (p= 0.007; r= 0.730) (Table 6 and Figure 5C).
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l11.5 Associations between the diverse scales in use with independent variables related
to disease severity, and with gold-standard variables of disease severity SARA and
visual acuity (BCVA)

Neurologic and ophthalmologic scores were then compared to age, disease duration since
the first symptom, and CAGexp, either by correlation and by comparison between groups
stratified by median of age (41 years), disease duration (10 years) or CAGexp (44 CAGexp).
These comparisons disclosed that NEI-VFQ 25 was associated with age and with DD
(Figure 4).

The gold-standard of disease severity SARA was correlated with NESSCA and INAS count
(Table 5 and Figures 4A and B) as well as with macular thickness (Figure 4C). Perimetry
MD showed a trend to correlate with it (Figure 4D).

Visual acuity as measured by BCVA (average between both eyes) was also correlated to
some parameters under investigation: INAS count, perimetry MD and macular thickness; and
showed a trend to be associated to NESSCA and NEI-VFQ 25 (Table 6 and Figures 5A to
E).

V. Discussion

The present cross-sectional study raised evidences that NEI-VFQ 25, perimetry (mean
deviation), macular thickness and nerve fibers layer thickness were progressively altered
since preclinical period in SCA7, worsening during symptomatic stages of disease. At the
same time, during preclinical period, all clinical scales scores related to neurologic
manifestations were normal. Early visual fields and fovea losses suggested that the
pathological process was already in course, even prior symptoms in carriers. Both
parameters correlated with SARA scores, suggesting that they might be good candidates as

disease state biomarkers.

Although three presymptomatic SCA7 carriers had been mentioned in a former study
[Horton, 2013], to the best of our knowledge, this was the first comprehensive description of
neurologic scales and ophthalmological findings in preclinical stages of disease, again in
three subjects. In fact, although at least 29 subjects at 50% risk were alive at the time of the
present report in the cities where the study was conducted, eight agreed to participate.
Therefore the number of asymptomatic carriers - three - was in agreement with a priori

expectation related to our recruitment success.
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Neurologic characteristics observed in present symptomatic carriers were in agreement with
literature [David, 1996; Giunti, 1999; Bryer, 2003; Inaba, 2009; Thurtell, 2009; Horton, 2013;
de Castilhos, 2014; Velazquez-Pérez, 2015]. As expected, spasticity and eye movement
disorders were particularly frequent. Visual losses seem to prevent ocular movement exam at

later stages of disease (Table 2).

SARA has been the most used clinical scale in SCA7, followed by CCFS and the Brief Ataxia
Rating Scale (BARS) [Tezenas du Montcel, 2012; Horton, 2013; Veldzquez-Pérez, 2015;
Campos-Romo, 2017]. In a twelve months period, CCFS did not change in SCA7 while
SARA scores worsened significantly - or 1.6 (0.4) points per year (p < 0.001) [Tezenas du
Montcel, 2012] -, meaning that this score is not only valid for SCA7 but showed
responsiveness to disease progression. However, SARA measures only ataxic
manifestations, whereas SCA7 shows a broader burden spectrum, the most important being
visual loss. Therefore non-ataxic as well as ophthalmologic instruments to measure disease
progression are required for future longitudinal studies and trials. Even with a limited sample
size, our results showed that NESSCA and INAS count, but not CCFS, have external
validation criteria to be used in SCA7. However, and as expected, none of them

distinguished pre-symptomatic from control subjects.

Evaluations of visual acuity, including color vision, visual fields, and of the posterior segment
of the eye, were good candidate biomarkers of SCA7 disease progression, not only due to

their quantitative characteristics but mostly due to their clinical significance for the disease.

Visual impairment due to macular deterioration has been studied in different ways in some
case series, varying from two to 23 symptomatic carriers [David, 1996; Abe, 2000; Aleman,
2002; Bryer, 2003; Ahn, 2004; Manrigue, 2009; Inaba, 2009; Hugosson, 2009; Thurtell, 2009;
Campos-Romo, 2017]. We assessed visual impairment by the mean deviation (MD) on
computerized perimetry and as a logarithm of the minimal angle of resolution on best
corrected visual acuity in ETDRS chart. Symptomatic subjects showed dramatically different

results from controls, while presymptomatic carriers did not (Table x3).

Mean deviation (MD) on visual fields as measured by computer perimetry showed promising
characteristics. First, MD showed a linear pattern to get worse from the control group to the
asymptomatic, and from the asymptomatic to the symptomatic groups (Table x3 and Figure
2B). MD correlated with BCVA, and showed a trend to correlate with SARA. Therefore, MD is

a good candidate to stage biomarker to be tested in a longitudinal observation.

Retinal abnormalities might be anatomically studied by retinographies and OCT. Retinal

function is better evaluated by electroretinogram (ERG). Although altered ERG have been
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documented in SCA7 and was already proposed as a biomarker of this disease [Aleman,
2002; Ahn, 2004; Thurtell, 2009; Inaba, 2009; Hugosson, 2009; Horton, 2013; Campos-
Romo, 2017], ERG was not included in the present study. OCT has been used in case
reports and case series and showed macular thinning as a common feature in SCA7
[Aleman, 2002; Ahn, 2005; Manrique, 2009; Hugosson, 2009; Campos-Romo, 2017]; retinal
nerve fiber layer thinning was less frequently described [Manrique, 2009]. We were able to
detect that both macular and nerve fibers layer thickness were altered in symptomatic and
presymptomatic SCA7 carriers in a progressive manner; in special, macular thickness scores
were able to completely distinguish pre-symptomatic carriers from controls and from
symptomatic subjects (Table x3 and Figure 2C). Finally, macular thickness was significantly
correlated with both planned criteria of severity, SARA and BCVA. Although the number of
preclinical subjects under study was limited and prevent any conclusive statement, our
results suggest that macular thickness is a good candidate biomarker and should be followed

in a longitudinal manner.

