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“The journey, not the arrival matters”

Leonard Woolf, 1989
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RESUMO

Introducado: As Paraparesias Espasticas Hereditarias (PEH) sdo um grupo de
doencas monogénicas neurodegenerativas que levam a deterioracdo lenta da
locomocéao. As escalas clinicas parecem ter baixa sensibilidade na deteccao da
progressdo da doenca, tornando a busca por biomarcadores adicionais uma
tarefa fundamental. Objetivo: avaliar o papel dos potenciais evocados como
biomarcadores de doencas nas PEHs. Métodos: foi realizado um estudo caso-
controle transversal de centro Unico, no qual foram avaliados 18 individuos com
diagnostico molecular de PEH e 20 controles saudaveis. Os potenciais evocados
motores (PEM) obtidos através de estimulacdo magnética transcraniana e o0s
potenciais evocados somato-sensitivos (PESS) foram avaliados nos membros
inferiores (MI) e superiores (MS) em ambos o0s grupos. Resultados: O tempo
central de conducédo motora nos membros inferiores (TCCM-MI) foi prolongado
ou ausente em 100% (18/18) dos individuos com PEH, com marcada reducao
nas amplitudes quando comparado ao grupo controle (p<0,001 para ambas as
comparacoes). O TCCM-MS foi 3,59ms maior (IC 95%: 0,73 a 6,46; p=0,015) e
as amplitudes foram reduzidas (p = 0,008) no grupo PEH. As laténcias do PESS-
MI foram prolongadas em individuos com PEH quando comparados aos
controles (p<0,001), sem diferengas estatisticamente significativas para as
laténcias do PESS-MS (p=0,147). As laténcias do PESS-MS e PESS-MI
apresentaram correlacdes moderadas a fortes com a idade de inicio dos
sintomas (Rho=0,613; p=0,012) e a duracdo da doenca (Rho=0,835; p<0,001),
respectivamente. Resultados semelhantes foram obtidos para os subgrupos de
pacientes com SPG4. Concluséo: Os potenciais evocados motores e somato-
sensitivos apresentaram validade discriminatoria adequada, distinguindo casos
e controles. Os PEMs foram gravemente afetados e as laténcias dos PESS-MI
foram prolongadas, com maiores laténcias sendo relacionadas a doenca mais
grave. Futuros estudos longitudinais devem avaliar se o TCCM em estagios
iniciais da doenca e as laténcias do PESS serdo biomarcadores sensiveis para

detectar a progressao de doenca nas paraparesias espasticas hereditarias.

Palavras-chave: paraparesia espastica hereditaria; biomarcador; potencial

evocado motor; potencial evocado somato-sensitivo; potenciais evocados



Abstract

Background: The Hereditary Spastic Paraplegias (HSP) are a group of genetic
diseases that lead to slow deterioration of locomotion. Clinical scales seem to
have low sensitivity in detecting disease progression, making the search for
additional biomarkers a paramount task. This study aims to evaluate the role of
evoked potentials (EPs) as disease biomarkers of HSPs. Methods: a single
center cross-sectional case-control study was performed, in which 18 individuals
with genetic diagnosis of HSP and 20 healthy controls were evaluated. Motor
evoked potentials (MEP) obtained with transcranial magnetic stimulation and
somatosensory evoked potentials (SSEP) were performed in lower (LL) and
upper limbs (LL). Results: Central motor conduction time in lower limbs (CMCT-
LL) was prolonged or absent in 100% (18/18) of HSP subjects, with marked
reductions in MEP-LL amplitudes when compared to the control group (p<0.001
for both comparisons). CMCT-UL was 3.59ms (95% CI: 0.73 to 6.46; p=0.015)
prolonged and MEP-UL amplitudes were reduced (p=0.008) in the HSP group.
SSEP-LL latencies were prolonged in HSP subjects when compared to controls
(p<0.001), with no statistically significant differences for upper limbs latencies
(p=0.147). SSEP-UL and SSEP-LL latencies presented moderate to strong
correlations with age at onset (Rho=0.613, p=0.012) and disease duration
(Rho=0.835, p<0.001), respectively. Similar results were obtained for the SPG4
subgroups of patients. Conclusion: Motor and somatosensory evoked potentials
presented adequate discriminatory validity, distinguishing HSP subjects from
controls. MEP were severely affected and SSEP-LL latencies were prolonged,
with longer latencies being related to more severe disease. Future longitudinal
studies should address if CMCT in earlies disease stages and SSEP latencies

are sensitive disease progression biomarker for HSP.

Keywords: hereditary spastic paraplegia; biomarker; motor evoked potential;

somatosensory evoked potentials; evoked potentials
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1. INTRODUCAO

As Paraparesias Espasticas Hereditarias (PEH) sdo um grupo de doencas
monogénicas neurodegenerativas com grande heterogeneidade genética e
clinica (Schule et al, 2016). A caracteristica principal deste grupo de condi¢cfes
€ a degeneracéo retrograda das fibras nervosas mais longas do trato cortico-
espinhal e das colunas posteriores da medula espinhal (Bradley et al, 2016). Os
sintomas sao lentamente progressivos e caracterizam-se principalmente por
espasticidade, fraqueza e perda da sensibilidade vibratéria de predominio nos
membros inferiores (Schule et al, 2016; Matinuzzi et al, 2016). As PEH podem
iniciar na infancia, na adolescéncia ou na idade adulta (Shribman et al, 2019), no
entanto em média os sintomas iniciam entre a terceira e quinta décadas de vida
(Murray & Mitsumoto et al, 2013).

As PEH sédo classificadas em formas puras e complexas, desde a
brilhante descricdo de Anita Harding em uma era pré-molecular (Harding et al,
1983). Uma sindrome piramidal isolada caracteriza a PEH “pura”, embora
possam ocorrer distirbios neurogénicos da bexiga e comprometimento da
sensibilidade vibratéria. O envolvimento adicional de outros sistemas
(comprometimento cognitivo, ataxia, sintomas dos ganglios da base, disturbios
visuais ou auditivos, sintomas de envolvimento de nervos periféricos) definira a
classificacdo como uma forma complexa de PEH, associadas a um curso de

doenca mais grave (Schule et al, 2016).

H& pelo menos 83 loci/genes descritos como associados as PEHs
(Hedera et all, 2021), com formas de heranca autossGmica dominante,
autossbmica recessiva, ligadas ao X e mitocondriais (Schule et al, 2016). Estima-
se que 13-40% dos casos sao esporadicos, ou seja, sem histéria familiar
(Schribman et al, 2019). A classificacdo genética das PEH é baseada na
numeracéo sequencial dos loci cromossdémicos ou genes especificos, conforme
foram sendo descritos, precedida pelo acronimo SPG, do termo em inglés
spastic paraplegia (Depienne et al, 2007; Fink et al, 2014; Schribman et all,
2019).

As PEH sao doencas raras, com prevaléncia estimada em 2-10 por
100.000 individuos (Schule et al, 2016; Bradley et al, 2016), embora este valor
seja provavelmente subestimado em razdo da falta de grandes estudos
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genéticos e epidemioldgicos. Apesar de as PEH serem condi¢cdes raras, 0s
poucos estudos de base populacional publicados, sugerem que sua prevaléncia
seja similar a de outras condi¢Bes neurolégicas mais estudadas na literatura

como as ataxias hereditarias e a esclerose lateral amiotréfica (Ruano et al, 2014).

Os mecanismos celulares que levam a degeneracdo axonal do trato
cortico-espinhal sao diversos e complexos assim como a genética molecular das
PEH. A fisiopatologia das PEH esta relacionada a variantes patogénicas que
levam a perda ou modificagbes na funcdo de proteinas importantes para o
transporte de macromoléculas e organelas pelos axénios, remodelamento de
microtubulos e citoesqueleto (Salinas et al, 2008). Os axonios mais longos
parecem ser 0S mais suscetiveis a alteracbes no trafego de membrana e
transporte axonal (Salinas et al, 2008). Os achados mais consistentes dos
estudos post-mortem nas PEH séo a degeneracédo dos axdnios do trato cortico-
espinal (maxima na medula espinhal toracica), e das fibras do fasciculo gracil no

cordao posterior da medula espinhal (Fink, 2013).

Existem alguns instrumentos capazes de quantificar o dano causado aos
tratos longos ou mesmo capazes de avaliar a gravidade da doenca, entre os
guais pode-se citar: estudos neurofisiolégicos como o0s potenciais evocados,
exames de imagem como a Ressonancia Magnética de encéfalo e medula
espinhal, instrumentos quantitativos de avaliacdo da marcha e escalas clinicas
baseadas em exame neurolégico como a Spastic Paraplegia Rating Scale
(SPRS). Poucos estudos tentaram elucidar e quantificar o curso clinico das PEH
por instrumentos de avaliacdo validados. O curso lentamente progressivo e a

raridade desta condicdo tornam essa avaliacdo um grande desafio.

Os potenciais evocados sdo instrumentos capazes de avaliar o grau de
acometimento da via sensitiva e motora. Geram uma variavel continua medida
através de duas caracteristicas principais: 1) a laténcia, que € a medida de tempo
em milissegundos em que o estimulo elétrico neuronal leva da extremidade do
membro até o cortex, ou vice-versa no caso do potencial motor e 2) a amplitude
gue avalia o tamanho do potencial elétrico neuronal, em microvolts. Este
instrumento ja foi usado para avaliar o grau de acometimento das vias neuronais
nas PEHSs, entretanto a maioria dos estudos avaliou pequenas amostras, com

pobre caracterizacao clinica e genética.
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Apesar de o conhecimento dos aspectos moleculares das PEH ter
possibilitado grandes avancos no entendimento destas condi¢cdes e das vias
celulares envolvidas, a aplicacdo destes conhecimentos na busca de
tratamentos modificadores da doenca ir4 esbarrar no desconhecimento sobre
guais os desfechos clinicos e quais biomarcadores sdo mais adequados como
desfechos relevantes para os futuros ensaios clinicos randomizados. Além do
desconhecimento atual sobre quais diferencas nestes desfechos representam
mudancas clinicamente relevantes para a vida dos individuos. Atualmente ndo
existem tratamentos modificadores de doenca efetivos para as PEHs. Ha apenas
relatos anedotais de resposta a alguns medicamentos como a levodopa na
SPG8 (Bettencourt et al, 2013) e hipolipemiantes orais na SPG5, (Mignarri et al,
2015).

A busca de biomarcadores quantitativos com maior sensibilidade a
mudanca serd fundamental para delinearmos futuros ensaios clinicos
randomizados nas PEH, otimizando o processo de busca por tratamentos. Os
potenciais evocados sdo exames de baixo custo, boa tolerabilidade pelo
paciente, com raras contraindicagcdes a sua execucao. Desta forma este estudo
busca caracterizar melhor o grau de acometimento da doenca através da
caracterizacao neurofisiolégica, e avaliar se este instrumento pode tornar-se um

biomarcador da doenca.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Realizamos revisédo sistematizada da literatura para a busca de estudos
gue utilizaram métodos eletrofisiolégicos de potencial evocado motor e sensitivo
em pacientes com diagndstico molecular de PEH. Para a busca dos estudos
foram consultadas as bases de dados PUBMED e EMBASE utilizando-se os

seguintes descritores:

Paraplegias OR Paraplegia, Hereditary Spastic OR Paraplegias, Hereditary
Spastic OR Spastic Paraplegias, Hereditary OR Hereditary Spastic Paraplegia
OR Paraplegia, Spastic, Hereditary OR Autosomal Recessive Hereditary Spastic
Paraplegia OR Spastic Paraplegia, Hereditary, Autosomal Recessive OR
Hereditary Spastic Paraplegia, Autosomal Recessive OR Spastic Paraplegia,
Autosomal Recessive, Hereditary OR Autosomal Recessive Spastic Paraplegia,
Hereditary OR Hereditary Autosomal Recessive Spastic Paraplegia OR
Hereditary Autosomal Dominant Spastic Paraplegia OR Autosomal Dominant
Spastic Paraplegia Hereditary OR Spastic Paraplegia, Hereditary, Autosomal
Dominant OR Hereditary, Spastic Paraplegia, Autosomal Dominant OR Spastic
Paraplegia, Autosomal Dominant, Hereditary OR SPG4 OR SPG11 OR SPG5
OR SPG7) OR 'struempell lorrain disease' OR 'struempell
disease' OR 'strumpel disease' OR 'strumpel’s disease' OR 'strumpell lorrain
disease' OR 'strumpell lorrain syndrome' OR 'strumpell lorraine
disease' OR 'strumpell disease' OR 'strumpell’s disease' OR ‘familial spastic

paralysis' OR 'familial spastic paraparesis' OR 'familial spastic paraplegia'
AND

Evoked Potential, Motor OR Motor Evoked Potential OR Potential, Motor Evoked
OR Potentials, Motor Evoked OR Motor Evoked Potentials OR Evoked Potential,
Somatosensory OR Somatosensory Evoked Potential OR Somatosensory

Evoked Potentials)”

Foram identificadas 557 publicacdées no PUBMED, e 197 no EMBASE.
Foram selecionadas 24 publicagbes no PUBMED e 21 no EMBASE, 15
duplicatas foram removidas dentre esses 45 artigos. Destes, ap0s avaliacéo
mais minuciosa, daqueles que possuiam texto completo disponivel, 13 artigos e

dois resumos de congresso serdo descritos em nossa revisao.
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Figura 1:

FLUXOGRAMA REVISAO SISTEMATIZADA

Publicagdes identificadas
em pesquisas de base de
dados

PUBMED =557

Identificagao

EMBASE =197

Remocao de 15 duplicatas
EMBASE =21
PUBMED = 24

Selegao

Artigos com texto
completo n = 30

Elegibilidade

13 artigos
completos
Dois resumos de
congresso

Incluidos

Entretanto, antes de detalharmos os aspectos relacionados as questoes
da pesquisa encontrados na busca sistematizada a literatura, realizaremos uma
breve revisao sobre as Paraparesias Espasticas Hereditarias utilizando maultiplas
referéncias originais e de revisfes narrativas sobre o tema obtidas tanto através
da revisao sistematizada da literatura apresentada acima, quanto por buscas

manuais sobre o tema.
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2.1 Aspectos histéricos

Em 1880, o neurologista Béltico-aleméao (regido hoje conhecida como
Estbnia e Letonia) Ernst Adolf Gustav Gottfried von Strimpell (Figura 2) publicou
a primeira série de casos de pacientes com PEH. Strimpell relatou o caso de
dois irmédos com provavel diagnostico de paraparesia espastica hereditaria
autossdmica dominante (PEH-AD) cujos sintomas se manifestaram aos 37 e 56
anos de idade. Clinicamente, esses pacientes apresentavam uma forma pura de
paraparesia espastica. Ap0s a morte de um dos irmdos, o estudo
neuropatolégico mostrou degeneracao do trato cortico-espinhal lateral, fasciculo
grécil e trato espinocerebelar (Faber et al, 2017). Em 1888, Maurice Lorrain, um
neurologista francés, publicou uma contribuicdo mais detalhada para o estudo
anatdémico e clinico das PEH. Desde entdo as PEH também s&o conhecidas

como doenca de Strimpell-Lorrain (Faber et al, 2017).

