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“The final common path”
This last link in the chain, e.g. the motor neurone . . . is the sole path which all impulses, no matter
whence they come, must take if they are to act on the muscle-fibres to which it leads.

—Charles Sherrington (1906, p. 117)
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RESUMO

Introdugdo: As paraparesias espasticas hereditarias (PEH) constituem um grupo de doengas
neurodegenerativas monogénicas com grande heterogeneidade clinica e genética. Existem pelo
menos 91 Joci associados a essas doengas, que podem ser herdadas de forma autoss6mica dominante,
autossdmica recessiva, ligada ao X ou mitocondrial. A principal caracteristica clinica das PEHs é a
espasticidade dos membros inferiores, frequentemente acompanhada por hiperreflexia e sinal de
Babinski. Clinicamente as PEHs sdo classificadas em formas ndo complicadas (ou puras) e em formas
complicadas (PEH-C). Embora sejam condig¢Ges raras, estudos populacionais recentes sugerem que sua
prevaléncia é similar a de outras doencas neuroldgicas mais conhecidas, como as ataxias hereditdrias
e a esclerose lateral amiotrofica (ELA). No entanto, a epidemiologia dos subtipos mais frequentes de
PEH na populagdo brasileira e latino-americana ainda é limitada e precisa ser atualizada. Apesar de se
entender que a principal caracteristica clinica, a sindrome piramidal, ocorre devido a degenerac¢do do
trato corticoespinhal (TCS), essa assertiva ainda ndo estd completamente clara na literatura. Ha a
possibilidade de envolvimento de outros tratos no surgimento das manifestacGes da doenga. Através
de estudos com neuroimagem multimodal, como a tractografia, é possivel realizar estudos in vivo das
PEHs e buscar novos biomarcadores para futuros ensaios clinicos randomizados (ECR). Métodos: A
partir da atualizagcdo de dados da coorte de pacientes com fendtipo de PEH acompanhados no
ambulatério de neurogenética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) foi realizada anélise
molecular através de MLPA dos genes SPAST e ATL1 em pacientes sem diagnostico. Trés subtipos
especificos de PEH com epidemiologia peculiar em nossa populagdo — xantomatose cerebrotendinea
(CTX), SPG64 (ou desordens do neurodesenvolvimento relacionadas ao gene ENTPD1 - ENTPD1-NDD)
e SPG76 — foram detalhados através da busca de dados clinicos associados a outros centros do Brasil
(CTX) e revisdo sistematica da literatura (ENTPD1-NDD e SPG76). Pacientes com diagndstico de SPG4,
ENTPD1-NDD e SPG76, além de controles, realizaram tractografia do TCS, comparando os achados de
fracdo de anisotropia (FA) e difusividade média entre os subtipos, controles e dados clinicos.
Resultados: A atualizagdo dos dados epidemioldgicos mostrou que a SPG4 continua sendo a forma
mais prevalente em nossa populagdo e que a SPG7 é a forma autossémica recessiva mais comum. A
CTX e a SPG76 representaram cada uma 6% do total de casos, e a ENTPD1-NDD foi responsavel por
3% do total de casos. Ndo foram encontradas CNVs nos genes SPAST ou ATL1. O estudo multicéntrico
de CTX descreveu 38 casos no Brasil, identificou trés novas variantes patogénicas ou provavelmente
patogénicas, e encontrou uma maior prevaléncia de manifestagGes neuropsiquiatricas e neuropatia
desmielinizante. A revisao dos casos de ENTPD1-NDD do nosso centro revelou uma paciente com

esplenomegalia, uma manifestagdo extraneuroldgica descrita pela primeira vez na literatura. A revisdo
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sistematica da literatura, que incluiu 39 casos, mostrou inicio mais precoce em pacientes com
variantes de perda de fung¢do. A fraqueza e o sinal de Babinski, acompanhados de hipo ou arreflexia
em muitos pacientes, sugerem um acometimento diferenciado do TCS e do trato
corticorreticuloespinal (TCRE) nesses casos. A revisdo sistematica de SPG76 incluiu 112 pacientes e
mostrou a associa¢do de inicio precoce com a presenga de variantes missense, achados de hipersinal
junto aos cornos occipitais dos ventriculos laterais como um achado de neuroimagem por ressonancia
nuclear magnética frequente, e uma variante mais comum com possivel efeito fundador em nossa
populagdo. Os achados multimodais de tractografia mostraram uma correlagdo inversa entre os
valores de FA do TCS e a duragdo da doenga nos casos agrupados de PEH. Conclusdo: Nosso estudo
mostrou que as prevaléncias dos principais subtipos de PEH em nossa populagdo sdao semelhantes as
encontradas na populagdo mundial, mas ndo foram detectadas CNVs nos genes SPAST, algo observado
em outras populagdes. Descrevemos a maior série de casos de CTX no Brasil, e uma das maiores
mundiais, proporcionando um melhor entendimento da evolugdo da doencga, e relatamos pela
primeira vez achados extraneurolégicos nas ENTPD1-NDD. Publicamos a revisdo mais compreensiva
de casos de SPG76 no mundo até o momento. Os resultados da tractografia sugerem que os valores

de FA do TCS podem ser um biomarcador potencial da doenga.