Anterior segment analyses did not show alterations in the present cohort as well as
intraocular pressures. For instance, endothelial cell density of cornea by specular microscopy
has been measured in SCA7, either with normal results [Abe, 2000] or with reduced densities
[Manrique, 2009; Campos-Romo, 2017], but we did not performed this exam at the present
study.

Preclinical studies pointed that mutant ataxin-7 silencing and other gene therapy approaches
were successful in reducing retinal degeneration [Ramachandran, 2014; Scholefield, 2014].
Clinical trials are expected in a near future. Knowledge about progression rate not only of
ataxia but also of retinal degeneration in SCA7 is therefore imperative. Since vision and
retina are very accessible to clinical observations, it is not surprising that visual field and OCT
studies showed altered results on pre-clinical stages. Hopefully these quantitative variables
can present metric characteristics of stage biomarkers in a future longitudinal observation.
Several questions deserve further analyses - for instance, if rate of progression of retinal and
cerebellar deteriorations are similar or not, or why disease starts sometimes with visual loss,
sometimes with gait ataxia. In our study, for instance, macular thinning correlated with SARA
- maybe retina and cerebellar dysfunctions have similar progression rates -, but it was
present before SARA abnormalities started - suggesting that OCT was more sensitive to

subclinical disease process than clinical scores.

Finally, NEI-VFQ 25 presented some of the most interesting results of the present
exploration. As a quality of life score related to vision, NEI-VFQ 25 is closer to a clinically

meaningful endpoint than other parameters under study. However, NEI-VFQ 25 was tightly
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related to age, suggesting that further observations on psychometric characteristics are

essential for this questionnaire.

Our study was limited mainly by the sample size. SCA7 literature showed a great amount of
small case series, mainly when the topic is eye examination. The best solution to circumvent
this handicap is to build a SCA7 register or to help future meta-analysis so that studies with
power to detect reasonable effect sizes can be done.

We conclude that scales covering extra-cerebellar manifestations such as NESSCA and
INAS are valid to be tested longitudinally in SCA7 carriers. However, the best candidates for
state biomarkers of this disease, raised by the present research, were macular thickness as
measured by OCT, and mean deviation as measured by computerized perimetry. Both
detected alterations in pre-clinical stages and both were correlated to our gold standards of
disease severity, SARA or BCVA.
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Table 1 — General characteristics of the present cohort

Carriers of CAGexp at ATXN7 p
Symptomatic Asymptomatic Controls
subjects subjects (group 0)
(group 2) (group 1)
N (females) 12 (4) 33) 5(3)
Age ** 39.7 (16.2) 30.7.(9 38 (12.9) ns #
CAG repeat, short allele 10 (7-11) 10 (10-11) 10 (10-11)
**k%
CAG repeat, large allele 44 (39-60)## 42 (39-42)## 10 (10-13) Ns##H
*k%
Age at onset of first 28.6 (13.1)
symptom ** 91042
Disease duration ** 9.5(6.1)
1to21

* ANOVA; ** m (sd) range; *** Median (range); # ANOVA, ## Kruskal-Wallis test.
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Table 2 — Neurologic findings on 12 symptomatic CAGexp at ATXN7 carriers

Number %

Gait ataxia 11/12 91.7%
Pyramidal findings 11/12 91.7%

Brisk reflexes 1/11

Brisk reflexes plus 10/11

spasticity and/or

Babinski sign
Dysarthria 11/12 91.7%
Dysphagia 6/12 50%
Fasciculations 3/12 25%
Sensory losses 7/12 58.3 %
Dystonia 7/12 58.3%
Urinary urgency 5/12 41.7%
Cramps 5/12 41.7%
Vertigo 4/12 33.3%
Impaired visual acuity according 11/11 100%
to INAS
Eye movement disorder

Slow saccades 6/10 60%

Saccadic 0/10 0%

interruptions on

pursuit

Gazed-evoked 5/10 50%

nystagmus

Ophthalmoparesis 3/10 30%
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Table 3 — Neurological scores results

43

SARA ** 18.87 (10.1) 1(1.3) 0.9 (1) 0.001 *
0.5-39 0-2.5 0-2

CCFS * 1.14 (0.6) 0.94 (0.17) 0.93 (0.50) ns

0.13-2.50 0.82-1.14 0.33-1.72

NESSCA ** 15.25 (7.8) 1.3(1.2) 2.2 (1.3) 0.001 *
1-28 0-2 1-4

INAScount ** 5.17 (2.4) 0.33 (0.57) 0.4 (0.55) | 0.0001 *
0to8 0-1 0-1

* média (desvio-padrao) variacdo; ** ANOVA



Table 4 — Ophthalmological results

44

NEI-VFQ 25 ** 58.0 (21.27) 74.9 (22.5) 92.76 (6.7) 0.012 *
14.5-83.4 50.5-94.8 84.7-99.16)