Rhein foi o primeiro, em 1916, a chamar a atengcdo para a exotica
heterogeneidade clinica. Descrevendo muitas séries de casos com quadros
clinicos pleomoérficos com degeneracdo retiniana, deméncia, sintomas
extrapiramidais, deficiéncia mental, amiotrofia das maos e outras caracteristicas
(Faber et al, 2017).

Anita Harding, professora de neurologia da Universidade de Londres, foi
uma importante pioneira no campo da neurogenética. Na década de 1980, ela
apresentou o que era, na época, a maior investigacao sobre PEH pura, com 22
familias estudadas. Este trabalho consolidou o conhecimento de que os subtipos
puros da doenca sédo quase sempre herdados de forma dominante. Ela também
chamou atencdo para o fato de que a espasticidade e ndo a fraqueza era a
caracteristica mais incapacitante e marcante dessa doenca. A principal
contribuicdo de Harding sobre as PEH foi publicada no jornal The Lancet em
1983 Intitulado "Classificacdo das ataxias e paraplegias hereditarias" (Faber et
al, 2017; Harding et al, 1983).

Os primeiros relatos sobre os achados neurofisiolégicos por estudos de
conducdo motora central com estimulagdo magnética transcraniana, sigla do
inglés Transcranial Magnetic Stimulation (TMS), foram descritos no Reino Unido
em 1991 por Shady. As anormalidades encontradas foram piores nos membros

inferiores do que nos superiores, confirmando os achados do exame neuroldgico
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e fortalecendo a hipotese feita a partir da observacéo de espécimes patoldgicos

de uma disfuncdo comprimento dependente (Schady et all, 1991)

A era molecular nas PEH, inicia em 1994, quando Jouet et al, relataram
gue trés transtornos: 1) Paraplegia espéstica ligada ao X, 2) Sindrome MASA
(retardo mental, afasia, marcha arrastada e polegares aduzidos) e 3) Hidrocefalia
ligada ao X eram, na verdade, condic¢des alélicas, todas resultantes de mutagcdes
no gene da molécula de adeséao de células neurais (LICAM ou SPG1), este foi o
primeiro gene descoberto como causador de PEH. Em 1994, Hazan et al,
identificaram o locus implicado na maioria dos casos de PEH de heranca
dominante, o gene SPAST, causador da SPG4. Desde entdo, a descoberta de
novos genes tem se expandido, cerca de 83 diferentes loci ja foram descobertos,
o Ultimo deles em 2021 (Faber et al, 2017; Hedera et al, 2021)

Outro marco importante foi o desenvolvimento em 2006, pela Rede Alema
de Paraplegia Espéstica Hereditaria, da Escala de Avaliacdo de Paraplegia
Espastica, do inglés SPRS “Spastic Paraplegia Rating Scale”, desenvolvida para
guantificar clinicamente a progressao da doencga (Schule et al, 2006). A SPRS

foi validada para o portugués do Brasil em 2016 (Servelhere et al, 2016).

Figura 2 Aspectos histéricos das PEH
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Figura adaptada de Faber et al, 2017.
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2.2 Aspectos Clinicos, Genéticos e Fisiopatoldgicos
As paraparesias espasticas hereditarias sdo um grupo heterogéneo de
doengas genéticas caracterizadas pela presenca de hipertonia espastica e

fraqueza muscular de predominio nos membros inferiores decorrente da
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degeneracao da porgao distal dos axdénios do trato cértico-espinhal. As PEH sao
usualmente classificadas clinicamente em formas n&o-complicadas ou puras
(PEH-NC), nas quais apenas os achados piramidais (fraqueza muscular,
hiperreflexia, clonus, espasticidade e presenca de sinal de Babinski) sao
encontrados, e alteragcbes em sensibilidade vibratéria e urgé/incontinéncia
urinaria também s&o aceitas como parte deste fenotipo. Nas formas complicadas
(PEH-C) além dos achados piramidais ha disfungdo de outros sistemas
neurologicos resultando em ataxia, crises epilépticas, disfungdo cognitiva,
amiotrofia, sinais extrapiramidais, neuropatia periférica, ou mesmo em
envolvimento multisistémico com surdez, anormalidades visuais, alteracdes

cutaneas como ictiose, entre outros (Schule et al, 2016).

A idade de inicio dos sintomas das PEH é muito variavel, podendo ocorrer
desde a infancia precoce até a oitava década de vida (Murray & Mitsumoto,
Bradley, 2013). As PEH-NC com inicio na adolescéncia ou vida adulta costumam
apresentar um curso lentamente progressivo; ja as formas de inicio na infancia
precoce tem quadro clinico usualmente estatico (n&o progressivo) (Fink, 2014).
As PEH-C em geral apresentam-se em idades de inicio mais precoces e sua
evolugdo apresenta curso mais rapido levando a maior incapacidade e

dependéncia funcional do que as formas puras (Schule et al, 2016).

2.2.1 Classificagao

H& pelo menos 83 loci descritos como associados as PEH, com formas
de heranca autossOmica dominante, autossomica recessiva, ligadas ao X e
mitocondriais (Schule et al, 2016). Estima-se que 13-40% dos casos sejam
esporadicos, ou seja sem histéria familiar (Schribman et al, 2019). A
classificacdo genética das PEH é baseada na numeracdo sequencial dos loci
cromossémicos ou genes especificos, conforme foram sendo descritos,
precedida pelo acronimo SPG, do termo em inglés spastic paraplegia (Depienne
et al, 2007; Fink et al, 2014; Schribman et all, 2019).
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Tabela 1 — Classificagdo genética de acordo com a forma clinica das PEH

Nao-complicadas

Complicadas

PEH-AD SPG4, SPG6, SPG7,|SPG9A, SPG10, SPG17,
SPG8, SPG10, SPG12,|SPG29, SPG36, SPG38, SPG80
SPG13, SPG18, SPG19,
SPG31, SPG33, PG37,
SPG40, SPG41, SPG42,
SPG72, SPG73, SPG80
PEH-AR SPG3A, SPG5A, SPG7, | SPG5A, SPG7, SPG9B,
SPG11, SPG25, SPG28, | SPG11, SPG14, SPG15, SPG18,
SPG43, SPG48, SPG58, | SPG20, SPG21, SPG23, SPG24,
SPG62, SPG65, SPG71, | SPG26, SPG27, SPG28, SPG30,
SPG72, SPG83 SPG32, SPG35, SPG39, SPGA43,
SPG44, SPG45, SPG46, SPGA47,
SPG48, SPG49, SPG50, SPG5H1,
SPG52, SPG53, SPG54, SPG55,
SPG56, SPG57, SPG58, SPGH9,
SPG60, SPG61, SPG2, SPG63,
SPG64, SPG65, SPG66, SPG67,
SPG68, SPG69, SPG70, SPG74,
SPG75, SPG76, SPG77, SPGT78,
SPG79, SPG81, SPG82,
GAD1, SPOAN
PEH SPG16, SPG34 SPG1, SPG2, SPG16, SPG22
Ligadas ao X
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2.2.2 Formas Autossdmicas Dominantes

A SPG4 é o subtipo de PEH mais comum. Este subtipo esta associado a
variantes patogénicas no gene SPAST, herdado como um traco autossémico
dominante. A SPG4 ¢é responsavel por até 60% dos casos autossdmicos
dominantes, 40% das PEH-NC, e 15% dos casos esporadicos (Schule et al,
2016, Burguez et al, 2017). O inicio dos sintomas ocorre em média na quarta
década de vida, geralmente se apresentando com espasticidade isolada de
membros inferiores, com ou sem urge-incontinéncia urinaria ou hipopalestesias
(Shribman et al, 2019).

O gene SPAST esta localizado no cromossomo 2p22-21 e codifica a
proteina espastina, que contem 616 aminoacidos. Ha varios tipos de variantes
patogénicas no SPAST, incluindo variantes do tipo nonsense, missense, splicing,
assim como delecdes ou duplicacdes de éxons (Depiene et al, 2007). O principal
mecanismo relacionado a SPG4 é a haploinsuficiéncia, ou seja, as variantes
patogénicas levariam a perda de fungdo da proteina, codificada por um dos
alelos do gene, e esta perda de 50% da fungdo n&o seria tolerada levando a
neurodegeneragdo. Também ha evidéncias de que a proteina mutada pode
interagir com a proteina selvagem e assim interferir na sua localizagdo. A
espastina pertence a familia de proteinas AAA (adenosinatriphosphatase
[ATPase] associada a varias atividades celulares) (Salinas et al, 2008). Seu
exato papel na patogénese da SPG4 ndo € complemente elucidado, embora
saiba-se que ha uma perturbacdo na manutencdo do citoesqueleto dos
microtubulos a qual prejudica o transporte citoplasmatico dentro do axénio.
Outras alteracdes moleculares como defeitos nas proteinas dineina e cinesina,
alteracbes da funcdo mitocondrial, do reticulo endoplasméatico e lisossomos
também foram descritas entre os mecanismos fisiopatoldégicos da condicéo
(Bradley, 2016; Denton et al., 2016). Alteracdes no nivel de producdo de
espastina parecem contribuir para o desenvolvimento ou progressao da doenca.
Os mecanismos reguladores envolvidos na expressao do SPAST em mamiferos
sao influenciados por fatores de transcricao (TFs) NRF1 e SOX11, bem como o0s
microRNAs (miRNAs) miR-182 e miR-96, que podem ser potenciais

modificadores de fenotipo da doenca (Henson et al, 2012).

23



A SPG3A é o segundo subtipo autossémico dominante mais comum de
PEH. Este subtipo estd associado a mutacdes em ATL1 e constitui cerca de 5—
10% dos casos de PEH-AD. A idade de inicio na SPG3A é consideravelmente
menor do que na SPG4, sendo a média de apresentacado da doenca de 5,6 anos
de idade (Shribman et al, 2019), o que faz com que este subtipo seja um dos

mais comuns de inicio na infancia.

A SPG31 é o terceiro subtipo mais frequente de PEH-AD e esta associado
a mutagdes no REEP1 (Shribman et al, 2019). Geralmente apresenta-se como
um fenaotipo puro, mas esta associado a uma neuropatia axonal em até 50% dos
casos (Shribman et al, 2019).

2.2.3 Formas Autossdmicas Recessivas

A SPG11 é um dos subtipos mais prevalentes de PEH autossémica
recessiva, sendo responsavel por até 8% de todos os casos de PEH e 23% das
PEH-AR no Rio Grande do Sul (Shribman et al 2019; Ruano et al 2014, Burguez
et al, 2017). E causada por variantes patogénicas no gene que codifica a
espatacsina, localizado no cromossomo 15¢g. Acomete individuos de 4 a 36 anos.
O fendtipo é invariavelmente complexo, a maioria dos casos apresenta
comprometimento cognitivo ou dificuldades de aprendizagem (Shribman et al
2019), envolvimento de outros sistemas neurolégicos € comum sendo frequente
a concomitancia de sinais e sintomas extrapiramidais, disartria, ataxia e
neuropatia periférica axonal. Em exames de imagem caracteristicamente
apresenta corpo caloso fino (Bradley et al, 2016), assim como alteracdes em

nacleos da base e em morfometria da medula espinhal cervical.

A SPG15 esta associada a variantes patogénicas em ZFYVE26. Este
subtipo se apresenta de maneira semelhante a SPG11, embora a neuropatia
periférica axonal possa ser mais proeminente e o parkinsonismo responsivo a

levodopa seja mais frequente (Shribman et al, 2016).