PALAVRAS-CHAVE: paraparesia espastica hereditaria, CNV, SPG4, xantomatose ccerebrotendinea,
CTX, ENTPD1-NDD, SPG64, SPG76, tractografia, trato corticoespinhal, trato corticorreticuloespinhal.



ABSTRACT
Introduction: Hereditary spastic paraplegias (HSPs) constitute a group of monogenic

neurodegenerative diseases with significant clinical and genetic heterogeneity. There are at least 91
associated loci, and these diseases can be inherited in an autosomal dominant, autosomal recessive,
X-linked, or mitochondrial manner. The main clinical feature of HSPs is lower limb spasticity, often
accompanied by hyperreflexia and the Babinski sign. Clinically, HSPs are classified into uncomplicated
(or pure) forms and complicated forms (HSP-C).Although they are rare conditions, recent population
studies suggest that their prevalence is similar to other more well-known neurological diseases, such
as hereditary ataxias and amyotrophic lateral sclerosis. However, the epidemiology of the most
frequent HSP subtypes in the Brazilian and Latin American populations is still limited and needs
updating. Despite the understanding that the main clinical feature, pyramidal syndrome, occurs due
to degeneration of the corticospinal tract (CST), this assertion is not yet fully clear in the literature.
There is a possibility of involvement of other tracts in the onset of disease manifestations. Through
multimodal neuroimaging studies, such as tractography, it is possible to perform in vivo studies of
HSPs and seek new biomarkers for future randomized clinical trials (RCTs). Methods: Based on
updated data from a cohort of patients with the HSP phenotype followed at the neurogenetics clinic
of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), molecular analysis using MLPA of the SPAST and
ATL1 genes was performed in undiagnosed patients. Three specific HSP subtypes with peculiar
epidemiology in our population — cerebrotendinous xanthomatosis (CTX), SPG64 (or
neurodevelopmental disorders related to the ENTPD1 gene - ENTPD1-NDD), and SPG76 — were
detailed through the search for clinical data from other centers in Brazil (CTX) and systematic literature
review (ENTPD1-NDD and SPG76). Patients diagnosed with SPG4, ENTPD1-NDD, and SPG76, as well as
controls, underwent CST tractography, comparing findings of fractional anisotropy (FA) and mean
diffusivity between subtypes, controls, and clinical data. Results: The update of epidemiological data
showed that SPG4 remains the most prevalent form in our population and that SPG7 is the most
common autosomal recessive form. CTX and SPG76 each accounted for 6% of the total cases, and
ENTPD1-NDD was responsible for 3% of the total cases. No CNVs were found in the SPAST or ATL1
genes. The multicenter study of CTX described 38 cases in Brazil, identified three new pathogenic or
likely pathogenic variants, and found a higher prevalence of neuropsychiatric manifestations and
demyelinating neuropathy. The review of ENTPD1-NDD cases from our center revealed one patient
with splenomegaly, an extraneurological manifestation described for the first time in the literature.
The systematic literature review, which included 39 cases, showed an earlier onset in patients with
loss-of-function variants. The characteristic weakness and Babinski sign with hypo- or areflexia in

many patients suggested a differential involvement of the CST and corticoreticulospinal tract (CRST)
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in these cases. The systematic review of SPG76 included 112 patients and showed an association of
early onset with the presence of missense variants, hyperintense signal findings near the occipital
horns of the lateral ventricles as a frequent magnetic resonance imaging finding, and revealed a more
common variant with a possible founder effect in our population. The multimodal tractography
findings showed an inverse correlation between FA values of CST and disease duration in grouped HSP
cases. Conclusion: Our study showed that the prevalence of the main HSP subtypes in our population
is similar to that found in the global population, but no CNVs were detected in the SPAST gene,
something observed in other populations. We described the largest series of CTX cases in Brazil, and
one of the largest worldwide, providing a better understanding of disease progression, and reported
extraneurological findings in ENTPD1-NDD for the first time. We published the most comprehensive
review of SPG76 cases in the world to date. The tractography results suggest that FA values of CST

may be a potential biomarker of the disease.