BCVA ** -0.86 (0.53) 0.04 (0.07) 0 (0) 0.0001

(in LogMAR) -1.3t00.12 0t00.12 0 *

PIO, average of both 12.4 (3.1) 13 (1.4) 10.8 (1) ns

eyes 6-16 12-14 10-12

mmHg **

Corneal thickness ** 521 (46) 508 (32) 490 (56) ns
424-574 486-544 442-584

perimetry MD ** -10.54 (6.95) -2.81 (1,66) -1.34 (1.15) 0.027

-28t0 -4.76 -4.47t0-1.15 | -2.9t0 -0.39

OCT 137.95 (34.6) 204.5 (14.1) 243.6 (22.2) 0.0001

Macular thickness ** 83-184 194.5-214.5 217-267

OCT 79.3 (10.4) 91 (22.6) 100.7 (11.8) 0.037

Nerve fibers layer 63-91.5 75-107 84.5-113

thickness **

* média (desvio-padrao) variacdo; ** ANOVA



Table 5 — Comparisons between SARA scores and the other neurologic and
ophthalmologic measurements of interest among all ATXN7 CAGexp carriers of the
present study

Pearson correlation with

SARA scores, all 15

carriers

r p
CCFS -0.210 0.45
NESSCA 0.963 0.0001
INAScount 0.873 0.0001
NEI-VFQ 25 -0.309 0.283
BCVA -0.358 0.19
Perimetry MD -0.535 0.073
OCT Macular thickness -0.577 0.05
OCT Nerve fibers layer thickness -0.194 0.567




Table 6 — Comparisons between visual acuity as measured by ETDRS (average
between both eyes) and the other neurologic and ophthalmologic measurements of
interest among all ATXN7 CAGexp carriers of the present study

Pearson correlation with

ETDRS average scores, all

15 carriers

r p
CCFS -0.393 0.147
NESSCA -0.444 0.098
INAScount -0.624 0.013
NEI-VFQ 25 0.523 0.055
Perimetry MD 0.660 0.020
OCT Macular thickness 0.730 0.007
OCT Nerve fibers layer thickness 0.180 0.596
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Figure 2 — Ophthalmological characteristics of the three groups
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Figure 3 — Correlation between NEI-VFQ 25 and age
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Figure 4 — Neurological and ophthalmological characteristics correlated with SARA
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Figure 5 — Neurological and ophthalmological characteristics correlated with BCVA
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Como descrevemos na Discusséo do artigo a ser submetido em periédico com
circulacao internacional (acima), o presente estudo transversal levantou evidéncias de que o
NEI-VFQ 25, a campimetria computadorizada (MD), a espessura macular e da camada de
fibras nervosas peripapilar no OCT estédo alteradas de forma progressiva desde o periodo
pré-clinico na SCA7, piorando durante as fases sintomaticas da doenca. Ao mesmo tempo,
durante o periodo pré-clinico, todas as escalas relacionadas as manifestacdes neuroldgicas
mostraram pontuacdes normais. As perdas no campo de visédo e foveais mostraram que o
processo patolégico jA estava em curso antes que os portadores da mutacdo
apresentassem qualquer sintoma. Ambos se correlacionaram com as pontuagfes na SARA,
sugerindo que estes podem ser bons candidatos como biomarcadores do estado de doenca.

Apesar de trés portadores de SCA7 pré-sintomaticos terem sido mencionados em um
estudo anterior [Horton, 2013], pelo melhor de nosso conhecimento, 0 nosso trabalho é a
primeira descricdo em profundidade de escalas neuroldgicas e achados oftalmologicos em
fases pré-clinicas da doenca, novamente em trés individuos. Na verdade, embora pelo
menos 29 em dos individuos em risco de 50% estivessem vivos no momento do presente
relatério, nas cidades em estudo, oito concordaram em participar. Portanto, o nimero de
transportadores assintomaticos - trés - estd de acordo com uma expectativa a priori
relacionada ao sucesso do nosso recrutamento.

As caracteristicas neurolégicas observadas nos portadores sintomaticos presentes
estavam de acordo com a literatura [David, 1996; Giunti, 1999; Bryer, 2003; Inaba, 2009;
Thurtell, 2009; Horton, 2013; de Castilhos 2014; Velazquez-Pérez, 2015]. Como esperado, a

espasticidade e os distlrbios do movimento dos olhos sao particularmente frequentes.

A SARA tem sido a escala clinica mais usada na SCA7, seguida da CCFS e da Brief
Ataxia Rating Scale (BARS) [Tezenas du Montcel, 2012; Horton, 2013; Veldzquez-Pérez,
2015; Campos-Romo, 2017]. Em um periodo de doze meses, a CCFS ndao mudou em
SCA7, enquanto as pontuacdes de SARA pioraram significativamente - ou 1,6 (0,4) pontos
por ano (p <0,001) [Tezenas du Montcel, 2012], o que significa que esse resultado nédo é
apenas vdlido para SCA7, mas mostrou responsividade a progressdo da doenca. No
entanto, o0 SARA mede apenas manifestacdes ataxicas, enquanto o SCA7 mostra um
espectro de carga mais amplo, sendo a perda visual a mais importante. Portanto,
instrumentos oftalmolégicos e nao-ataxicos sdo necessarios para medir a progressao da
doenca em futuros estudos e ensaios longitudinais. Mesmo com um tamanho de amostra
limitado, nossos resultados mostraram que NESSCA (Neurological Examination Score for

Spinocerebellar Ataxia) e INAS (Inventory of Non-Ataxia Signs), mas ndo CCFS, possuem
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critérios de validacdo externa para serem usados na SCA7. No entanto, e como esperado,

nenhum deles distinguiu pré-sintomaticos dos sujeitos controle.

As avaliagdes da acuidade visual, incluindo a visdo de cores, o campo visual e no
segmento posterior do olho, foram bons biomarcadores candidatos da progressdo da
doenca SCA7, ndo sO devido as suas caracteristicas quantitativas, mas principalmente por
causa de seu significado clinico.