O subtipo SPG7 estd associado a variantes patogénicas no SPG7.
Apresenta-se mais tardiamente do que outros subtipos de PEH-AR, com idade
média de inicio de 41,7 anos. Apesar de ser uma condi¢do autossémica, parece

ser mais comum em homens do que em mulheres (Shribman et al 2019).
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Acometimento cerebelar, visual e disartria s&o comuns neste subtipo. Alteracdes
na tomografia de coeréncia 6ptica (OCT), como afilamento da camada de células
nervosas da retina sdo frequentes, embora nem todos apresentem alteracdes

visual clinicamente manifesta (Klebe et al, 2017).

A SPG5 esta associada a variantes patogénicas no CYP7B1. O produto
proteico do CYP7B1 €& um citocromo P450 7a-hidroxilase implicado no
metabolismo do colesterol (Marelli et al, 2018). A idade média de inicio dos
sintomas ocorre na segunda década de vida; além dos sintomas classicos pode
haver envolvimento cerebelar (Marelli et al, 2018; Bradley et al, 2016). Os
subprodutos do metabolismo do colesterol, 25-hidroxicolesterol e 27-
hidroxicolesterol (27-OHC; Marelli et al 2018) servem como biomarcadores neste
subtipo. A atorvastatina foi testada em um pequeno ensaio clinico com objetivo
de reduzir os colesterois oxidados da cadeia lateral que seriam toxicos,
particularmente o 27-OHC. Enquanto os niveis séricos de 27-OHC foram
reduzidos, os niveis de LCR ndo se modificaram, nem foi observado beneficio
clinico, porém o tratamento durou apenas 9 semanas, sendo uma prova de

conceito do efeito sobre os oxiesterois toxicos (Schols et al, 2017).

2.3 Epidemiologia

A prevaléncia das PEH foi estimada em uma revisdo sistematica em
entre Europeus, japoneses e em paises do norte da Africa variando de 0,1-
9,6/100.000 (Ruano et al, 2014). Dois estudos de base populacional, um
realizado em Portugal e outro na Finlandia mostraram prevaléncias um pouco
maiores do que nos demais estudos entre 4,1 e 7,4:100.000 habitantes, com
prevaléncia geral levemente superior a das ataxias hereditarias (6,5:100.000
habitantes), condi¢des mais conhecidas e estudadas na literatura cientifica e em

nosso pais (Finsterer et al, 2012; Ruano et al, 2014).

A forma mais frequente de PEH no mundo é a SPG4 (Schule et al, 2016,
Burguez et al, Bradley et al, 2016). No Brasil um estudo colaborativo demonstrou
gue variantes patogénicas no SPAST/SPG4 foram responsaveis por 35% dos
casos de PEH-NC (Franca et al, 2013). No Rio Grande do Sul (RS), a SPG4 foi
responsavel por 60% dos casos de PEH com heranca claramente autossémica

dominante, e 40% das formas puras (Burguez et al, 2017). A SPG3A
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corresponde a cerca de 7 a 10% das demais formas autossémicas dominantes
(Martinuzzi et al, 2016 e Shribman et al 2019).

As formas recessivas sdo menos prevalentes, correspondem a cerca de
10-21% dos casos de PEH (Ruano et al, 2016; Martinuzzi et al 2016). Ha maior
heterogeneidade genética, e as formas mais prevalentes variam conforme a
coorte. A SPG11 parece ser a forma mais comum dentre as recessivas, cerca
de 15-21% (Ruano et al., 2016), sendo responséavel por 26,3% dos casos de
PEH-AR atendidos no RS. A SPG7 e SPG5 foram diagnosticadas em 10,5% e
5,2% das familias com PEH-AR no RS (Burguez et al., 2017). Em uma grande
coorte alema a forma recessiva mais prevalente foi a SPG7, seguido pela SGP11
(Schule et al, 2016).

2.4 Diagnadstico

As PEH sao diagnosticadas através da presenca de sintomas clinicos
caracteristicos como fraqueza e rigidez espastica nos membros inferiores,
acompanhados ou nao de urgéncia urinaria e sintomas sensitivos leves, com
curso nao-progressivo ou lentamente progressivo. O exame neuroldgico ira
demonstrar sinais piramidais nos membros inferiores (fraqueza, hiperreflexia,
rigidez espastica, presenga do sinal de Babinski bilateralmente) e, quando
presentes, sinais de envolvimento sensitivo discretos, em geral com diminuicao

da sensibilidade vibratéria nos membros inferiores.

A histéria familiar podera fornecer pistas importantes para o diagnostico,
com padrdes consistentes com heranga autossdmica dominante ou recessiva,
ligada ao X ou mitocondrial. Entretanto a auséncia de casos semelhantes na
familia ndo descarta a suspeita de PEH, sendo relativamente frequente a

presenca da condicdo em casos isolados.

Nos casos sem historia familiar esclarecedora, serd mandatério iniciar
pela exclusdo de doencas adquiridas, especialmente aquelas com
acometimento medular como mielites auto-imunes (melite transversa, esclerose
multipla primariamente progressiva, espectro anti-MOG, paraneoplasias)
infecciosas (HIV, HTLV, sifilis, tuberculose), doencas caréncias, especialmente

deficiéncia de vitamina B12 e mielopatias compressivas (artrose e doenca
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degenerativa da coluna, tumores medulares). A forma de paralisia cerebral
diplégica também entrara nos diagnadsticos diferenciais, em especial das formas
de PEH de inicio infantil.

Outras doencgas neurogenéticas como as ataxias espinocerebelares sao
frequentemente acompanhados por sinais piramidais. A forma tardia da ataxia
de Friedreich, comecando aos 25 anos ou mais, € alternativamente associada a
hiperreflexia e pode mimetizar quadros de SGP11 (Faber et al, 2017). Como
regra, os individuos com PEH s&o claramente espasticos e tém queixas leves ou
nenhuma queixa nos membros superiores, nas ataxias, ndo ha dissociacao
pronunciada entre os membros superiores e inferiores (Faber et al, 2017). Erros
inatos do metabolismo e leucodistrofias também entram no diagndstico
diferencial das PEH (Bradley et al, 2016).

Os exames de neuroimagem como a Ressonancia Magnética de
neuroeixo podem auxiliar na exclusdo de algumas das causas adquiridas
mencionadas acima. Além disso, os diametros da medula espinhal cervical e
toracica sao significativamente menores nas PEH puras e complicadas; e podem
haver alteracbes corticais e de substancia branca como corpo caloso fino e sinal
da orelha de Lince na SPG11 e SPG15, atrofia cerebelar na SGP7 e alteracOes
nos ganglios da base na SGP11, SGP35, SPG28 (Martinuzzi et al, 2017, da
Graga, 2019).

O diagndstico confirmatério se dara através do teste genético especifico que
buscard a deteccdo de variantes patogénicas nos genes associados as PEH,
podendo ser realizado através de sequenciamento de genes Unicos, de painéis
de sequenciamento de nova geracao que abranjam os subtipos mais prevalentes

ou mesmo através do sequenciamento completo do exoma.

Destacamos que em estudo recente de nosso grupo o uso de um painel
de sequenciamento de nova geracao, do inglés Next Generation Sequencing
(NGS), que avaliou 12 dos genes mais frequentemente relacionados as PEH
(ATL1, BSCL2, CYP7B1, KIAA0196, KIF5A, NIPAl, REEP1, SPAST, SPG7,
SPG11, ZFYVE26 e CYP27A1l, obteve no geral rendimento de 51,7% (15/29
pacientes) para pelo menos um diagnostico molecular provavel e 48,3% (14/29
pacientes) para o diagnoéstico molecular definitivo. O rendimento diagndstico do
painel para PEH-AD foi de 60% (6/10), 47,4% (9/19) para PEH-AR. O rendimento
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do diagnéstico do painel para PEH-NC ou puras foi de 75% (9/12) e para PEH-
C foi de 35,3% (6/17) (Burguez et al, 2017).

2.5 Biomarcadores

Biomarcadores sdo entidades que podem ser medidas e indicam a
ocorréncia de uma determinada funcdo normal ou patolégica de um organismo,
ou também resposta a intervencdes terapéuticas (Infopédia, dicionéario lingua
portuguesa). Exemplos: niveis de colesterol, proteina C reativa, CA 19-9,

exames de imagem.

O principal biomarcador validado de gravidade das PEH s&o as escalas
clinicas, sendo a principal delas, que € baseada no exame neurolégico, a Spastic
Paraplegia Rating Scale (SPRS). Esta escala inclui 13 itens (com pontuacdes
totais que variam entre 0 e 52 pontos, crescentes em gravidade) que avaliam os
seguintes testes e fungdes: qualidade e a velocidade da marcha, subir escadas,
levantar-se de uma cadeira, grau de espasticidade de musculos adutores e
abdutores do quadril, flexdo e extensao do joelho, dorsiflexdo e flexdo do pé,
presenca de contraturas, presenca de dor e controle de esfincteres urinario e

retal.

Levando em conta que as PEH s&o lentamente progressivas e algumas
formas quase estéticas, as escalas clinicas baseadas no exame neurolégico
possuem pouca sensibilidade a mudanca em periodos de tempo menores. Para
avaliacdo de possiveis novas estratégias terapéuticas, faz-se necessario a
existéncia de formas de avaliacdo de reposta e gravidade que possam ser

medidas com uma brevidade maior dentro do estudo.

Alguns candidatos a biomarcadores das PEH que vem sendo estudados
sdo: 1) neuroimagem: ressonancia magnética multimodal; 2) avaliacdes
biomecénicas: avalicdo da marcha e cinética do movimento; 3) marcadores
séricos: neurofilamentos e micro-RNA; e 4) Neurofisolégicos: potenciais
evocados motores e sensitivos, que serdo o enfoque da presente dissertagéo.
Nas secOes abaixo iremos descrever o0s principais estudos sobre os

biomarcadores ja avaliados nas PEHSs.
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2.5.1 Escalas clinicas e biomecéanica

Os principais instrumentos semiquantitativos ou quantitativos que ja foram
validados ou utilizados para avaliacdo da gravidade clinica da doenca ou como
medidas de desfechos primarios e secundarios para testar eficacia de
tratamentos, incluem: 1) Escalas clinicas: SPRS, Escala de espasticidade de
Ashworth, o componente de caminhada do Gillette Functional Assessment
Questionnaire que foi usado em um ensaio com bomba de infuséo intratecal de
baclofeno (Trummer et al, 2018); 2). Biomecanicos: velocidade méxima de
marcha em 10 metros, usada como desfecho primario em ensaios clinicos que
avaliaram a eficacia da Toxina Botulinica A (Niet et al, 2015, Diniz et al, 2021).
Também sdo mencionados em ensaios Unicos: a escala de Fugl-Meyer, teste
timed up-and-go cronometrado, que testa o tempo para levantar de uma cadeira,
caminhar 3 metros, virar, retornar e sentar novamente; a escala do Medical
Research Council (MRC); breve inventario de dor; e escalas de fadiga (Trummer
et al, 2018).

2.5.2 Ressonancia Magnética

A neuroimagem é uma ferramenta que permite a avaliacdo estrutural e
funcional do sistema nervoso central (SNC). Em particular, técnicas avancadas
de imagem por ressonancia magnética (MRI) sdo capazes de fornecer
informacdes microestruturais e bioquimicas detalhadas do SNC. No contexto das
PEH ela contribui para exclusédo de outras etiologias e auxilia na caracterizacao

fenotipica de alguns subtipos.

Achados qualitativos de utilidade clinica em individuos com PEH séo

exemplificados na Figura 3.
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Figura 3: achados sugestivos de subtipos especificos de paraparesias espasticas hereditarias
em ressonancia magnética encefélica: Hidrocefalia por estenose aqueduto, SPG1; B: Corpo
caloso fino, e sinal das orelhas de lince, SPG11; C: Corpo caloso fino, e sinal das orelhas de
lince SPG15; D: Atrofia cerebelar, SPG7; E: Hipointensidade globo pélido, SPG35. (Adaptado da
Graca et al, 2019)

Em recente revisdo sistemética (da Graca et al, 2019), técnicas
avancadas de neuroimagem séo descritas como instrumentos importantes para
o entendimento da fisiopatologia da doenca e tém possivel papel como
biomarcador da doenca. Entre os possiveis desfechos cita-se: 1) Volume da
medula cervical por morfometria, que na SPG11 apresentou correlagédo com a
severidade e a duracao da doenca; 2) Dano generalizado a substancia branca e
atrofia cortical leve avaliados por difusdo e dano volumétrico (obtidos por
morfometria baseada em voxel) presentes inclusive nas formas puras como a
SGP4) 3)Parametros de difusibilidade no brago anterior da cépsula interna e
corpo caloso, que se correlacionaram com a SPRS em formas puras; 4) Volume
dos nucleos da base, que se correlacionou com a SPRS e duragdo da doenca
na SPG11.
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2.5.3 Biomarcadores séricos
2.5.3.1 Neurofilamentos

Os neurofilamentos sdo expressos apenas em células neuronais, sendo
uma parte do citoesqueleto do neurdnio, extremamente abundante nos axonios,
e gue possuem uma meia vida longa. Podem ser dosados no sangue através de
tecnologia ECL (eletroguimioluminescencia) e SiMoA (single molecule array
assays); e no liguido cefalorraquidiano (LCR), podem ser detectados por
imunoblotting e por ELISA. (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay). Ainda
nao ha valores de referéncia universais definidos para os neurofilamentos,

mesmo para controles saudaveis (Zuchi et al, 2018; Wilke et al, 2018).