Keywords: hereditary spastic paraplegia, CNV, SPG4, cerebrotendinous xanthomatosis, CTX, ENTPD1-

NDD, SPG64, SPG76, tractography, corticospinal tract, corticoreticulospinal tract.
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1. INTRODUGAO:

As paraparesias espasticas hereditdrias (PEH) constituem um grupo de doengas neurodegenerativas
monogénicas, caracterizadas por axonopatias distais progressivas que afetam principalmente o trato
corticoespinhal (TCS) (Blackstone et al., 2011). Essas condi¢Oes apresentam grande heterogeneidade
clinica e genética, com pelo menos 91 loci associados (https://omim.org/entry/620538), e podem ser
herdadas de forma autossdémica dominante, autossémica recessiva, ligada ao X ou mitocondrial (Lo
Giudice et al., 2014)(Schiile et al., 2016)(Wali et al., 2018). A fisiopatologia das PEH esta relacionada a
variantes genéticas que causam perda ou altera¢des na funcdo de proteinas essenciais para o
transporte de macromoléculas e organelas pelos axbnios, remodelamento de microtubulos e
citoesqueleto, fungdo mitocondrial, organizagdo e formacao do reticulo endoplasmatico liso e fungdo

lisossomal (Salinas et al., 2008)(Blackstone et al., 2011)(Awuah et al., 2024).

A principal caracteristica clinica das PEHs é a espasticidade dos membros inferiores, acompanhada por
hiperreflexia e sinal de Babinski. Também sdo comuns a fragueza muscular crural,
urgéncia/incontinéncia urinaria e redugdo da sensibilidade vibratdria distal nos membros inferiores
(Fink, 2023). Clinicamente, as PEHs sdo classificadas em formas ndo complicadas ou puras (PEH-NC),
nas quais apenas os achados piramidais e de sensibilidade vibratéria sdo observados, e formas
complicadas (PEH-C), onde os achados piramidais sdo acompanhados por disfungdo de outros
sistemas neuroldgicos ou sistémicos (Harding, 1983). Embora sejam condi¢Ges raras, estudos
populacionais recentes sugerem que sua prevaléncia é similar a de outras condi¢des neurolégicas mais
estudadas, como as ataxias hereditarias e a esclerose lateral amiotréfica (Ruano et al., 2014). A SPG4
é a forma mais frequente com heranga autossémica dominante, enquanto a SPG11 e SPG7 sdo as
formas mais comuns com heranga autossémica recessiva (Ruano et al., 2014)(Burguez et al.,
2017)(Awuah et al., 2024)(Schile et al., 2016)(Ortega Suero et al., 2023) . No entanto, a epidemiologia
dos subtipos de PEH mais frequentes na populagdo brasileira e latino-americana ainda é limitada e

precisa de atualizagao.

Apesar dos avangos significativos no entendimento dos aspectos moleculares das PEH e das vias
celulares envolvidas, a aplicagdo desses conhecimentos na busca por tratamentos modificadores da
doenca enfrenta um desafio critico: a falta de clareza sobre quais desfechos clinicos e biomarcadores
sdo mais adequados como desfechos relevantes para futuros ensaios clinicos randomizados (ECR). Por
esse motivo, na ultima década, estudos tém explorado métodos multimodais de Ressonancia Nuclear
Magnética (RNM) em pacientes com PEH, tanto para auxiliar no diagndstico diferencial quanto na

identificacdo de novos biomarcadores. Destacam-se os estudos que utilizaram imagens por tensor de
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difusdo (DTI) e volumetria para avaliar pacientes com PEH. Alteragdes em diferentes regiGes cerebrais
e na medula espinhal, analisadas por parametros de DTI, espessura cortical e afericbes de drea
medular, foram correlacionadas a gravidade motora da doenga na SPG4 e SPG11(Rezende et al.,
2015)(Lindig et al., 2015) e a gravidade das alteragdes cognitivas na SPG11 (Faber et al., 2018). No
entanto, poucos estudos avaliaram especificamente o TCS através de tractografia nesse grupo de

pacientes, especialmente no que diz respeito as correlagbes clinicas.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi atualizar os dados epidemiolégicos das PEH na populagdo do
Rio Grande do Sul (RS) e no Brasil, detalhando aspectos clinicos e genéticos (incluindo a
complementacdo de abordagens genéticas diagndsticas), a progressdo até a incapacidade
significativa, bem como achados qualitativos de neuroimagem nos subtipos de maior relevancia para
nossa populagdo. Além disso, realizamos revisGes sistematicas de relatos e séries de casos para
descrever essas condicdes em nivel global. Por fim, avaliamos o envolvimento do TCS no
desenvolvimento dos principais sinais clinicos das PEH, através de um estudo de tractografia cerebral

por RNM, com foco neste trato, em subtipos puros e complicados, e em individuos controles.