A deficiéncia visual devido a deterioragcdo macular foi estudada de diferentes
maneiras, em séries de casos variando de dois a 23 portadores sintomaticos [David, 1996;
Abe, 2000; Aleman, 2002; Bryer, 2003; Ahn, 2004; Manrique, 2009; Inaba, 2009; Hugosson,
2009; Thurtell, 2009; Campos-Romo, 2017]. Avaliamos a deficiéncia visual pelo desvio
médio (MD) na campimetria computadorizada e como logaritmo do angulo minimo de
resolucdo sobre acuidade visual melhor corrigida (AVMC) na tabela ETDRS (Early
Treatment Diabetic Retinopathy Study). Os individuos sintomaticos mostraram resultados
dramaticamente diferentes dos controles, enquanto os portadores pré-sintomaticos nao
(Tabela 4).

O desvio médio (MD) na campimetria computadorizada mostrou caracteristicas
promissoras. Primeiro, o0 MD mostrou um padréo linear para pior do grupo controle para o
assintomético e do grupo assintomético para o sintomatico (Tabela 4 e Figura 2B). O MD
correlacionou-se com o AVMC e mostrou uma tendéncia de se correlacionar com SARA.
Portanto, o MD é um bom candidato a biomarcador a ser testado em uma observacao

longitudinal.

As anormalidades da retina podem ser anatomicamente estudadas por retinografia e
OCT. A funcéo da retina é melhor avaliada pelo eletrorretinograma (ERG). Embora ERG
alterado tenha sido documentado em SCA7 e ja foi proposto como um biomarcador desta
doenca [Aleman, 2002; Ahn, 2004; Thurtell, 2009; Inaba, 2009; Hugosson, 2009; Horton,
2013; Campos-Romo, 2017], o ERG néo foi incluido no presente estudo. OCT tem sido
usado em relatos e séries de casos e detectou que o afinamento macular € comum em
SCA7 [Aleman, 2002; Ahn, 2005; Manrique, 2009; Hugosson, 2009; Campos-Romo, 2017];
O afinamento da camada de fibras nervosas da retina (CFN) foi menos frequentemente
descrito [Manrique, 2009]. Conseguimos detectar tanto a macula quanto a camada de fibras
nervosas esta alterada de forma progressiva em portadores de SCA 7 sintomaticos e pré-
sintomaticos; em especial, 0os escores de espessura macular foram capazes de distinguir
completamente os portadores pré-sintométicos dos controles e de individuos sintométicos
(Tabela 4 e Figura 2C). Finalmente, a espessura macular foi significativamente

correlacionada com os critérios planejados de gravidade, SARA e AVMC. Embora o nUmero
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de sujeitos pré-clinicos em estudo tenha sido bastante pequeno e evite qualquer afirmagéo
conclusiva, nossos resultados sugerem que a espessura macular € um bom candidato a

biomarcador e deve ser seguida longitudinalmente.

As andlises do segmento anterior ndo mostraram alteragbes na coorte atual, bem
como a pressao intraocular. Em estudos anteriores, a densidade de células endoteliais da
cornea medida por microscopia especular foi aferida em pacientes SCA7, com resultados
normais [Abe, 2000] ou com densidades reduzidas [Manrique, 2009; Campos-Romo, 2017],

mas nao realizamos este exame no presente estudo.

Estudos pré-clinicos apontaram que o silenciamento de ataxina-7 mutante e outras
abordagens de terapia genética foram bem-sucedidas na reducdo da degeneracéo da retina
[Ramachandran, 2014; Scholefield, 2014]. Ensaios clinicos sao esperados num futuro
proximo. O conhecimento sobre a taxa de progressao ndo s6 da ataxia, mas também da
degeneracao da retina no SCA7 é, portanto, imperativo. Uma vez que a visdo e a retina sdo
muito acessiveis as observagdes clinicas, ndo € uma surpresa que campimetria e 0S
estudos de OCT tenham dado origem a resultados alterados nas fases pré-clinicas.
Esperamos que essas variaveis quantitativas possam apresentar caracteristicas métricas
dos biomarcadores de estado em uma observacgdo longitudinal futura. Varias questdes
merecem analises adicionais - por exemplo, se as velocidades de progressdo das
deterioracOes da retina e cerebelar sdo semelhantes ou ndo, ou por que a doenga comega
as vezes com perda visual, as vezes com ataxia de marcha. Em nosso estudo, por exemplo,
o afinamento macular correlacionou-se com SARA - talvez a retina e as disfungbes
cerebelares tenham taxas de progressdo semelhantes -, mas estava presente antes que as
anormalidades de SARA comecassem - sugerindo que a OCT € mais sensivel ao processo

da doenca subclinica do que os escores clinicos.

Finalmente, o NEI-VFQ 25 apresentou alguns dos resultados mais interessantes da
presente pesquisa. Como um indice de qualidade de vida relacionado a visdo, NEI-VFQ 25
esta mais proximo de um desfecho clinicamente significativo do que os outros parametros
em estudo. No entanto, o NEI-VFQ 25 estava fortemente relacionado a idade, sugerindo que
outras observagfes sobre caracteristicas psicométricas s80 necessarias para este
guestionario.