As concentracfes sanguineas da cadeia leve do neurofilamento (NfL)
foram recentemente demonstradas como biomarcadores de dano neuronal em
varias doencas neurodegenerativas, incluindo esclerose lateral amiotréfica e em
PEH. Os NfL podem ser particularmente sensiveis a destruicdo axonal de tratos
de fibras longas (Wilke et al, 2018). Em recente estudo italiano (Zucchi et al,
2018) 9 individuos com PEH, 21 com esclerose lateral amiotrofica (ELA) e 9
controles realizaram dosagens de NfL no sangue e LCR. Os resultados
mostraram niveis aumentados de NfL nos pacientes com ELA, seguidos pelo
grupo com PEH que também apresentou niveis aumentados, apesar de o
aumento ser mais discreto, em comparacdo com os individuos controle.
Destaca-se que os niveis de NfL foram similares entre subgrupo de pacientes
com esclerose lateral primaria e com PEH. Houve correlacdo entre
concentragdes séricas e liquéricas de NfL com o score total da escala ALSFRS-
R e Ranking modificado e Ashworth na ELA, entretanto ndo foram relatadas

correlacdes no grupo PEH.

Em outro estudo realizado na Alemanha (Wilke et al, 2018) foram
avaliados 96 individuos com PEH (63 geneticamente confirmados) 96 controles
saudaveis e 33 individuos com ELA. O método de detec¢do dos NfL foi o single
molecule array (Simoa), sérico. Os niveis de NfL aumentaram significativamente
em pacientes com PEH quando comparados aos controles. O aumento de NfL
correlacionou-se fracamente com a progresséo da doenca, medida através da
SPRS.
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Os Nfl permanecem como potenciais biomarcadores das PEH, apesar de
as alteracbes serem menos importantes do que em outras doengas do neurdnio
motor, como € no caso da ELA. Destacamos que o papel dos Nfl como
marcadores de progressdo das PEH ainda é desconhecido, ndo havendo

estudos longitudinais que realizaram esta avaliacao.

2.5.3.2 Micro-RNAs

Os MicroRNAs (miRNAs ou miR) sdo pequenas moléculas de RNAs
(acido ribonucleico) ndo codificadas para proteinas, que se ligam a RNAs
mensageiros (RNAm) especificos e inibem a traducdo ou promovem a
degradacdo dos RNAm. Eles possuem regulacdo especifica para o tipo de
célula, tecido e espécie de seus alvos em diferentes contextos celulares
(Nakazeki et al, 2019).

Para examinar a regulacdo transcricional e pés-transcricional do gene
SPAST, este estudo de Pittsburgh (Henson et al, 2012) usou métodos
filogenéticos moleculares para identificar sequéncias conservadas de sitios de
ligacdo de fatores de transcricdo putativos e motivos de direcionamento de
MiRNA no promotor do SPAST, TSS (transcription start sites) e 3'-UTR,
respectivamente. Através de uma variedade de métodos moleculares, este
estudo demonstrou que a transcricdo do SPAST é regulada positivamente por
dois fatores de transcricdo, o NRF1 e o SOX11.

Além disso, a superexpressdo de miR-96 ou miR-182 resultou em
diminuicbes estatisticamente significativas de 45% e 57% nos niveis de
transcricdo SPAST, respectivamente. Por western blotting, a superexpressao de
miR-96 ou MiR-182 reduziu a proteina espastina a niveis quase indetectaveis.
Portanto, a familia de miRNAs miR-96 e miR-182 parecem exercer forte

regulacéo da sintese de espastina em células neurais humanas (Henson, 2012).

Em recente estudo japonés (Nakazeki, 2019) a inibicdo do micro-RNA 33a
também foi descrita como reguladora da transcricdo do gene SPAST. Este
estudo criou modelos de miR-33 em células-tronco pluripotentes induzidas por
humanos (iPSCs) por tecnologia CRISPR-Cas9 e analisaram seu transcriptoma.
A presenca do miR-33a regulou a expressdao do SPAST alterando o fendtipo
celular dos neurénios corticais produzidos a partir de iPSC de pacientes com

SGP4. A inibicdo de uma forma principal de miR-33 em neurbnios humanos, via
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acido nucleico blogueado (LNA)-anti-miR inclusive melhorou o fendtipo
patolégico em neurbnios de pacientes com PEH-SPG4 (Nakazeki et al, 2019).
Esta descoberta faz do miR-33a ndo apenas um biomarcador mas também um

possivel alvo terapéutico nas PEH.

2.5.4 Biomarcadores neurofisiolégicos: potencial evocado motor e
sensitivo

Potencial evocado € um sinal elétrico gerado pelo sistema nervoso central
em resposta a um estimulo. O potencial evocado somato-sensitivo (PESS) é
realizado através da estimulacdo elétrica periférica de um nervo sensitivo, por
exemplo o nervo mediano nos membros superiores, em que o estimulo elétrico
viaja pelas fibras de conducdo nervosas e € registrado em seu ponto terminal,
neste caso sobre o cértex sensitivo primario, com eletrodos de registro colocados
no escalpo (Bradley, 2016). A coluna dorsal é o maior substrato avaliado no
PESS.

O potencial evocado motor (PEM) implica a estimulacao do cortex motor
registrando o potencial de agdo motor composto do musculo alvo estudado. O
cortex motor primario pode ser estimulado diretamente por um breve pulso
elétrico de alta tensdo no escalpo ou usando um campo magnético tempo-
variavel para induzir uma corrente elétrica dentro do cérebro. Sendo o segundo

mais usado por ser menos doloroso (Bradley, 2016).

A caracterizacdo eletrofisiolégica das PEH foi estudada em estudos
transversais com tamanhos amostrais pequenos e alguns deles com pobre

caracterizacao genética.

Na maior série de casos ja relatada (Karle et al, 2013) foram recrutados
128 pacientes com PEH na Alemanha, sendo que somente 54 possuiam
diagnostico genético confirmatdrio. A amostra era composta por 35 casos com
SPG4, 1 com SPG3A, 3 com SPG5, 3 com SPG7, 1 com SPGS8, 1 com SPG10,
6 com SPG11 e 4 com SPG15. O tempo central de condugdo motor nos
membros inferiores (TCCM-MI) estava prolongado em 37% dos casos, sendo
ausente (forma mais grave de dano) em 36%, jA& nos membros superiores 0

TCCM foi alterado em 32% dos casos (prolongada em 28% e ausente em 4%),
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mesmo ndo havendo sinais clinicos significativos de envolvimento da via
piramidal nos MS. Houve fraca correlacdo do TCCM-MI com a SPRS (Spastic
Paraplegia Rating Scale) (R=0,176. p< 0,028). Em contraste o PESS estava
alterado em 18% dos casos, sendo prolongado em 9% e ausente também em
9% dos casos nos MS; ja nos Ml o PESS estava prolongado em 7% e ausentes
em 29% dos casos, denotando um dano sensitivo proeminente. As correlacdes

do PESS com a SPRS ou duracéo da doenca ndo foram relatadas.

Em estudo italiano (Sartucci et al, 2007) que avaliou 12 pacientes com
PEH e grupo controle de 16 voluntarios saudaveis, o TCCM-MI foi ausente em 1
paciente dos 12 afetados, com significativa diminuicdo da amplitude em 8/12, ou
seja em 67,5%; a laténcia foi significativamente maior nos casos quando
comparado aos controles. No PESS houve diferenga significativa entre os dois
grupos apenas nos registros corticais referentes aos Ml que estavam ausentes
em 25% dos casos e com uma perda importante da amplitude em todos os
demais. O PESS dos MS estava dentro dos limites da normalidade inclusive no
grupo de casos. Os achados do PESS foram condizentes com um envolvimento
subclinico das colunas dorsais, sendo que apenas as partes mais distais, nos
MI, apresentaram anormalidade; e estdo de acordo com o dano axonal descrito

nos estudos post-mortem que gerariam essa perda de amplitude do potencial.

Outro estudo italiano (Martinuzzi et al, 2016) avaliou 44 pacientes com
PEH com diagnostico molecular confirmado com diferentes subtipos. O PESS
estava prolongado em 68% dos casos nos MI, nos MS estava alterado em 1/3
dos pacientes com SPG4, nas formas complicadas estava prolongado em 90%
dos pacientes com SPG5, SPG15 e SPG35 e normal na SPG11 e SPG3A. O
TCCM-MI estava prolongado em todos os casos e ausente em trés deles. O
TCCM-MS estava anormal em 45%. Os autores nao apresentaram as
correlagBes em entre as variaveis do PEM e PESS com as demais variaveis de

gravidade estudadas.

Vinte e um pacientes com PEH com diagndsticos clinicos e moleculares,
(10 com SPG4, 4 com SPG7, 1 com SPG3A, 1com SPG 30 e 5 geneticamente
indeterminados) foram descritos neste resumo de congresso da Austrélia (Siow
et al, 2018) O TCCM foi registrado em dois musculos dos Ml, o abdutor halux

(AH) e o tibial anterior (TA) e um musculo dos MS, o abdutor do dedo minimo
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(ADM). O TCCM estava prolongado em 76% dos casos no TA; e em 50%, sendo
ausente em 16%, no AH. Nos MS as medidas foram todas normais. N&do houve
correlacao significativa grupo PEH como um todo entre os escores da SPRS,
duracédo da doenca ou idade do paciente e a amplitude ou TCCM para TA ou
AH. A analise de subgrupo de SPG4 (10 individuos) revelou forte correlacéo
direta entre 0 TCCM medido no TA e AH com a duragcédo da doenga, mas néo

com pontuacdes na SPRS.

O mesmo grupo australiano publicou em 2019 (Siow et al, 2019) uma
revisao sistematica sobre os PEM nas PEH, incluindo 32 artigos publicados entre
1987 e 2016, sendo 12 estudos tipo caso-controle, 19 relatos de casos ou séries
de casos e uma coorte retrospectiva, com um N total de 476 individuos. A
guantidade média de pacientes por estudo foi de 14 sujeitos, sendo que 48%
deles incluiu menos de 10 pacientes por estudo. Informacdes genotipicas foram
incluidas em 20 dos 32 estudos, porém muitos desses estudos foram realizados
na era pré-geneética, na qual estudos moleculares ndo eram disponiveis e muitas
dos genes relacionados as PEH ainda ndo tinham sido descritos. A técnica de
realizacdo do exame variou de forma consideravel entre os estudos, incluindo
formas distintas da bobina de estimulo (circular, parabdlica, cone-duplo), nUmero
de estimulos variando de 3 a 20, intensidade de estimulo variavel até 120% do
limiar motor. O método de calculo do TCCM foi especificado em 24/32 estudos,
sendo que 11 utilizaram a medida da onda F e 11 estimulagéo cervical/medular,
e 2 realizaram ambas as técnicas. O TCCM-MS foi considerado anormal em 59%
dos artigos. O TCCM-MI foi prolongado ou ausente para todos os pacientes em
8/26 estudos e em alguns pacientes em 15/26 estudos. No geral, 308/393 (78%)
pacientes estudados tinham o TCCM-MI prolongado. A sensibilidade das
anormalidades do TCCM para o diagnoéstico de PEH foi de 80% quando obtido
nos Ml e de 30% quando obtido nos MS. Entretanto, este Gltimo dado tem pouca
utilidade clinica considerando que o diagndéstico molecular possui sensibilidade
e especificidade muito superiores a estes valores e o0 PEM nao discrimina os

diferentes subtipos de PEH.

Correlagdo entre o TCCM com outras variaveis de gravidade foram
investigadas em 10/32 estudos, sendo que 8/10 (80%) nao encontrou

correlagbes com significancia estatistica. Dos dois estudos que encontraram
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correlagdes significativas, um deles foi o de Karle e colaboradores, publicado em
2013, sendo a maior série de casos avaliada até o momento e que ja foi descrita
nos paragrafos acima. O outro estudo (Cruz et all, 1999) avaliou pacientes com
doencga de Charcot Marie Tooth e 2 irm&os com PEH (SPG4), sendo apenas um
relato de caso se considerarmos os dados para as PEH, ndo sendo possivel
inferir sobre os resultados das correlagcdes encontradas para o TCCM apenas
para o grupo das PEH. A amplitude do PEM foi avaliada nos MS em 8 artigos, e
nos Ml em 12 artigos, sendo ausente ou reduzida em todos os estudos para 0s
Ml (Siow et al, 2019).

Em concluséo, esta revisdo sistematica ndo apoiou fortemente o uso de
PEMs como unico biomarcador em PEH, embora os autores tenham
considerado que pode ser um método Uutil quando combinado com outros
biomarcadores, incluindo escalas de avaliacéo clinica e imagem por tensor de
difusdo (Siow et al, 2019). Futuros estudos teréo de avaliar o papel do PEM como
biomarcador da doenca em quadros mais iniciais de PEH, pois considerando a
grande frequéncia de auséncia de potenciais nos pacientes com PEH nos
estudos que foram revisados, é possivel que haja um efeito teto deste
biomarcador quando a integridade da via ja estd comprometida de modo mais
avancado o que pode impedir a identificacdo de correlacdes com outras variaveis

de gravidade.