Os resultados do presente estudo contribuem para um melhor entendimento e caracterizagdo
fenotipica e genética das PEH, com base em dados clinicos e de neuroimagem, especialmente nos
subtipos com epidemiologia peculiar na nossa populagdo. Além disso, os achados multimodais de
RNM de cranio poderdo ser avaliados como possiveis biomarcadores para PEH em estudos futuros.
Ressaltamos que essas informagdes sdo fundamentais para o delineamento adequado de futuros ECR
para terapias modificadoras dessas doengas. Atualmente, ndo estdo disponiveis terapias curativas ou
que modifiquem o curso progressivo das PEH. O delineamento adequado dos futuros ECR otimizara o
processo de busca por tratamentos e, consequentemente, podera acelerar a descoberta de terapias

que melhorem o cuidado e a qualidade de vida dos individuos com PEH.

2. REVISAO DE LITERATURA
21 As Paraparesias espasticas hereditarias:
2.1.1 Aspectos clinicos:

As PEH sdo um grupo de doengas neurodegenerativas monogénicas caracterizadas por uma
axonopatia distal progressiva que envolve principalmente os ax6nios mais longos do TCS(Blackstone
et al.,, 2011). H4 grande heterogeneidade clinica e genética com pelo menos 91 /oci associados
(https://omim.org/entry/620538)(Awuah et al., 2024), com padrdes de heranga que podem ser

autossdmicos dominantes, autossOmicos recessivos, ligados ao X ou mitocondriais, mas casos
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esporadicos por mutagbes de novo, genealogia desconhecida, mutagGes dominantes ndo-penetrantes
ou filho Unico de parentesco ndo conhecido sdo comuns(Schiile et al., 2016). A classificagdo conforme
padrdo de heranga, locus e/ou mutagdo causal iniciou na década de 90, sendo os loci denominados
SPG e estes numerados respeitando a ordem de descoberta dos mesmos (Depienne et al., 2007)(Fink,

2013).

A primeira descrigdo desse grupo de doengas data de 1880, feita pelo neurologista Ernst Adolf Gustav
Gottfried von Strimpell. Pouco depois, em 1898, Maurice Lorrain publicou estudos anatémicos e
clinicos detalhados sobre essa condigdo (Faber et al., 2017). Apds essas publicagbes, as PEHs também
ficaram conhecidas como doenca de Strimpell-Lorain. A principal caracteristica clinica é a
espasticidade dos membros inferiores, com hiperreflexia e sinal de Babinski. Também podem ocorrer
fraqueza muscular crural, urgéncia/incontinéncia urindria e redugdo da sensibilidade vibratéria distal
nos membros inferiores. Os musculos mais acometidos sdo o quadriceps femoral, o tibial anterior e o
iliopsoas.(Lo Giudice et al., 2014). Os sintomas sdao menos evidentes (quando ndo nulos) nos membros
superiores(Faber et al., 2014). No entanto, sabe-se que, além destes sintomas, existe uma grande
variedade de apresentagdes fenotipicas. Por este motivo, em 1983, Harding sugeriu a classificagdo das
PEHs em formas puras (sinais piramidais em membros inferiores isolados, disturbios esfincterianos e
perda de sensibilidade profunda, ndao excluindo casos com disdiadococinesia leve e amiotrofia em
membros superiores) e complicadas (sindrome piramidal com algum outro sinal ou sintoma
neuroldgico e/ou sistémico adicional, como ataxia, crises epilépticas, declinio cognitivo, deméncia,
amiotrofia, sinais extrapiramidais, neuropatia periférica e surdez; anormalidades visuais; alteragGes
cutaneas, entre outros) (Harding, 1983). As formas puras geralmente sdo autossdmicas dominantes,

enquanto as complicadas sdo geralmente autossémicas recessivas (Coutinho et al., 1999).

Aidade de inicio dos sintomas das PEH é bastante varidvel, mesmo dentro de um mesmo subtipo e/ou
familia, podendo ocorrer desde a infancia precoce até a oitava década de vida (Awuah et al., 2024).
As formas puras que come¢am na adolescéncia ou na vida adulta geralmente apresentam um curso
lentamente progressivo. Em contraste, as formas que tém inicio na infancia precoce costumam ter um
quadro clinico geralmente estatico (ndo progressivo)(Fink, 2023). As formas complicadas, em geral,
manifestam-se em idades mais precoces e sua evolugdo é mais rapida, resultando em maior

incapacidade e dependéncia funcional em comparagao as formas puras(Schile et al., 2016)..