Mas nosso estudo foi principalmente limitado pelo tamanho da amostra. A literatura
sobre SCA7 mostra uma abundéancia de pequenas séries de casos, principalmente quando o
topico é o exame ocular, e parece que a nossa descricdo se junta a essa tendéncia de
pequenos estudos. No item a seguir, apresentarei duas sugestdes para superar esse

handicap ndo s6 nosso, mas dos demais estudiosos da SCA7. Apesar de suas limitacdes,
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nosso estudo teve varios méritos. Primeiro, fomos capazes de mostrar que as escalas que
cobrem manifestagbes extracerebelares NESSCA e INAS séo validas para serem testadas
longitudinalmente em portadores de SCA7. Como j4 dissemos antes, escalas desse tipo
serdo essenciais para documentar a progressao dos handicaps neurolégicos, varios deles
muito incapacitantes, em futuros ensaios clinicos da SCA7. Em segundo lugar, nossos
resultados mais interessantes e originais foram 0s que apontaram para a espessura macular
medida por OCT e o desvio médio, medido pela campimetria computadorizada, como sendo
os melhores candidatos a biomarcadores de estado dessa doenca. Ambas as alteracdes
detectadas em fases pré-clinicas e ambas foram correlacionadas com nossos padrées ouro
de gravidade da doenca, SARA e AVMC.



55

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Como vimos, aumentar a amostra se faz necesséario, mas, como citamos
anteriormente, a SCA 7 € umas das ataxias hereditarias mais raras. Com isso, necessita-se
um trabalho conjunto de varios centros de pesquisa para criar um registro SCA 7 ou para
estudos multicéntricos. Outra forma seria a realizacdo de meta-andlises de estudos

menores.

Como ja enfatizamos, nosso estudo foi limitado pelo tamanho da amostra, mas essa
limitacdo € compartilhada por praticamente todas as demais investigacbes semelhantes
publicadas na literatura. Isso acontece porque a SCA7 é extremamente rara e estudos
unicéntricos s6 poderdo alcancar tamanhos amostrais com mais poder se tiverem a "sorte"
de toparem com isolados geograficos que retnam varios descendentes de um afetado por
conta de um efeito fundador [Garcia-Velazquez, 2014], a exemplo do que acontece na
provincia de Veracruz, no México. Entretanto, estudos de isolados correm o risco de nao
poderem ser universalmente aplicados, por envolverem apenas uma Unica grande familia.

A melhor solugéo para contornar essa desvantagem é construir um registro SCA7, no
qgual os dados obtidos de diversos centros seriam agrupados. Consércios internacionais tém
sido construidos com essa finalidade para outras doengcas, mas dependem de
financiamentos globais e de reunides entre pesquisadores para se determinarem as metas
consensuais.

Enquanto tal consércio ndo se constitui, nossa melhor contribuicdo sera tornar
disponivel nosso banco de dados. Dessa forma, ajudaremos futuras metanalises para que
estudos com poder para detectar tamanhos de efeito razoaveis possam ser feitos.

A segunda perspectiva é a de expandirmos nosso estudo transversalmente, para
tentar incluir mais sujeitos, e longitudinalmente, para medirmos a progressdo das
variaveis em estudo ao longo do tempo. De fato, como é nossa intencéo voltar a estudar
0s participantes desse estudo em intervalos de 12 meses, em seguida apresentaremos
essa emenda ao projeto original. Com isso, talvez sejamos capazes de obter
informacOes adicionais sobre a velocidade de progressdo das escalas clinicas
neurologicas e também do NEI-VFQ 25, da campimetria computadorizada (MD), da
espessura macular e da camada de fibras nervosas peripapilar no OCT. A obtencédo da
impressao global dos pacientes sobre seu estado (o PGI) podera ajudar a definir se alguma
variavel sera responsiva as mudancas de percepcao dos doentes. Quem sabe sejamos
capazes de comparar a sensibilidade desses instrumentos entre si, através das médias
padronizadas de resposta (0os SRM). Toda essa expectativa deve ser, no entanto,

criticamente coibida pelos nossos limites de tamanho amostral.
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Projeto: MANIFESTAGOES OFTALMOLOGICAS NA ATAXIA ESPINOCEREBELAR TIPO 7

GPPG 16-0093
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FOLHA DE IDENTIFICAGAO

Nome Completo:

Familia:

Data de nascimento:

Data

HCPA Prontuario:

Idade atual:

) Sintomatico
) Em risco de 50%

_—

Se for sintomatico, preencher:

Idade de inicio dos
sintomas?__

Qual o primeiro sintoma?

Idade de inicio da ataxia?

Duracéo da doencga

CAGnRH do Paciente
_ (Peq) ___  (Gde)

Nome da mée

Nome do pai

Nome do responsavel (se menor de 18 anos)

Endereco 1 (Ponto de Ref.) Fone Residencial { )
Fone Celular { )
E-mail 1: E-mail 2:
n-'léc_!ico.festleante PBA CcO AG GB
assistente
Medicamentos de Uso Continuo:
Nome do Farmaco Dose Posologia

FISIOTERAPIA? SIM NAO FREQUENCIA SEMANAL:

__ X TEMPO DE INICIO:_ _/

FONOTERAPIA? SIM NAO FREQUENCIA SEMANAL: _ X TEMPO DE INICIO-_ _/



FICHA CLINICA - CONSULTA BASELINE

(Realizar Assinatura do TCLE)

Nome:

Data: Assistente:

Apos voce realizara as escalas clinicas
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a INAS
a NESSCA
d SARA
d 9-Hole Peg Board
d Click Test
d PATA rate
3 8-Mw
Peso: Altura

Observacédo sobre o exame fisico ndo contemplada nas escalas (descrever):

*****coletar amostra de sangue se individuo for um FAMILIAR EM RISCO




FICHA OFTALMOLOGICA - CONSULTA BASELINE

Nome:
Data: Assistente:
oD QE
topografia
corneana ver imagem®?
oD
OE
KER
RED
EE
AV IDecimaI
LogMAR
MEO
Pupila Ifotc:nmu::-tu::-r
consensual

Testes de cores  alterado?