Até o momento existem trés estudos publicados, dois relatos de caso e
uma série de casos que relatam o uso do TMS como forma de tratamento das
PEH, estes serdo abordados detalhadamente no capitulo seguinte. Reforcamos
por ora que o equipamento e a técnica basica usadas para finalidade diagndstica
para a realizacdo do PEM sdo os mesmos da técnica para tratamento; sendo
alterado apenas a intensidade e numero de estimulos que passam a ter um

protocolo especifico, com sessdes repetidas em intervalos regulares.

2.6 Tratamento
N&o ha tratamentos que mudem a histéria natural das PEH até o momento
ou que sejam capazes de impedir sua progressdo. Descricdo de possiveis

terapias direcionadas molecularmente sdo inexistentes, uma vez que a

36



compreensdo molecular e genética das PEH tem avancado especialmente nos

ultimos anos, porém ainda com muitas lacunas.

A maioria dos estudos ja realizados tiveram como foco o tratamento
sintomatico das principais manifestagfes clinicas das PEHs, especificamente da
espasticidade; a excec¢do sao 0s ensaios clinicos que testaram estatinas e

acidos biliares no tratamento da SPG5.

2.6.1 Tratamentos Medicamentosos

Dois ensaios clinicos tiveram como alvo um subtipo especifico de PEH, a
SPG5, que € uma PEH autoss6mica recessiva rara devido a variante patogénica
no gene CYP7B1 que codifica a proteina oxisterol-7a-hidroxilase, a qual degrada
colesterdéis oxidados da cadeia lateral. Os autores hipotetizaram que a reducéo
dos niveis de colesterol com uso de estatinas (no caso especifico com a
atorvastatina) reduziria 0s colesterdis oxidados da cadeia lateral toxica,
particularmente o 27-OHC. Com isso realizaram um ensaio clinico randomizado
gue durou 9 semanas e que comparou atorvastatina 40mg com placebo em 14
pacientes com SPG5. A atorvastatina levou a reducao significativa de cerca de
25% dos niveis de 27-OHC sérico, sem reducao significativa os niveis de 27-
OHC no liquor. Como era esperado, ndo houve beneficio clinico observado no
curto periodo de tratamento medido pela SPRS (Schols et al, 2017). Um
segundo ensaio cinico com racional similar, mas de desenho mais complexo, foi
realizado e avaliou a atorvastatina (20mg/dia), o &cido biliar, acido
guenodesoxicélico (CDCA) (500mg duas vezes ao dia) e o antioxidante
resveratrol (40mg duas vezes ao dia, Marelli et al, 2018). O estudo teve um
desenho cruzado, em que o paciente era randomizado para receber um dos
tratamentos por periodo de 2 meses, seguido de periodo de washout por 4
meses, apods recebia o segundo tratamento e segundo periodo de washout em
igual duracdo e por fim o ultimo periodo de tratamento e washout, sendo
possiveis seis diferentes combinacdes de ordens de tratamento. O estudo incluiu
12 pacientes com SPG5 e mostrou que a atorvastatina reduziu em 30% os niveis
plasmaticos de 27-OHC, porém sem alteracao a relacéo 27-OHC:colesterol total.
Os autores encontraram um perfil anormal de sais biliares na SPG5, que foi
corrigido com o uso do acido quenodesoxicolico. Dessa forma os autores

sugeriram que a combinacao de atorvastatina e CDCA tem potencial terapéutica
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para a SPG5, entretanto assim como no estudo de Schols e colaboradores, ndo
foram observados efeitos clinicamente significativos no estudo, sendo importante
futuros estudos de longo prazo para avaliar a eficacia clinica dessas

intervencgdes na SPG5.

Outra terapia em desenvolvimento para a SPG5 é o0 uso do RNA
mensageiro do CYP7B1. Em modelo transgénico de camundongos transgénico
knockout para o Cyp7b1l a injecéo sistémica do RNAm tanto do CYP7B1 humano
guanto do camundongo foi capaz de degradar os oxiesterdis toxicos no figado e
no soro dentro de dois dias do tratamento, sendo que o efeito parece persistir
por pelo menos 5 dias. A administracao repetida do RNAm do CYP7BL1 foi segura
por pelo menos 17 dias e levou a reducao dos oxiesterdis toxicos também em
algumas regides cerebrais dos camundongos, sendo uma perspectiva
terapéutica que devera ser avaliada em futuros estudos em seres humanos
(Hauser et al, 2019). Cabe ressaltar que esse modelo transgénico apresenta
apenas fenotipo bioquimico, ndo havendo alteragdes motoras que pudessem
permitir a avaliagdo do efeito do tratamento sobre o fenétipo comportamental dos

animais.

Dois estudos abertos e com amostras pequenas avaliaram a eficacia da
bomba de baclofeno intratecal para tratamento da espasticidade nas PEH e
obtiveram resultados semelhantes. Um dos estudos, que tratou 14 pacientes
com PEH, relatou reducéo da espasticidade dos membros inferiores avaliada
pela escala de Ashworth modificada e melhora da capacidade de locomocéo
avaliada por versdo modificada da escala funcional de caminhada do
guestionario Gillette Functional Assessment (Margetis et al, 2014, Trummer,
2018).

Dois ensaios clinicos abertos avaliaram a eficacia da Toxina botulinica
tipo A no tratamento das PEHs. O primeiro deles (Niet et al, 2015) aplicou Toxina
botulinica tipo A no musculo triceps sural associado a exercicios de alongamento
diérios por 18 semanas em 15 pacientes com PEH. O desfecho primério era
mudanca na linha de base da velocidade de marcha confortavel de 10 metros
medida em 4 semanas (pico do efeito da toxina) e 18 semanas (efeitos residuais
da toxina) apdés as injecbes. Desfechos secundarios incluiam a escala SPRS,

Ashworth e escalas de avaliagéo de dor e fadiga. Curiosamente a velocidade da
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marcha confortavel foi a Unica variavel que obteve melhora siginificativa. As
demais variaveis nao diferiram estatisticamente pds-tratamento, inclusive nao
houve melhora na velocidade maxima de marcha em 10 metros (de Niet et a,
2015; Trummer et al, 2018).

Em recente ensaio clinico randomizado, crossover duplo-cego controlado
por placebo, 55 individuos com PEH, sendo 41 com PEH-NC, foram
randomizados para receber Toxina bolinica tipo A nos musculos Adutor magno
e Triceps sural ou solucdo salina 0,9%. O desfecho primario era mudanca da
linha base prévia de cada individuo na tarefa velocidade maxima da marcha em
10 metros. Os desfechos secundarios incluiam, mudancas na velocidade de
marcha confortavel, escala SPRS e avaliacdo de forca e ténus muscular, dor,
fadiga e percepcéo subjetiva de melhora. Em comparagéo com a linha de base,
nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos nos desfechos

priméarios e secundarios, exceto para reducao no ténus adutor (Diniz et al, 2021).

Um ensaio clinico randomizado crossover duplo-cego avaliou o uso de
Gabapentina (2400mg diarios titulados até 4.000 mg diarios), em 10 pacientes
com SGP4 (6 com diagndstico molecular confirmado). Os sujeitos receberam
gabapentina durante 2 meses, seguido por um periodo de washout de 10 dias,
um intervalo sem drogas de 1 més e, em seguida, placebo. Os desfechos foram
avaliados através de uma combinagdo da EDSS do inglés Expanded Disability
Status Scale e do formulario diagndstico da SPATAX que incluem: Escala Visual
Analdgica, Escore de incapacidade, distancia caminhado sem suporte em 5
segundos, sintomas urinarios, forca muscular e reflexo tendinosos, além de
guestionario sobre qualidade de vida e avaliacdo da excitabilidade cortical
motora por TMS. N&ao houve diferencas significativas em relacdo ao grupo
placebo nos desfechos avaliados com o tratamento com gabapentina (Scheuer
et al, 2007).

Além dos estudos citados acima, ha também relatos de caso em SPG11
e SPG8, tratadas com levodopa, com respostas anedotais, e com alguma

melhora em sintomas extrapiramidais e espasticidade (Trummer et al, 2018).

2.6.2 Neuromodulagé&o invasiva e nao-invasiva
A estimulac&o da coluna dorsal por corrente continua (tDCS do inglés

transcranial Direct Current Stimulation) foi recentemente avaliada em um ensaio
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clinico cruzado controlado por tDCS sham (Ardolino et al, 2018). Onze pacientes
com PEH (8 individuos SPG4, 1 com SPG3A, 1 com SPG7 e 1 SPG15) foram
incluidos no estudo em que o estimulo era aplicado sobre o0 processo espinhoso
de T10 a T12 (vértebras coluna dorsal) com tDCS a uma intensidade de 2,0 mA
por 20 minutos. Os desfechos avaliados foram: teste de caminhada de 5 minutos,
escala SPRS e Ashworth, e os resultados do PEM antes do tratamento,
imediatamente apds o termino do protocolo, apds 1 semana, apés 1 més e apos
2 meses do tratamento. Houve ligeira reducédo na area do PEM, que € o espaco
abaixo da curva de amplitude do potencial composto de acdo muscular ao longo
do tempo, sem alteracdo da laténcia ou TCCM. A pontuacdo da escala de
Ashworth para MI mostrou melhora da espasticidade no grupo de tratamento
ativo, em particular dois meses apds o final da estimulacdo, e ndo houve

diferencas significativa na SPRS e no teste de caminhada de 5 minutos.

E por fim destacamos um relato de caso anedotal brasileiro (de Souza et
al, 2020) em que uma mulher de 51 anos com SPG4 foi submetida a uma
estimulagédo espinhal invasiva, com implante de um eletrodo de p4 com 16
contatos (8 contatos em 2 fileiras) no espaco epidural de T11-T12. O escore da
SPRS anteriormente em 26, caiu para 15 apds um més do inicio do tratamento.
No acompanhamento de 12 meses, ela experimentou melhora substancial na
funcdo motora e no desempenho da marcha, com escores SPRS 23 em OFF e
até 20 em ON, além de aumento da forca muscular isométrica em ON, melhora
da espasticidade para extensao do joelho e melhora na marcha evidenciado por
aumento do comprimento do passo. Entretanto, estudos com tamanhos
amostrais maiores e com cegamento das avaliagcbes sdo necessarios para

elucidar o real papel da estimulacao espinhal invasiva no tratamento das PEH.
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3. MARCO CONCEITUAL
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Caracterizacdo neurofisiolégica das PEH
Discriminagdo entre casos e controles
Correlagdo com variaveis clinicas de gravidade

4. JUSTIFICATIVA

As paraparesias espasticas hereditarias sdo um grupo de doencas
neurodegenerativas negligenciadas. Embora a historia natural das PEHs seja
pouco conhecida, os estudos disponiveis apontam para uma progressao muito
lenta, sugerindo que as escalas clinicas baseadas no exame neurologico podem
nao apresentar sensibilidade suficiente para detectar mudancgas na progressao
da doenca, tornando a busca por biomarcadores adicionais uma tarefa

fundamental.

O conhecimento dos aspectos moleculares das PEH possibilitou grandes
avancgos no entendimento destas condi¢des e das vias celulares envolvidas. No
entanto a aplicagdo destes conhecimentos na busca de tratamentos

modificadores da doenca ira esbarrar no desconhecimento sobre quais os
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desfechos clinicos e quais biomarcadores sao mais adequados como desfechos
relevantes para os futuros ensaios clinicos randomizados. Além do
desconhecimento atual sobre quais diferengas nestes desfechos representam

mudangas clinicamente relevantes para a vida dos individuos.

Anormalidades nos potenciais evocados motores e somatossensoriais
foram previamente descritas em PEH, apontando que essas medidas
neurofisiolégicas que avaliam a integridade das vias sensitivas e motoras como
possiveis candidatos a biomarcadores dessas doencas. No entanto, 0s
resultados sobre os potenciais evocados motores (PEM) e potenciais evocados
somatossensoriais (PESS) foram heterogéneos entre os estudos, com a maioria
dos estudos avaliando pequenas amostras com pobre caracterizacdo genética e

clinica, justificando a realizacéo de estudos adicionais.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral:
Avaliar o papel do PEM e PESS nos membros inferiores e superiores (Ml)

como biomarcadores das PEHs

5.2 Objetivos especificos
Avaliar a integridades das vias sensitivas e motoras em individuos com
PEH com diagnéstico molecular através do PEs caracterizando o tipo de dano e

de alteracao eletrofisioldgica.