21.2 Fisiopatologia

Como dito previamente, as PEHs pertencem a um grupo de doengas neurodegenerativas

caracterizadas por uma axonopatia distal progressiva que envolve principalmente os axénios mais
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longos do TCS. Fibras ascendentes (tratos espinocerebelares e fasciculo gracil) também estdo
frequentemente envolvidos. Estes axbnios sdo equipados com um complexo citoesqueleto de
microtubulos ao longo do qual proteinas motoras mediam o transporte seletivo de componentes
(Blackstone, 2018). A maioria das proteinas codificadas pelos genes associados as PEHs caem em
algumas categorias principais relacionadas ao funcionamento dos ax6nios: trafego de membrana,
transporte axonal, modelamento de organelas, mielinizacdo, fungdo mitocondrial/ estresse oxidativo,
sinalizagdo celular anormal na morfogénese de proteinas, metabolismo de lipidios, formagdo de
vesiculas, degrada¢do de DNA, autofagia, desenvolvimento axonal(Blackstone, 2018)(Awuah et al.,

2024).

Em uma publicagdo de 2014, Fink revisou os achados neuropatoldgicos até entdo conhecidos. Ele
destacou que os principais achados sdo a degenerag¢do axonal envolvendo o trato corticoespinhal
lateral no funiculo lateral da medula, sendo mais graves no nivel toracico do que no cervical e, em
alguns casos, chegando até a capsula interna, além da redugdo de células de Betz. Embora danos
mielinicos também sejam encontrados, eles sdo mais atribuidos a prépria degeneragdo axonal. O
acometimento do fasciculo gracil também é prevalente. No entanto, o autor ressalta que a maioria
desses estudos foi realizada em casos sem diagndstico molecular de alguma PEH especifica e que,
como as PEH ndo reduzem a sobrevida dos pacientes, as publicagdes se referem a pacientes que
apresentam alteragGes relacionadas ao processo de envelhecimento ou, até mesmo, a outras doengas
neurodegenerativas. Além disso, ele discute a hipdtese de que as PEH sdo axonopatias, considerando
que fibras ndo tdo longas também sdo acometidas e que variantes em genes relacionados a
oligodendrdcitos, e ndo a neurdnios, também causam PEH(Fink, 2013). A partir de 2014, apenas um
estudo com achados neuropatolégicos em um paciente com SPG11, que faleceu aos 44 anos em
decorréncia de pneumonia, foi publicado. Na macroscopia da medula, foi vista atrofia mais marcada
em raizes espinhais ventrais e medula tordcica. Na microscopia, o TCS, o trato espinocerebelar
posterior, cordado posterior (incluindo fasciculo Gracil) e o funiculo anterolateral mostraram redugao
da mielina e marcagao axonal, assim como perda neuronal marcada e gliose no corno anterior da
medula, nlcleo de Onuff, coluna de Clarke e nicleos cranianos hipoglosso e facial. Em todos os ntcleos
cranianos motores, observaram-se inclusdes eosinofilias grosseiras. Nas pirdamides bulbares
apresentavam atrofia e perda mielinica e axonal, enquanto os pedunculos cerebrais tinham apenas
um sulco mediano. No giro pré-central, havia moderada perda neuronal e gliose, com redugdo de

fibras radiais com células de Betz muito atréficas (Hayakawa et al., 2022).

Apesar de os estudos neuropatolégicos terem encontrado sinais de degeneragdo tanto do cordao

lateral da medula a nivel cervical, toracico e lombar, em ordem decrescente, quanto do tronco
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encefdlico, principalmente nas piramides bulbares, ndo ha uma clara diferenciagdo entre quais tratos
localizados nestas regiGes estariam acometidos(Deluca et al., 2004)(Behan & Maia, 1974). LesGes do
TCS sdo associadas a sindrome piramidal, ou de neurbnio motor superior, que por sua vez é
caracterizada por fraqueza e espasticidade, além dos sinais de hiperreflexia, clonus, sinal de Babinski
e seus sucedaneos, Hoffmann, Rossolimo, entre outros (Campbell, 2013). No entanto, o quanto toda
esta constelagdo de manifestagdes ocorre em decorréncia apenas do acometimento do TCS é
discutivel em humanos, nos quais ainda indagamos sobre o papel das chamadas vias parapiramidais
(aqui referentes aos tratos de origem tegumental com terminagdo espinhal)(de Oliveira-Souza, 2012).
Este termo foi descrito pela primeira vez em 1898, por Johann Pruss, ao perceber que lesGes no TCS

ndo inibiam manifestagGes epilépticas motoras (Lee & Muzio, 2024).