Bio

'pélpebra e cilios




conjuntiva
cornea
endotélio
CA

iris

cristalino

FPIO

pre

pos

medida

corrigida

medida

corrigida

Paquimetria

Cv

fovea

GHT
MD
PSD

descricdo
subjetiva

FO

'papila

escavacéo
macula
polo posterior

periferia

OCT

Iespessura CFN

espessura macular
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descricdo
subjetiva

Observacdes:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N® do projeto CAAE 52703516.8.0000.5327

Titulo do Projeto: MANIFESTAGOES OFTALMOLOGICAS NA ATAXIA ESPINOCEREBELAR
TIPO 7

INFORMACOES AOS INDIVIDUOS SINTOMATICOS CONVIDADOS
A PARTICIPAR DO ESTUDO

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo & analisar as
manifestacfes oftalmoldgicas na ataxia espinocerebelar tipo 7 (SCAY). Nossa intencdo é
compreender melhor essas manifestacdes e buscar a aquisicdo de conhecimento que
possibilite uma medida de acompanhamento das mesmas, no tempo. Esta pesquisa esta
sendo realizada conjuntamente pelos servicos de Oftalmologia, Neurologia e Genética Medica
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em sua
participacao sdo os seguintes: dois encontros para realizarmos uma entrevista clinica e dois
exames fisicos: o neurclégico e o oftalmoldgico. No nosso primeiro encontro, faremos uma
entrevista e um exame neurologico padronizado, feito com escalas clinicas. Essa consulta
devera durar por volta de uma hora.

Em até 30 dias dessa primeira avaliacdo, uma segunda consulta devera ser feita para
realizarmos o exame oftalmoldgico que consistira da avaliacdo da sua acuidade visual para
enxergar letras e cores e depois da aplicacdo de instrumentos e de luzes para medir a pressao
intraccular, a transparéncia e o aspecto dos componentes do seu olho (como cérnea, cristalino
e retina). Com esses instrumentos, também obteremos uma fotografia da sua retina
(retinografia) e faremos uma tomografia do seu olho, chamada de tomografia de coeréncia
oplica (OCT). A consulta com essa entrevista e exame oftalmologico devera durar por volta de
uma hora e meia.

Os possivels riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na pesquisa sdo
relacionados ao eventual desconforto de uma entrevista, e a coleta de sangue e aoc exame
oftalmolégico. A coleta de sangue pode se associar a: mal-estar passageiro, mancha roxa no
local e cansago. Vocé podera ficar com a visdo borrada por até 4 horas apds o exame
oftalmolégico, pois 0 mesmo pode produzir perda de foco e intolerdncia & luz ambiental ou
externa, alem do desconforto de alguns minutos provocado pela luz do flash da retinografia.

Finalmente, ha um pequeno risco de a dilatacdo da pupila produzir aumento da
pressao intraocular. Para evitar essa complicagdo, vocé sera liberado apenas depois de
realizar uma segunda medida dessa pressdo (chamada de tonometria), ao final de todos os
exames. Se houver aumento da presséo, vocé recebera tratamento imediato e adequado.

A participacdo no estudo ndo trara beneficio direto ou imediato para vocé. Mas a
pesquisa podera ajudar a entender melhor os mecanismos relacionados a doencga, e com isso

favorecer novas pesquisas para futuros tratamentos.

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 1de 2

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A& participacdo na pesquisa e totalmente voluntaria, ou seja, ndo & obrigatoria. Caso
vocé decida ndo autorizar a participacdo, ou ainda, retirar a autorizagdo e retirar seu
consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a
receber na instituigcdo.

M&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participagdo na pesquisa e vocé
nao tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos, porém, podera ser
ressarcido por despesas decorrentes de sua participacao, cujos custos serao absorvidos pelo
arcamento da pesquisa.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdao na
pesquisa, vocée recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou
seja, 0 nome nao aparecera na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel
Laura Bannach Jardim, pelo telefone (51) 3359-8011, com o pesquisador Pietro Baptista de
Azevedo, pelo telefone (51) 3359-8247 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 3359-7640, ou no 2% andar do HCPA, sala
2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo € assinado em duas vias, sendo uma para o parficipante e outra para os

pesquisadores.

Mome do participante da pesquisa

Assinatura

Mome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 2 de 2

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - responsaveis

N? do projeto CAAE 52703516.8.0000.5327

Titulo do Projeto: MANIFESTAGOES OFTALMOLOGICAS NA ATAXIA ESPINOCEREBELAR
TIPO 7

INFORMACOES ADS RESPONSAVEIS DE INDIVIDUOS SINTOMATICOS
CONVIDADOS A PARTICIPAR DO ESTUDO

A pessoa pela qual vocé € responsavel esta sendo convidada a participar de uma
pesquisa cujo objetivo & analisar as manifestagdes oftalmoldgicas na ataxia espinocerebelar
fipo 7 (SCAT). Nossa intencdo € compreender melhor essas manifestagcOes e buscar a
aquisicao de conhecimento que possibilite uma medida de acompanhamento das mesmas, no
tempo. Esta pesguisa esta sendo realizada conjuntamente pelos servicos de Oftalmologia,
Meurologia e Genética Medica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCFA).