Avaliar se os PEs possuem validade discriminatéria entre casos e

controles

Avaliar se o PEM e PESS se correlacionam com medidas clinicas de
gravidade da doenca como: idade de inicio em anos da doenca, duracdo em

anos da doenca e pontuacao na escala SPRS.
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Abstract

Introduction: The Hereditary Spastic Paraplegias (HSP) are a group of genetic
diseases that lead to slow deterioration of locomotion. Clinical scales seem to
have low sensitivity in detecting disease progression, making the search for
additional biomarkers a paramount task. This study aims to evaluate the role of
evoked potentials (EPs) as disease biomarkers of HSPs. Methods: a single
center cross-sectional case-control study was performed, in which 18 individuals
with genetic diagnosis of HSP and 20 healthy controls were evaluated. Motor
evoked potentials (MEP) obtained with transcranial magnetic stimulation and
somatosensory evoked potentials (SSEP) were performed in lower limb (LL) and
upper limbs (UL). Results: Central motor conduction time in lower limbs (CMCT-
LL) was prolonged or absent in 100% (18/18) of HSP subjects, with marked
reductions in MEP-LL amplitudes when compared to the control group (p<0.001
for both comparisons). CMCT-UL was 3.59ms (95% CI: 0.73 to 6.46; p=0.015)
prolonged and MEP-UL amplitudes were reduced (p=0.008) in the HSP group.
SSEP-LL latencies were prolonged in HSP subjects when compared to controls
(p<0.001), with no statistically significant differences for upper limbs (p=0.147).
SSEP-UL and SSEP-LL latencies presented moderate to strong correlations with
age at onset (Rho=0.613, p=0.012) and disease duration (Rh0o=0.835, p<0.001),
respectively. Similar results were obtained for the SPG4 subgroups of patients.
Conclusion: Motor and somatosensory evoked potentials presented adequate
discriminatory validity, distinguishing cases and controls. MEP were severely
affected in HSP subjects and SSEP-LL latencies were prolonged, with longer
latencies being related to more severe disease. Future longitudinal studies

should address if SSEP is a sensitive disease progression biomarker for HSP.
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Introduction

The Hereditary Spastic Paraplegias (HSP) are a group of monogenic
neurodegenerative diseases with great clinical and genetic heterogeneity,
currently with 83 different loci! [1]. HSPs are rare diseases with prevalence
estimations ranging from 2 to 9.1 per 100,000 individuals [2,3,4]. The main
features of these conditions are related to the retrograde degeneration of the

longest axons of the corticospinal tract and the posterior columns [5].

HSP are classified in pure and complex forms [6]. An isolated pyramidal
syndrome that predominantly affects the lower limbs, accompanied or not by
neurogenic bladder and impaired vibratory sensation, characterizes “pure” HSP.
Additional involvement of other systems (cognitive impairment, ataxia,
parkinsonism, visual or auditory disorders, peripheral neuropathy, etc.) defines
"complex" forms. Symptoms progress slowly, starting from childhood to late
adulthood [3,7], and complex forms are generally associated to a more severe

disease course [2].

Although the natural history of HSPs is largely unknown, the available studies
point to a very slow progression [2] suggesting that clinical scales based on
neurological examination might not present enough sensitivity to change for
detecting disease progression, making the search for additional biomarkers a
paramount task. Abnormalities in motor and somatosensory evoked potentials
were previously described in HSPs, pointing neurophysiological measurements
of the integrity of central motor and sensory pathways as candidate biomarkers
of these diseases. However, results on motor evoked potentials (MEP) and

somatosensory evoked potentials (SSEP) were heterogenous across reports,

52



with most studies evaluating small samples with poor genetic and clinical

characterization [8,9,10].

Therefore, the aim of the present study was to characterize the role of motor
evoked potentials MEP and somatosensory evoked potentials in lower limbs (LL)
and upper limbs (UL) as biomarkers of HSPs, and to advance in the
understanding of the pathophysiology of these disorders; especially concerning

the involvement of central sensory pathways.

Methods

A single center exploratory cross-sectional case-control study was performed, in
which a convenience sample of 18 individuals (from 11 families) with genetic
diagnosis of HSP (12 SPG4, 3 SPG5, 1 SPG7, 1 SPG11 and 1 cerebrotendinous
xanthomatosis) and 20 healthy controls were evaluated. Participants were
included in the study from October 2019 to February 2021. The study was
approved by the Ethics in Research Committee of Hospital de Clinicas de Porto

Alegre (GPPG-HCPA 2019-0081), Porto Alegre, Brazil.

Eligibility for cases were previous molecular diagnosis of HSP and acceptance in
participating in the study. Healthy subjects, unrelated, but with similar sex and
ages to cases, without previous diagnosis of neurological or systemic diseases
associated to motor or sensory abnormalities were recruited as the control group.
Considering the exploratory design of the study, no single primary outcome was

defined and sample size estimations were not performed.

Data regarding sex, age, age at onset (first motor sign), disease duration and
history of peripheral neuropathy were collected from patients and relatives or
retrieved from electronic medical records. Severity of disease was evaluated with

the Spastic Paraplegia Rating Scale (SPRS, range: 0-52, crescent in severity)
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[8]. We also analyzed motor-SPRS (MSPRS), excluding items related to pain and

sphincter control (range: 0-44).
Electrophysiological procedures

MEPs were measured to the first dorsal interosseus and tibialis anterior muscles
after muscle activation. MEPs were obtained by single pulse transcranial
magnetic stimulation with the Neuro-MS Paired Monophasic Transcranial
Magnetic Stimulator (Neurosoft, Russia) device, in which an eight-shaped
magnetic stimulating coil was placed over the motor cortex (total motor
conduction time, TMCT) of the dominant hemisphere (C3 or C4, based on 10-20
EEG system), orientating the coil at 45% degrees from C3-C4 positions to nasion,
over the seventh cervical vertebra for UL and over the fifth lumbar vertebra for LL
(peripheral motor conduction time, PMCT). The pulse intensity started at the
motor threshold value and increased up to about 20% of this threshold, single
pulses were delivered with a frequency of 1 Hz. Ten MEPs were recorded and
their amplitudes and latencies were averaged. The recording sensitivity was
100pV and 5ms per division and the filter for lower and higher frequencies was
5Hz and 10kHz, being analyzed during 100ms. Central motor conduction time
(CMCT) was obtained with the direct method, by subtracting TMCT from PMCTs.
When CMCT was absent, a ceiling value of 100ms was imputed. MEP amplitudes

were measured from baseline to peak.

SSEPs were obtained using Neuropack M1 MEB-9200 (Nihon Kohden, Japan),
in which the stimulus was generated through electrical pulses of 0.2ms applied 3
times/sec with intensities ranging from 2 to 20mV applied in medial malleolus and
wrists, over the median and posterior tibial nerves respectively. On average 200

to 250 potentials were performed and superimposed to check for the
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reproducibility of the stimulus. Central recording electrodes were placed on the
scalp over the primary sensitive area (Fz, Cz, C3, C4) with peripheral check
points at the Erb point for the UL and popliteal fossa for the LL. The recording
sensitivity was 2uV and 5ms per division and the filter for lower and higher
frequencies was 10-2500Hz, being analyzed during 100ms. The N20 peak
latencies was considered for the UL and the N50 peak latencies was considered
for the LL. All neurophysiological evaluations were performed by the same
evaluator (SFB), in order to reduce measurement bias. Examples of MEP and

SSEP recording are presented in Supp Figure 1.
Statistical analysis

Statistical tests were selected according to the distribution of data given by
Shapiro-Wilk test and histograms. Age, age at onset, disease duration, SPRS
scores and CMCT-UL presented normal distributions and were presented as
means and standard deviations. The other continuous variables in the study
exhibited a non-parametric distribution and were shown as median and
interquartile ranges. Comparisons between cases and controls for continuous
variables were performed by Mann-Whitney U-test for non-parametric and by
two-tailed unpaired Student’s t-test for parametric variables and by Fisher’s Exact
Test for categorical variables. Correlations were performed with Spearman or
Pearson correlation tests according to data distribution. Statistical significance

was defined as p<0.05.

Results
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The main demographic characteristics of the sample are summarized in Table 1
and the main motor and somatosensory evoked potentials findings are described
in Table 2. Among all the 18 individuals with HSP, only with CTX had complains
about a decreased painful sensibility in then LL, and one with SPG5 had a

decreased vibratory sensibility in the neurological exam in the LL.

Table 1. Main demographic characteristics of the study sample

Healthy
HSP SPG4
Controls p-value
n=18 n=12
n =20
Female sex 12/20 (60%) 7/18 (38%) 5/12 (41%) 0.3411
Age (years) 35.2 (10.4) 39.7 (18.7) 38.17 (6.25) ns?
Height (meters) 1.66 (0.1) 1.64 (0.17) 1.61 (0.18) ns?
Age at Onset
- 23.06 (15.9) 22.83 (5,47) -
(years)
Disease
- 16.6 (9.07) 15.33 (2.74) -
duration (years)
SPRS - 19.9 (10.65) 17.25 (3.02) -
SPRS motor - 16.8 (8.9) 15.17 (2.74) -

Data are shown as mean and standard deviation. HSP: Hereditary spastic
paraplegias; ns, not statistically significant; SPRS: Spastic Paraplegia Rating
Scale; mMSPRS: Motor Spastic Paraplegia Rating Scale.'Fisher's Exact Test. 2
two-tailed unpaired Student’s t-test comparing HSP and controls and SPG4

subgroup and controls.

Table 2 — Main motor and somatosensory evoked potentials findings
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Healthy HSP

SPG4
Controls overall p-value? p-value?
n=12
n=20 n=18
CMCT - UL (ms):  9.76 (0.87)  13.36 (6.42) 0.015 9.14 (3.69) 0.81
CMCT - LL (ms)  18.11 (4.67) 100 (63.51) <0.001 69.0 (37.21) <0.001
MEP amplitude-UL 318.4 86.64
0.008  90.54 (585.95) 0.53
(uV) (464.71) (235.03)
MEP amplitude-LL
100.6 (86.1) 0 (0) <0.001 0 (47.92) <0.001
(mV)
SEP UL (ms) 18.8 (2.52)  20.17 (7.09) 0.147 19.60 (6.31) 0.59
SEP LL (ms) 45 (4.10) 72.1 (27.2) <0.001 72.1 (36.0) <0.001

Data are shown as median and interquartile range. except for 'ICMCT — UL. which is
shown as mean and standard deviation. CMCT: Central Motor Conduction Time; HSP:
Hereditary spastic paraplegias; LL: lower limbs; MEP: motor evoked potential; ms:
milliseconds; mV: millivolt; SSEP: Somatosensory Evoked Potential; UL: upper limbs;
UV: microvolt. ! refers to comparisons between the overall HSP and the control group

and ? to comparisons between the SPG4 subgroup and the control group.

Motor evoked potentials

MEP amplitudes in UL and LL were decreased in HSP subjects when compared
to healthy controls (p=0.008, Figure 1A; p<0.0001, Figure 1C; respectively).
Similar results were found in the SPG4 subgroup for amplitudes of MEP-LL
(p=0.001, Figure 2C), but not for amplitudes of MEP-UL, which presented a trend
for reduced amplitudes when compared to healthy controls (p=0.053, Figure 2A).

No statistically significant correlations of MEP amplitudes for the overall HSPs or
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SPG4 subgroup were found with disease severity variables (Supp. Table 1 and

Supp. Table 2 respectively).

Confrols m HSP Controls m SPG4

-t A B G - H e

AL it cmTaL S L el CNCT-LL

EEPAL by BEPLL ladiay FEPAUL by BEPLL lateiery

Figure 1 - Evoked potentials abnormalities in hereditary spastic

paraplegias

CMCT: Central Motor Conduction Time; HSP: Hereditary spastic paraplegia; LL:
lower limbs; MEP: motor evoked potential; msec: milliseconds; mV: millivolt;
SSEP: Somatosensory Evoked Potential; UL: upper limbs; pV: microvolt.

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Figure 2 — Evoked potentials abnormalities in SPG4

CMCT: Central Motor Conduction Time; HSP: Hereditary spastic paraplegia; LL:
lower limbs; MEP: motor evoked potential; msec: milliseconds; mV: millivolt;
SSEP: Somatosensory Evoked Potential; UL: upper limbs; pV: microvolt.

*k<0.001.
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CMCT in lower limbs (LL) was prolonged or absent in 100% (18/18) of HSP
subjects with striking differences when compared to healthy controls (p<0.001,
Figure 1D). CMCT-UL was 3.59ms (95% CI: 0.73 to 6.46; p=0.015, Figure 1B)
prolonged in HSP subjects when compared to healthy controls. Similar results
were found for the SPG4 subgroup for CMCT-LL (p<0.001, Figure 2D), but not
for CMCT-UL (p=0.813, Figure 2B) when compared to healthy controls. No
statistically significant correlations of CMTCs for the overall HSPs or SPG4
subgroup were found with other disease severity variables (Supp. Table 1 and

Supp. Table 2 respectively).

Supplemental Figure 1 — Examples of motor and somatosensory evoked

potentials

A) Example of a motor evoked potential (MEP); B) Example of a Somatosensory

Evoked Potential (SSEP).

Somatosensory evoked potentials (SSEP)

Cortical SSEP latencies in lower limbs (p<0.001, Figure 1F), but not in upper
limbs (p=0.147, Figure 1E), were prolonged in HSP subjects when compared to
healthy controls. SEP-LL presented a direct correlation with age (Rho=0.628,

p=0.012) and disease duration (Rho=0.835, p<0.001, Figure 3B), and moderate,
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but non-significant correlations with SPRS (Rho=0.483, p=0.068) and motor
SPRS (Rho=0.502, p=0.056, Figure 3C) in the overall HSP group. SEP-UL
presented a direct correlation with age (Rho=0.698, p=0.003) and age at onset
(Rho=0.613, p=0.012, Figure 3A) in the overall HSP group. Similar results were
obtained for the SPG4 subgroups of patients, with prolonged cortical SEP
latencies in lower limbs (p=0.001, Figure 2F), but not in upper limbs (p=0.593,
Figure 2E). In the SPG4 subgroup, SEP-LL presented a direct correlation with
disease duration (Rho=0.811, p=0.002, Figure 3E) and SEP-UL presented a
direct correlation with age (Rho=0.834, p=0.001) and age at onset (Rho=0.720,
p=0.008, Figure 3D). Neither SEP-UL nor SEP-LL correlate significantly with age
in the control group (Rho=0.250, p=0.274; Rho=0.260, p=0.255, respectively). No
statistically significant correlations of SEP latencies for the overall HSPs or SPG4
subgroup were found with other disease severity variables (Supp. Table 1 and

Supp. Table 2 respectively).