As principais vias parapiramidais sdo os tratos reticuloespinhal, rubroespinhal, vestibuloespinhal e
tectoespinhal(Lee & Muzio, 2024). Tanto a anatomia como as fung¢des destas diferentes proje¢ées ndo
sdo bem conhecidas em humanos, justamente pela dificuldade de avaliagdo in vivo destes sistemas.
Por isso, muito do que se acredita atualmente foi baseado em estudos com animais. Em 2012, Oliveira-
Souza, ao revisar evidéncias sobre as fungdes das vias parapiramidais em humanos, levantou a
hipdtese de que, como estas sdo apenas vestigiais na nossa espécie, diferentemente do observado em
outros vertebrados, a sindrome piramidal seria sim explicada completamente por lesGes
corticoespinhais(de Oliveira-Souza, 2015). Esta afirmagdo é controversa, visto que evidéncias tanto
em animais quanto em humanos sugerem que, principalmente o trato corticorreticuloespinhal (TCRE)

possa estar envolvido no desenvolvimento da espasticidade.

O TCRE é o mais importante trato parapiramidal, sendo fundamental para locomocéo e postura. E
composto de duas principais vias: a corticoreticular (TCR), que se origina principalmente no cértex
pré-motor e termina da formagao reticular no tronco encefalico (ponte e bulbo) e a reticuloespinhal
(TRE), que é dividida em duas por¢des, a medial ou pontinha (pTRE), que se origina na formagao
reticular pontina (nuclei pontis caudalis e oralis) e se projeta para a medula pelo funiculo posterior
ipsilateral até a por¢do ventromedial, onde estdo presentes neurénios motores alfa e gama de
musculos extensores (une-se ao fasciculo longitudinal medial e envia fibras ao corno anterior da
medula pela fissura ventral), e a dorsal/lateral, ou bulbar (bTRE), que se origina na formac&o reticular
bulbar (nucleus gingantocellularis), cruzando imediatamente a linha média e ocupando uma posigao
medial em relagdo ao genu interno facial e ao angulo olivorestiforme onde entra no trato tegumentar
central e se projeta aos neurdnios motores via funiculo lateral da medula, mas de forma bilateral
(Caminero & Cascella, 2024)(Yeo et al., 2012)(Lee & Muzio, 2024). O pTRE recebe fraca influéncia

cortical (recebe principalmente informagdes sensoriais trigeminais e somatossensoriais), tendo agdo
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excitatoria nos reflexos espinais extensores, enquanto que o bTRE é altamente modulado por inputs
facilitadores do cértex motor e area motora suplementar e pré-motora (Netter’s Atlas of
Neuroscience, 2016), que por sua vez suprime os reflexos espinhais extensores e facilita os flexores(D.
Wang, 2009)(Boyne et al., 2022)(Li et al., 2019) (figura 2). E importante lembrar que além da influéncia
do corticoreticular, o trato reticuloespinhal também recebe influéncias de colaterais do trato

corticoespinhal.

Principais inputs corticias: 4rea motora
. priméria, drea pré-motora e drea motora

o reticular pontina

reticular

Formagao reticular bulbar

Trato reticuloespinhal bulbar (lateral)—
recebe forte influéncia da via
corticarreticular

Trato reti
(medial)

Figura 2: vias corticorreticuloespinhais (adapatado de Netter’s Atlas of Neuroscience, 2016).

Para estudar o trajeto do TCR, em 2012, Yeo et al usou imagens de tractografia de 24 sujeitos
saudaveis, colocando a regiao seed na formacao reticular do bulbo e duas outras areas de interesse
(ROI): tegumento do mesencéfalo e o cortex pré-motor (area 6 de Brodmann). Para confirmar os
limites da formacdo reticular usaram o trato espinotalamico (bulbo posterolateral) e o leminisco
medial (bulbo anteromedial) como referéncias, com o ROl alvo localizado no cortex somatossensorial.
Para comparar o trajeto do TCR com o do TCS, os ROl foram colocados nas piramides bulbares e no
cortex motor primario. O trajeto encontrado foi: origem no cortex pre-motor, seguindo pela coroa
radiada, brago posterior da capsulainterna (anterior ao TCS), passando pelo tegumento mesencefalico
na direcdo posteromedial, formagdo reticular pontina e, entdo, na formagdo reticular
pontobulbar(Yeo et al., 2012). Em 2015, Jang e Seo avaliaram 33 sujeitos saudaveis com tractografia
também com o intuito de descrever a localizagdo desta via. Aqui utilizaram também a colocagdo do

ROI seed na formacgdo reticular pontobulbar, o primeiro ROI alvo no tegumento mesencefalico e o
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segundo na ares 6 de Brodmann. Viram que a via é localizada anteromedialmente ao corticoespinhal
no centro semioval, coroa radiada e brago posterior da capsula interna, com uma distancia media

entre as duas vias de 6-12mm(Jang & Seo, 2015).