Se vocé concordar com a participagao na pesquisa, os procedimentos envolvidos sdo
0s seguintes: dois encontros para realizarmos uma entrevista clinica e dois exames fisicos: o
neurclégico e o oftalmoldgico. No nosso primeiro encontro, faremos uma entrevista e um
exame neurologico padronizado, feito com escalas clinicas. Essa consulta devera durar por
valta de uma hora.

Em até 30 dias dessa primeira avaliacdo, uma segunda consulta devera ser feita para
realizarmos o exame oftalmolédgico que consistird da avaliacdo da acuidade visual para
enxergar letras e cores e depois da aplicacdo de instrumentos e de luzes para medir a pressao
intraocular, a transparéncia e o aspecto dos componentes do olho (como cdémea, cristalino e
retina). Com esses instrumentos, tambem obteremos uma fotografia da retina (retinografia) e
faremos uma tomografia do olho, chamada de tomografia de coeréncia aptica (OCT). A
consulta com essa enfrevista e exame oftalmoldgico devera durar por volta de uma hora e
meia.

(s possivels riscos ou desconforios decorrentes da parficipacdo na pesquisa sao
relacionados ao eventual desconforto de uma entrevista, e & coleta de sangue e ao exame
oftalmolagico. A coleta de sangue pode se associar a: mal-estar passageiro, mancha roxa no
local e cansago. A pessoa pela qual vocé e responsavel podera ficar com a visdo borrada por
até 4 horas apos o exame oftalmologico, pois o mesmo pode produzir perda de foco e
intolerancia a luz ambiental au externa, além do desconforto de alguns minutos provocado pela
luz do flash da retinografia.

Finalmente, ha um pequenc risco de a dilatagdao da pupila produzir aumento da
pressdo intraocular. Para evitar essa complicacdo, a pessoa pela qual vocé & responsavel sera
liberada apenas depois de realizar uma segunda medida dessa pressdo (chamada de
tonometria), ao final de todos os exames. Se houver aumento da pressao, recebera tratamento

imediato e adequado.

Rubrica do responsavel Rubrica do pesquisador Pagina 1 de 2

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - responsaveis

A participacdo no estudo ndo trara beneficio direto ou imediato para vocé ou a pessoa
pela qual vocé & responsavel. Mas a pesquisa podera ajudar a entender melhor os
mecanismaos relacionados a doenga, e com isso favorecer novas pesquisas para futuros
tratamentos. A participacdo na pesquisa & totalmente voluntaria, ou seja, ndo & obrigatornia.
Caso vocé decida ndo autorizar a participacdo, ou ainda, retirar a autorizacdo e retirar seu
cansentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a
receber na instituigao.

N&o esta previsto nenhum fipo de pagamento pela participacdo da pessoa pela qual
vocé e responsavel na pesquisa e ndo havera nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos, porem, podera ser ressarcido por despesas decorrentes de sua participacao, cujos
custos serdo absorvidos pelo orcamento da pesquisa. Caso ocorra alguma intercorréncia ou
dano, resultante da participacdo na pesquisa, a pessoa pela qual vocé é responsavel recebera
todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

(s dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou
seja, 0 nome nao aparecera na publicacao dos resultados.

Caso tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel Laura
Bannach Jardim, pelo telefone (51) 3359-8011, com o pesquisador Pietro Baptista de Azevedo,
pelo telefone (51) 3359-8247 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 3359-7640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de

segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo € assinado em duas vias, sendo uma para o responsavel pelo participante

e outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Nome do responsavel (grau de parentesco) Assinatura
Nome do pesquisador que aplicou o Termo Assinatura
Local e Data:
Rubrica do responsavel Rubrica do pesquisador Pagina 2 de 2

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

N® do projeto CAAE 52703516.8.0000.5327

Titulo do Projeto: MANIFESTAGOES OFTALMOLOGICAS NA ATAXIA ESPINOCEREBELAR
TIPO 7

INFORMACOES AOS INDIVIDUOS ASSINTOMATICOS CONVIDADOS
A PARTICIPAR DO ESTUDO

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo &€ analisar as
manifestagdes oftalmologicas na ataxia espinocerebelar tipo 7 (SCAT), por ser parente (filho/a,
pai, mae, irmdo ou irmad) de um portador da SCA7. Nossa intengdo € compreender melhor
essas manifestacdes e buscar a aquisicdo de conhecimento que possibilite uma medida de
acompanhamento das mesmas, no tempo.. Esta pesquisa esta sendo realizada conjuntamente
pelos servicos de Oftalmologia, Neurclogia e Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em sua
participacdo sdo 0s seguintes: dois encontros para realizarmos uma entrevista clinica e dois
exames fisicos: o neurolégico e o oftalmoldgico. No nosso primeiro encontro, faremos uma
entrevista e um exame neuroldgico. padronizado, feito com escalas clinicas. Essa consulta
devera durar por volta de uma hora. Ao final da mesma, realizaremos a coleta de uma amosfra
de 10 ml de sangue, para estudarmos o gene da SCAY.

Em ate 30 dias dessa primeira avaliacdo, uma segunda consulta devera ser feita para
realizarmos o exame oftalmologico que consistira da avaliacdo da sua acuidade visual para
enxergar letras e cores e depois da aplicacdo de instrumentos e de luzes para medir a pressao
intraocular, a transparéncia e o aspecto dos componentes do seu alho (coma cornea, cristalino
e retina). Com esses instrumentos, também obteremos uma fotografia da sua retina
(retinografia) e faremos uma tomografia do seu olho, chamada de tomografia de coeréncia
aptica (OCT). A consulta com essa entrevista e exame oftalmaolégico devera durar por volta de
uma hora e meia.