Overall HSP

SEP.LL latency (msec)
SEP-LL latency (msec)

SEP-UL latency (msec)

Rho=0.613, p=0.012 Rho=0.853, p<0.001 Rho=0.502, p=0.056

Age at Onset (years) Discase Duration {years) mSPRS

SPG4

SEP-UL latency (msec)
SEP-LL latency (msec)

Rho=0.720, p=0.008 Rho=0.811, p=0.002

Age at Onset (years) Disease Duration (years)
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Figure 3 — Correlations of somatosensory evoked potential with disease

severity variables

LL: lower limbs; MEP: motor evoked potential; SSEP: Somatosensory Evoked
Potential; SPRS: Spastic Paraplegia Rating Scale; msec: milliseconds; mSPRS:

Motor Spastic Paraplegia Rating Scale; UL: upper limbs.

Discussion

In the present study a detailed neurophysiological characterization of the integrity
of central motor and sensory pathways in individuals with HSPs was performed.
Our results indicated that motor and somatosensory evoked potentials presented
adequate discriminatory validity, distinguishing HSP subjects from healthy
controls. MEPs were more severely affected in HSP subjects and SSEP-LL
latencies were prolonged, with longer latencies being related to more severe

disease.

Motor evoked potential presented decreased amplitudes in both the UL and the
LL in the overall HSP group, but for SPG4, only MEP-LL amplitudes were
reduced. Several studies have described decreased or absent MEP-LL
amplitudes in HSPs [8,9,10,11,12]; however, for MEP-UL amplitudes the results
from different authors were more heterogeneous, with some studies finding
similar results to healthy controls [10,11]. No statistically significant correlations
between MEP-LL and MEP-UL amplitudes with disease severity variables were
found in this work, and most previous studies did not report evaluating these

correlations [8,9,10,11,12].

Central motor conduction times in the lower limbs were altered in 18/18 (100%)

of HSP individuals in this study, being absent in 8/18 (44%). In a recent
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systematic review of MEPs in HSPs [9], 78% of studies found abnormalities in
the CMCT-LL. A study involving three centers in Germany that evaluated 128
patients with HSP-suspicion, 54 of them with confirmed genetic diagnosis,
reported prolongation of the CMCT-LL in 37% of the cases and absence in 36%.
The average disease duration and SPRS scores in that sample was 18 years and
17.8 points, respectively. In the subgroup of 35 patients with SPG4, 48%
presented prolonged CMCT-LL [8]. Another multicenter study carried out in Italy
performed neurophysiological characterization of 49 subjects with confirmed
genetic diagnosis of HSP, describing that CMCT-LL was prolonged or absent in
all cases, except for one individual with SPG4 with mild phenotype. However, the
correlations of CMCT findings with disease severity variables and the number of
subjects who performed each of the evaluations were not clearly described for
this measurement [13]. Another Italian study that evaluated 12 patients with
SPG4 with an average disease duration of 20 years described prolonged CMCT-

LL obtained by both the direct and indirect methods [10].

Central motor conduction times in the upper limbs were prolonged in the overall
HSP group, but without differences between SPG4 and controls. Previous studies
showed variable results for CMCT-UL, being abnormal in 59% of the studies
reported in a recent systematic review [9]. In the multicenter studies reported
above, 45% of Italian [13] and 32% (28% prolonged and 4% absent) of German
patients presented prolonged CMTC-UL; however, CMCT-UL was normal in all
subjects with SPG4 evaluated in the German study [8]. Eight studies reported
normal CMCT-UL in HSPs, 4 of which in cohorts that included only patients with

SPG4 [9,10,14,15,16].
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We did not find any significant correlations between CMCTs and age at onset,
disease duration and SPRS, which is similar to that found in most previous
studies [9,10,17]. The exception was the study by Karle et al., which described a
weak correlation between CMCT-LL with total SPRS and its spasticity sub-score.
Another interesting data from this study was the genotype neurophysiological-
phenotype correlation, in which subjects with missense variants had lower
CMCT-LL latencies than subjects with truncating variants and in-frame deletions
in SPAST [8]. Interestingly, such findings have been replicated in advanced
neuroimaging studies in which SPG4 patients with missense variants had less
severe corticospinal tract diffusivity abnormalities than patients with truncating

variants in SPAST [18].

Therefore, all these data indicate important changes in CMCT in patients with
HSPs, particularly when evaluated in the lower limbs. The absence of MEP in
lower limbs in a significant proportion of HSP subjects indicates that this
measurement has a low threshold for a ceiling effect at the evaluated disease
stages, which may prevent the detection of relevant correlations with variables
related to disease severity. In the case of SPG4, CMCT-LL results are similar to
the overall HSPs, but differ for CMCT-UL, which present similar latencies to
controls in most studies. Most series that evaluated the CMCT-LL, including ours,
had an average disease duration close to 20 years, with moderate to severe
disease according to SPRS. Due to the ceiling effect that was observed for
CMCT-LL, it is unlikely that this variable will be a good biomarker of disease
progression for HSP subjects with similar severity and disease durations to those
reported so far; however, it will be essential that future longitudinal studies assess

CMCT-LL at early disease stages, looking for an early-stage disease progression
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biomarker. The normal or slightly altered results of the CMCT-UL, on the other
hand, suggest that future longitudinal studies should assess the progression of
latencies and amplitudes of MEP in the upper limbs, seeking for an eventual role

of this measure as a disease progression biomarker.

With regard to somatosensory evoked potentials, the present study found
important changes only in lower limbs, in which the cortical SSEP-LL latencies
were prolonged in 100% (18/18) of cases, with no differences in SSEP-UL
latencies in the overall HSPs and in the SPG4 subgroup when compared to the
control group. SSEPs are less explored in the literature, and available data are
more controversial. In the German study by Karle and collaborators SSEP-UL
latencies were normal in 91% of cases, whereas SSEP-LL latencies were altered
in 34% of cases, being prolonged in 27% and absent in 7% [8]. In the small Italian
series that evaluated only SPG4 patients, SSEP-UL latencies were normal,
whereas SSEP-LL latencies were absent in 25% of cases. However, because
absent potentials data were censored, reported SSEP-LL latencies were similar
to the control group [10]. In the multicenter Italian study by Martinuzzi and
collaborators, cortical SSEP-LL latencies were obtained from 44 subjects with
HSP, being prolonged in 30/44 (68%). SSEP-UL latencies were evaluated only
in the 30 subjects with abnormal SSEP-LL, being changed in 21/30 (70%),
including 9/22 (40%) of patients with SPG4 and in most patients with SPG5,
SPG7 and SPG15 [13]. A congress abstract reported cortical SSEP latencies in
28 subjects with SPG4, with an average disease duration of 24 years and SPRS
of 20.4 points. This report described changes in SSEP-UL and SEP-LL latencies
in 25% and 38% of cases, respectively. The authors also reported severe

temporal dispersion with decreased SSEP-LL amplitude in 61% of patients [19].
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In the present study, SSEP-LL latencies strongly correlated with disease duration
and moderately with age and showed tendencies to moderate correlations with
SPRS and its motor sub score, with similar results for correlation with disease
duration in the SPG4 subgroup. Despite not differing from controls, SSEP-UL
latencies showed a moderate direct correlation with age at onset and with the
age of subjects with HSP and with SPG4. As we did not find any correlation
between age and SSEP-LL and SSEP-UL latencies in healthy controls, the
correlations identified with age in HSP likely represent a confounding factor due
to its high intercorrelation with age at onset and disease duration. Due to the
exploratory nature of this study and its small sample size, it was not possible to
perform more robust statistical analyzes to correct for this bias. The study by
Karle et al. reported a correlation of SSEP-LL latencies with clinical sensory
deficit [8]; however, correlations with other clinical variables were not previously

described [8,10,13,19].

Prolonged cortical SSEP-LL latencies in HSP are consistent with the clinical
findings of vibratory sensation impairment even in pure forms of HSPs and with
the results of neuroimaging studies, which indicate that the neurological changes
also affect sensory pathways. Advanced neuroimaging studies using voxel-
based morphometry show widespread damage to white matter in all forms of HSP
and also damage to gray matter in complex forms [20]. In addition to
microstructural changes in the corticospinal tract, changes in posterior brain
subcortical regions were also reported in SPG4 subjects [18]. In two studies, one
that evaluated 13 subjects with SPG4 and reported a reduction in the cervical
spinal cord area compared to controls [18] and another that evaluated 13 subjects

with pure forms of HSP with different genetic diagnoses and reported a reduction
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in the area of the cervical and dorsal medulla [21], the reduction of spinal cord
area was not accompanied by its flattening, which was interpreted as similar
findings to pathological reports of SPG4 individuals, in which lateral and posterior
columns involvement were the major macroscopic finding, suggesting both
corticospinal tracts and posterior column involvement in this subtype [21]. Krabbe
and collaborators studied 16 patients with autosomal dominant HSP, later
described as SPG4, demonstrating significant decrease in the anteroposterior
diameter of the spinal cord at the T3 and T9 levels, which corresponded
neuropathologically to degeneration of the lateral corticospinal tracts and dorsal
columns [22]. Post-mortem neuropathological studies have also confirmed the
involvement of the gracilis and cuneirform fascicles, maximum in the region of
the dorsal spine [5]. Additionally, considering that dorsal root ganglion cells,
which are pseudounipolar neurons, present the longest axons in humans [23] and
that HSPs are one of the groups of dying-back axonopathies of long tracts, it was
expected that sensory pathways abnormalities detected by SSEP would be found

and would be relevant for these diseases.

Our results suggest that there are changes in SSEP-LL latencies in patients with
HSP and that these latencies are correlated with longer disease durations. Future
studies with larger sample sizes will be able to better detail the possible
correlation with disease severity measured by SPRS. Thus, SSEP-LL latencies
can be considered as disease biomarkers of HSPs and it will be essential that
future longitudinal studies evaluate SSEP-LL and SSEP-UL latencies in HSPs,

seeking to evaluate its role as a disease progression biomarker.

Study Limitations
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The major study limitation was its small sample size and its exploratory design.
Although several statistically significant differences were found for different EP
measurements; we likely did not have enough power to detect smaller differences
between groups and weaker to moderate correlations of MEPs and SSEPs
latencies with other disease severity variables. Another study limitation is the lack
of nerve conduction studies (NCS). CMCTs were obtained by the direct method,
which is not influenced by motor NCS. Abnormalities in sensory NCS might have
affected SSEPs; however, since only 2/18 individuals in the study presented
peripheral neuropathy, both with complex HSP, and the SSEPs results of the
overall HSP and the SPG4 subjects (all with pure HSP and with no evidence of
peripheral neuropathy) were similar, it is unlikely that the lack of correction for

sensory NCS have influenced the study results in a significant manner.

Conclusion

Motor and somatosensory evoked potentials presented adequate discriminatory
validity, distinguishing HSP subjects from controls. MEP were severely affected
and SSEP-LL latencies were prolonged, with longer latencies being related to
more severe disease, suggesting SSEP-LL as an adequate disease severity
biomarker. Future longitudinal studies should address if CMCT in earlies disease
stages and SSEP latencies are sensitive disease progression biomarkers for

HSPs that could be used as surrogate outcome measures for future clinical trials.
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Supplementary table 1 Corrrelations in the HSP overrall

Age at Disease SPRS SPRS motor
onset duration
(years) (years)

Amplitude Rho=0.07 Rho=0,1 Rho=0.08 Rho=0.38
UL (uv) p=0.78  p=071  p=0,75 p=0.89
Amplitide  Rho=0.095 Rh0=0.04 Rho=0.17 Rho=0.17
LL (V) 0=0.78 0=0.9 0=0,6 0=0.96
CMCTUL  Rho=0.01 Rho=0.08 Rho=0.41 Rho=0.38
(ms) p=0.96  p=0.73  p=0.08 0=0.13
CMCT  Rho=051 Rho=0.36 Rho=0.49 Rho=0.44
HLme) p=0.07  p=022  p=0.08 p=0.14
SSEPUL  Rho=0.61 Rho=0.36 Rho=0.45 Rho=0.47
(ms) 0=0.01  p=0.16  p=0.08 0=0.06
SSEPLL  Rho=0.31 Rh0=0.83 Rho=0.48 Rho= 0.50
(ms) p=0.25  p=0.000 p=0.06 0p=0.056

CMCT: Central Motor Conduction Time; HSP: Hereditary spastic paraplegias; LL: lower
limbs; MEP: motor evoked potential; SSEP: Somatosensitive Evoked Potencial; UL:

upper limbs
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Supplementary table 2 Correlations in the SPG4 subgroup

Age at Disease
onset duration SPRS SPRS motor
(years) (years)

Amplitude Rho=0.55 Rho=0.22 Rho=0.05 Rho=0.02
UL (V) p=0.88 p=0.53 p=0.88 p=0.94
Amplitide Rh=0.3 Rh0=0.04 Rho=0.3 Rho=0.6
LL (uV) p=0.55 p=0.84 p=0.55 p=0.87
CMCT UL Rho=0.16 Rho=0.12 Rho=0.35 Rho=0.29
(ms) p=0.60 p=0.70 p=0,25 p=0.35

CMCT Rho=0.67 Rho=0.37 Rho0=0.60 Rho=0.52
LL(ms) p=0.06 p=0.35 p=0.10 p=0.18
SSEP UL  Rho=0.72 Rho=0.43 Rho=0.41 Rho=0.41
(ms) p=0.008 p=0.16 p=0.18 p=0.17
SSEP LL Rho=0.31 Rho0=0.81 Rho0=0.56 Rho= 0.56
(ms) p=0.34 p=0.002  p=0.07 p=0.07

CMCT: Central Motor Conduction Time; HSP: Hereditary spastic paraplegias; LL:
lower limbs; MEP: motor evoked potential; SSEP: Somatosensitive Evoked Potencial;

UL: upper limbs
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A presente dissertacdo teve como objetivo geral avaliar o papel dos
potencias evocados como biomarcadores das PEH. Nossos resultados
demonstraram que o0s potenciais evocados motores foram gravemente afetados

e as laténcias dos PESS-MI foram prolongadas em sujeitos com PEH.