Para o entendimento da funcionalidade deste trato em humanos, varios estudos utilizaram como
modelo pacientes com paralisia supranuclear progressiva (PSP), por ser uma doenga que cursa com
degeneracgdo da formacdo reticular e consequentemente do TRE, e com acidente vascular encefalico
(AVE). Através de neurofisiologia, pelo estudo do reflexo startreact apds emissao de estimulo acustico
de startle (SAS), pode-se demonstrar que provavelmente as estruturas corticais exercem uma fungdo
inibitéria sobre este trato romboencefalico, ao encontrarem redugdo deste reflexo na PSP e
exacerbagdo em pacientes com AVE em territdrio de artéria cerebral média (ACM) (Rothwell et al.,
1994)(Voordecker et al., 1997). Além disso, durante a recuperagdo motora apds isquemia cerebral,
nas fases espasticas (fases 2 a 5 de Brunnstrom), os pacientes apresentam SAS exacerbado, enquanto
nas fases de flacidez e de recuperagdo, ha normalizagdo ou redugdo do mesmo(Li et al., 2014). Chen
et al também demonstraram aumento da atividade motora de overflow (ativacdo de musculatura
sinérgica no hemicorpo hemiparetico apds tarefa motora no lado ndo lesionado) em pacientes apos
AVE, principalmente nos com maior espasticidade(Y. T. Chen et al., 2018). Estas evidéncias sugerem
que o TCR estaria envolvido na manifestagdo clinica de espasticidade, principalmente pela perda da
inibicdo central que ocorre em condi¢Ges normais(Y. T. Chen et al., 2019). Uma série de estudos sobre
a integridade do reflexo de startle apds emissdo de SAS em pacientes com PEH puras levantou a
hipdtese de que, nestes pacientes, que apresentam importante espasticidade, ha preservagdo do TRE
(tabela 1). Conseguiram mostrar que, em tarefas motoras de ativacdo oligo articular, o SAS
normalizava a velocidade de execuc¢do das tarefas. No caso de tarefas multiarticulares, como a
caminhada, viram que a ativagdo excitatodria (tibial anterior) era exacerbada, mas nao a inibitéria
(soleo), sugerindo talvez diferentes integridades dos tratos reticuloespinhais dorsais versus mediais
(van Lith et al., 2018). Como o principal segmento ativado através do SAS é o pTRE, seria
principalmente esta porgdo, que cursa na medula localizagdo mais afastada do CST (diferentemente
do bTRE) e que tem principalmente atividade excitatdria, a mais envolvida na exacerbacgdo do reflexo

de estiramento.

Tabela 1: estudos que avaliaram a integridade do TCRE em pacientes com PEH

Sujeitos Métodos Resultados
Lith et al, 2018 PEH pura AD Efeito StartReact Efeito igualava achados da
(van Lith et al., (n=12) ap6s SAS, associando ENMG dos pacientes ao dos
2018) dados de ENMG controles apds emissdo de SAS
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Nonnekes et PEH pura AD Efeito StartReact Efeito igualava achados da

al, (n=12, sendo 4 apos SAS, associando ENMG dos pacientes ao dos
2014(Nonnekes SPG4 e 1 SPGS) dados de ENMG controles apds emissdo de SAS
et al., 2014)
Fisher et al, SPG31 PEM e efeito Aumento da resposta do TCRE
2013(Fisher et (n=2) StartReact apds SAS, em membros superiores de
al., 2013) associando dados de  paciente PEM alterado, apesar
ENMG de clinica normal
Nonnekes et PEH pura AD Efeito StartReact Respostas posturais do tibial
al, (n=18, sendo 11 apds SAS e pull test, anterior e reto femoral
2013(Nonnekes  SPG4,1SPG8e 1 associando dados de normalizavam apds SAS
et al., 2013) SPG3A) ENMG StartReact no pull test,