(s possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na pesquisa sao
relacionados ao eventual desconforto de uma entrevista, e a coleta de sangue e ao exame
oftalmolagico. A coleta de sangue pode se asscociar a: mal-estar passageiro, mancha roxa no
local e cansaco. Vocé podera ficar com a visdo borrada por até 4 horas apds o exame
oftalmolégico, pois © mesmo pode produzir perda de foco e intolerdncia a luz ambiental ou
externa, aléem do desconforto de alguns minutos provocado pela luz do flash da retinografia.

Finalmente, ha um pequeno risco de a dilatacdo da pupila produzir aumento da
pressdo intra-ocular. Para evitar essa complicacdo, vocé serd liberado apenas depois de
realizar uma segunda medida dessa pressao (chamada de tonometria), ao final de todos os

exames. Se houver aumento da pressédo, vocé recebera tratamento imediato e adequado.

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 1 de 2

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A participacdo no estudo ndo trara beneficio direto ou imediato para vocé. Mas a
pesquisa podera ajudar a entender melhor os mecanismos relacionados a doenga, e com isso
favorecer novas pesquisas para futuros tratamentos.

Sua participacao na pesquisa & totalmente voluntaria, ou seja, ndo € cbrigatéria. Caso
vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo
havera nenhum prejuizo ac atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber na instituicao.

MN&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa e vocé
nao tera nenhum cusio com respeito aos procedimentos envolvidos, porem, podera ser
ressarcido por despesas decorrentes de sua participacdo, cujos custos serdao absorvidos pelo
orcamento da pesquisa.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdo na
pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre fratados confidencialmente. Os
resultados serdao apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou
seja, 0 seu nome ndo aparecera na publicacao dos resultados. A sua amostra de sangue sera
identificada com um cddigo apenas e chegara andnima (ndo associada aoc seu nome) nos
nossos laboratorios. O resultado da sua analise também ndo estara associado ac seu nome, o
que implica gue ele tampouco estara disponivel para vocé ou para seus familiares, em
qualquer tempo no futuro. Se vocé desejar saber se &€ ou ndo portador da mutacao que causa a
SCAT, vocé sera encaminhado ao ambulatério assistencial de diagnéstico preditivo do HCPA,
onde entdo recebera aconselhamento genético com todas as informacdes e podera ser testado
de acordo com a sua vontade.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel
Laura Bannach Jardim, pelo telefone (51) 3359-8011, com o pesquisador Pietro Baptista de
Azevedo, pelo telefone (51) 3359-8247 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 3359-7640, ou no 2° andar do HCFA, sala
2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo & assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para os

pesquisadores.

MNome do participante da pesquisa Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo Assinatura

Lacal e Data:

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina2de2

CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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STROBE Statement—Checklist of items that should be included in reports of cross-sectional studies

Item
No Recommendation

Title and abstract 1 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term in the title or the abstract
(b) Provide in the abstract an informative and balanced summary of what was done
and what was found

Introduction

Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for the investigation being reported

Objectives 3 State specific objectives, including any prespecified hypotheses

Methods

Study design 4 Present key elements of study design early in the paper

Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, including periods of recruitment,
exposure, follow-up, and data collection

Participants 6 (a) Give the eligibality criteria, and the sources and methods of selection of
participants

Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential confounders, and effect
modifiers. Give diagnostic criteria, if applicable

Data sources/ g* For each variable of interest, give sources of data and details of methods of

measurement assessment (measurement). Describe comparability of assessment methods if there 15
more than one group

Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias

Study size 10 Explain how the study size was arrived at

Quantitative variables 11 Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If applicable,
describe which groupings were chosen and why

Statistical methods 12 (@) Describe all statistical methods, including those used to control for confounding
(b) Describe any methods used to examine subgroups and mteractions
(c) Explain how nussing data were addressed
(d) If applicable, describe analytical methods takmg account of samplhing strategy
(&) Describe any sensitivity analyses

Results

Participants 13*%  (a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg numbers potentially
eligible, examined for eligibility, confirmed eligible, included in the study,
completing follow-up, and analysed
(b) Give reasons for non-participation at each stage
(c) Consider use of a flow diagram

Descriptive data 14*  (a) Give characteristics of study participants (eg demographic, clinical, social) and
information on exposures and potential confounders
(b) Indicate number of participants with missing data for each variable of interest

Outcome data 15*  Report numbers of outcome events or SUMmary measures

Main results 16 (a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted estimates and
therr precision (eg, 95% confidence mterval). Make clear which confounders were
adjusted for and why they were included
(b) Report category boundaries when continuous variables were categorized
(c) If relevant, consider translating estumates of relative risk into abselute nisk for a
meaningful time period

Other analyses 17 Report other analyses done—eg analyses of subgroups and interactions, and
sensitivity analyses

Discussion

Key results 18 Summarise key results with reference to study objectives

Limitations 19  Discuss limitations of the study, taking into account sources of potential bias or
imprecision. Discuss both direction and magmitude of any potential bias

Interpretation 20  Give a cautious overall interpretation of results considering objectives, linitations,
multiplicity of analyses, results from simlar studies. and other relevant evidence

Generalisability 21 Discuss the generahisability (external validity) of the study results

Other information

Funding 22 Give the source of funding and the role of the funders for the present study and, if

applicable, for the original study on which the present article is based

*Give mformation separately for exposed and unexposed groups.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological background and

published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is best used in conjunction with this article (freely
available on the Web sites of PLoS Medicine at http://www plosmedicine org/, Annals of Internal Medicine at
hitp://www.annals.org/, and Epidemiology at hitp://www.epidem com/). Information on the STROBE Initiative is

available at www strobe-statement.org