Quanto aos objetivos especificos, 0os potenciais evocados mostraram ter

validade discriminatdria entre casos e controles.

A maioria das séries que avaliaram o TCMC-MI, inclusive a nossa, teve
duracdo média da doenca em torno de 20 anos, com doenca moderada a grave
de acordo com o SPRS. Devido ao efeito teto observado para TCMC-MI, é
improvavel que essa variavel seja um bom biomarcador de progressdo da
doenca para individuos com PEH com gravidade e duracdo da doenca
semelhantes as relatadas até agora; no entanto, serd essencial que futuros
estudos longitudinais avaliem o TCMC-MI nos estagios iniciais da doenca,
procurando um biomarcador de progressado da doenca no estagio inicial. Os
resultados normais ou levemente alterados do TCMC-MS, por outro lado,
sugerem que futuros estudos longitudinais devem avaliar a progressao das
laténcias e amplitudes dos PEMs nos membros superiores, buscando um

eventual papel desta medida como biomarcador de progresséao da doenca.

As laténcias do PESS-MI correlacionaram-se fortemente com a duragéo
da doenca e apresentaram tendéncias de correla¢gées moderadas com a SPRS,
com resultados semelhantes para a SPG4. Apesar de néo diferir dos controles,
as laténcias do PESS-MS mostraram uma correlacdo direta moderada com a
idade de inicio dos individuos com PEH e no subgrupo apenas com SPGA4.
Assim, as laténcias do PESS-MI podem ser consideradas biomarcadores de
doenca das PEHSs e sera fundamental que futuros estudos longitudinais avaliem
as laténcias do PESS nas PEHSs, buscando avaliar seu papel como biomarcador

de progressao da doenca.

Por fim nossos resultados neurofisiolégicos demonstram importante
disfuncdo de tratos longos motores e sensitivos do sistema nervoso central,

sendo mais evidente as altera¢cdes nos membros inferiores e nos tratos motores,
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dados que sdo condizentes com as manifestacdes clinicas das PEH, com dados

de estudos de neuroimagem e neuropatolégicos destas condicdes.

Foi elaborado um artigo a ser submetido a revista PLOS ONE intitulado
The role of evoked potentials as biomarkers of hereditary spastic

paraplegias comunicando nossos resultados a comunidade cientifica.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo tera um seguimento longitudinal de 12 e 24 meses,
com intuito de definir o papel do PEM e do PESS como biomarcadores de

progressao da doenca.

Futuros estudos em fases iniciais das PEH ser&o importantes para avaliar
0 papel de biomarcador de doenca e de progressdo do TCMC nos membros

inferiores.

Estudos multicéntricos com cortes maiores podem melhorar o poder para
detectar diferencas menores entre 0s grupos e correlacdes mais fracas a
moderadas de laténcias dos PEMs e PESSs com outras variaveis de gravidade

da doenga.

Além disso, sera possivel associar os dados de integridade das vias
motoras e sensitivas centrais obtidos por neurofisiologia com dados obtidos
através de técnicas de neuroimagem avancada multimodais em estudos que

estao sendo realizados concomitantemente em nosso centro.

Os resultados da presente dissertacéo, bem como seus desdobramentos
mencionados acima, poderao definir biomarcadores que possam ser utilizados
como desfechos substitutos para futuros ensaios clinicos randomizados para as
PEHs, acelerando a descoberta de tratamentos que possam mitigar 0 curso

progressiva desse grupo de doencas incapacitantes e negligenciadas.

77



10. ANEXOS
10.1 SPRS

APPENDIX
ESCALA DE AVALIACAD DE PARAPLEGIA ESPASTICA

(1) Disténcla que caminha sem pausa
De acords com a Ristdria, dispesiios anciicres sdo
[rernnikidos

0: Mormal, dimitada

I: Camsago anormal devido i espasticidade apds mais

de 500m

2 Camirha menes de 500m

% Camirha menes de m

4= Incapaz de andar

(2) Qualidade da marcha
E solicitads an paciente andar o mais ripido possivel e
distincia de 10 aetros, fcluirde ar volla
0 Mormal
1= Riﬁidu: leve, correr ainda é poesivel
% Marcha cammente espistica, mterferinda no comer
% Marcha espdstica, com necessidade de dispositivos
muxilinres
4= Incapaz de andar uma distincia de 10 metros mesmo
COTL A0 MiixEma

(3} Veloeidade mixima da marcha
Tempo eronomnetrade gara ama diskinea de 10 metros, s
chrimdo wra volla

0= Mormal

I: Levemente reduzidal 10m: 2 5s)

% Moderadamente redisidal 10m: 2 10s)

% Cravemente rechizidaf Dm: & 20s)

4= Incapee de andar oma distincia de 1m oo tempo = 2k

4] Subirescadag
Anhir § degrzus=rvolta/girosdescer 5 degraus
(: Mormak niio necessita apaio do corrimia
I: Incapacidade leve: necessita de apoio intermitente
do corriméo
% [ncaparidade moderadn: necessita de apoio continuo
do corrimiio
% Incapacidade grave necessitn de apoio/suparte de oute
ra presson o dispositive adiciomal para realizar a tamefa
4= Incapaz de subir mscadas

(5} Velocidade para subir escadas
Tempo eronmmetrade para subir 5 degraus = volla/gie =
desrer § degrans
0 Mormal
I: Levemente reduzidalZ 55 para realizar a taref)
2 Moderndamente reduzidal & 108 para realizar a tareda)
% Gravemente recuzidal 2 A para realizar a tareta)
4= Incapaz de subir mscadas

(6) Levantar-se da cadeira
0 paciemde temba se levnntar de mra cadein de siadeing o
mefal ¢ ereasto refo, com os brages crazados solee o peifo
0 Mprmal
I= Lento ou pode necessitar de mais de uma tentativa,
* Levanta-se com apaio dos bragos da cadeira.
% Tendeacair para tris e pode necessitar de mais de ma
tentativa, mas podese kevantar sem ajuda.
4= Incapaz de se levantar sem ajuda

(7) Espasticidade -miscules adutores do quadril
(Ezeala Modificada de Ashworth)
Portne o ladoe ruris afefads
0 Tanus muscular normal
I: Leve mmnento de tious muscular, manifestado por
tensfio meamentines
® Anmento mais marcants do bios musoalar dorants
a maior parte da amplitude de maovimento
% Congiderdvel pumente da bms muscelar = movie
menta passive] & dificil
4= Membro ixpem adugio

(8] Espasticidade -flexho do joelha (Escala
Medificada de Ashwarth)
Portne o ladoe ruris afefads
e Ténus muscular normal
Iz Leve mmmento de tdous muscular, manifestado por
tensiio meamentines
® Anmento mais marcants do bios musoalar dorants
a maior parte da amplitede de movimento
% Comsiderdvel aumente do tious muscular = movie
mento passive & difiicil
4z Membre R emBecio ou extensio

(8) Fragueza-abducéo do quadril (Medical
Research Council 1976)
0 Sem fraquera
I: Fraquem leve [4/5)
* Fraquem maderada [3/5)
Fraguema En.vr{l-&fﬁl
Plegia (0/5)

& w

(10) Fragueza-dorsiflexke do ps (Medical
Research Council 1976)
0 Sem fraquera
= Fraquem leve [4/5)
® Fraquem maderada (3/5)
% Fraguem En.vr{l-&fﬁl
Plegia (0/5)

&
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{11) Contraturas dos membros inferiores
Powtar na prasodo s

—  Exfensdo de quadnd colima loorhar @ coves focanr a sm-
perficie. Abdirpdo de quedrils ehdirpdo adé aar drgule w60
eRfre s pernies & possioel

- Extensdo de joelbos coxas e pamiwrithes tocom a
superficie.

- Exdensdo dorsel do tornezelo: » 10 ¢ possivel Proncpdo
o tarreazelo @ » J0° & possivel

[1]
I

]
3

i

Sem contraturns

Lewve, posigho anormal nio fixn de oma articulagda
[umnilateral ou bilateral)

r‘n’.’ll‘m“rf"ﬂl’hlmal. I ‘1 |!' ;1 | hil Il
Contratura fixa de duas articulagdes (unilateral oo
bilateral)

Contratura fixa de mais de duas articulages [unilat-

erl ou bilateral)

{12) Dorsecundéria a sintomas relacionados &
paraplegia espistica

[1]
I

-

Sem dor

Presente em < 5% do din enqoanta acordado E in-
tensidade (- 3 pontos na escala visual analdgica
Presente em < 50% do dia enguanto acordado E in-
tensidade 4 - 10 pontos na escala visoal analdgica
Presente em > 5% do dia enquanto acordado E inten-
sidade 01 - 3 pontos na escala vineal analdgio

: Presente em > 50% do din enguanto acordado E in-

tensidade 4 - 10 pontos na escala visoal analdgica

(13) Funchovesical e intestinal

[1]
L

]
x

1

Fungiio vesical £ intestinal armais

Urgénecia urindria oo fecal (dificuldade de chegar ao
banheira a tempal

Urge incantinéncia mm e leve [sem necessidade de fralda)
Urge incontinéncia moderada (necessidade de fralda
ou cateter quanda fora de casa)

Usa de cateter ou fralda permanentes
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10.2 STROBE

STROBE Statement—Checklist of items that should be included in reports of case-

control studies

Item Page
No Recommendation No

Title and abstract 1 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term | 50
in the title or the abstract
(b) Provide in the abstract an informative and balanced | 50
summary of what was done and what was found

Introduction

Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for the | 51
investigation being reported

Objectives 3  State specific objectives, including any prespecified | 51
hypotheses

Methods

Study design 4 Present key elements of study design early in the paper 52

Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, | 52
including periods of recruitment, exposure, follow-up, and
data collection

Participants 6 (a) Give the eligibility criteria, and the sources and methods | 52
of case ascertainment and control selection. Give the
rationale for the choice of cases and controls
(b) For matched studies, give matching criteria and the | 52
number of controls per case

Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, | 52-
potential confounders, and effect modifiers. Give diagnostic 53
criteria, if applicable

Data sources/  8* For each variable of interest, give sources of data and | 52-

measurement details of methods of assessment (measurement). Describe 53
comparability of assessment methods if there is more than
one group

Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias 53
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Study size 10  Explain how the study size was arrived at 52
Quantitative 11 Explain how quantitative variables were handled in the | 52-
variables analyses. If applicable, describe which groupings were 53
chosen and why
Statistical methods 12  (a) Describe all statistical methods, including those used to | 53
control for confounding
(b) Describe any methods used to examine subgroups and | 53
interactions
(c) Explain how missing data were addressed -
(d) If applicable, explain how matching of cases and | 52
controls was addressed
(e) Describe any sensitivity analyses 53
Results
Participants 13* (a) Report numbers of individuals at each stage of study— | 54
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 | 54
demographic, clinical, social) and information on exposures
and potential confounders
(b) Indicate number of participants with missing data for | 55
each variable of interest
Outcome data 15* Report numbers in each exposure category, or summary | 55

measures of exposure
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Main results 16 (@) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted | 54-
estimates and their precision (eg, 95% confidence interval). Make clear 55
which confounders were adjusted for and why they were included
(b) Report category boundaries when continuous variables were | 55-

. 57
categorized
(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into absolute | -
risk for a meaningful time period

Other analyses 17 Report other analyses done—eg analyses of subgroups and interactions, and | 58

sensitivity analyses

Discussion

Key results 18 Summarise key results with reference to study objectives 58

Limitations 19 Discuss limitations of the study, taking into account sources of potential bias | 63

or imprecision. Discuss both direction and magnitude of any potential bias

Interpretation 20 Give a cautious overall interpretation of results considering objectives, | 58-

limitations, multiplicity of analyses, results from similar studies, and other 63
relevant evidence

5Generalisability 21 Discuss the generalisability (external validity) of the study results 61-

62

Other information

Funding 22 Give the source of funding and the role of the funders for the present study | 49

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

*Give information separately for cases and controls.

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 http://www.annals.org/, and Epidemiology
at http://www.epidem.com/). Information on the STROBE Initiative is available at http://www.strobe-

statement.org.
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