enquanto estavam alteradas
sem o estimulo SAS

PEH: paraparesia espastica hereditaria
AD: autossémica dominante

ENMG: eletroneuromiografia

PEM: potencial evocado motor

SAS: startling acustic stimulus

213 Epidemiologia

Os dados mais recentes sobre a prevaléncia global da doenga foram estimados por Ruano et al, em
2014, através de revisdo sistematica, chegando ao valor de 4,4:100.000 habitantes entre Europeus,
japoneses e em paises do norte da Africa (Ruano et al., 2014). Este artigo mostrou que o subtipo mais
frequente de PEH é a SPG4, de heranga autossémica dominante, que representa entre 37-46% dos
casos com heranga dominante na Europa, e que entre as PEH de heranga autossémica recessiva (PEH-
AR), aSPG11 é descrita como a forma mais frequente (entre 15-21% dos casos). Desde entdo, estudos
sobre dados epidemioldgicos foram publicados referentes a diferentes regides geograficas: Suero et
al, em 2019, estimaram prevaléncia na Espanha de 2,24/100.000 (0,93 para formas AD e 0,43 para
AR), mostrando que o subtipo AD mais comum era SPG4 (64% dentre os casos AD e 26,7% do total de
casos), seguido da SPG17, e o subtipo AR mais frequente era a SPG7 (51,8% dentre os casos AR e 19%
do total da amostra), seguida de SPG11 (Ortega Suero et al., 2023). Um estudo em Mali avaliou 10
casos-indice com fendtipo de PEH apds survey em 170 pacientes com quadro neurodegenerativos,
encontrando diagndstico molecular, até entdo, em trés familias, de SPG10, SPG11 e SPG35.(Diarra et
al., 2023). Em 2022, Péric et al avaliou 65 pacientes indice com diagnostico de PEH de inicio adulto
através de painel de 13 genes (incluindo analise por multiplex ligation-dependent probe amplification
— MLPA - para SPG4, SPG11 e SPG7), chegando ao diagndstico molecular em 75% das familias de

heranga AD e 25% das AR, sendo os subtipos mais comuns a SPG4, seguida de SPG11 e SPG7.(Peri¢ et
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al., 2022). Em 2021, Salem et al avaliou pacientes canadenses, incluindo 100 casos-indice adultos com
fendtipo de PEH, chegando a prevaléncia, com confirmac¢do molecular, de 4,1/100000, igualmente
distribuida entre heranga AD e AR, sendo a SPG4 a forma AD mais comum (seguida de SPG3A) e a AR
mais comum foi a SPG7, seguida da SPG11(Haj Salem et al., 2021). Schiavone et al estudou 47 casos
de PEH pediatrica na Italia, encontrando maior prevaléncia de SPG3A nesta populagdo(Schiavoni et
al., 2020). Kadnikova et al, avaliou 69 familias de PEH AD e 53 esporadicas, através de painel de genes
e incluindo analise por MLPA, chegando ao diagndstico de SPG4 em 30% da amostra, seguida de
SPG3A.(Ryzhkova et al., 2022). O consorcio japonés (JASPAC) também mostrou maiores prevaléncias
de SPG4, seguida de SPG3A, SPG31, SPG11 e SPG10(Koh et al., 2018). Estudo hungaro, de 2016, avaliou
58 pacientes, chegando ao diagnostico molecular em 20 destes, com a forma mais comum sendo
SPG4, seguida de SPG7(Balicza et al., 2016). Em 2016, Schule et al, avaliaram 519 familias com
diagnostico de PEH (43% AD, 10% AR e 47% esporddicos), através de sequenciamento massivo paralelo
(MPS) e MLPA chegando ao diagnostico molecular em 46% dos casos, com a SPG4 sendo a forma mais
comum, principalmente nos casos com heranga AD, seguida de SPG3A, e as familias AR com principal
diagnostico sendo a SPG7, seguida de SPG11 e SPG5(Schiile et al., 2016). Na Grécia, a forma AD mais
comum também é a SPG4, mas seguida de SPG30, e as AR sdo SPG11 e xantomatose cerebrotendinea
(CTX)(Lynch et al., 2016). Na Toscana, SPG4 e SPG7 também foram as formas mais comuns(Orsucci et
al., 2014).

Dados referentes ao Brasil datam de 2014, em estudo colaborativo no pais que mostrou que variantes
no SPAST/SPG4 foram responsaveis por 35% dos casos de PEH-NC (M. C. J. Franca et al., 2014). Estudo
realizado no Rio Grande do Sul em 2017 por nosso grupo de pesquisa, também apresentou a SPG4
como responsavel por 60% dos casos de PEH com heranga claramente autossémica dominante e a
SPG11 representando 26,3% dos casos de PEH-AR atendidos no estado, seguida da SPG7 e SPGS5,
diagnosticadas em 10,5% e 5,2% das familias (Burguez et al., 2017). Em 2021, foi conduzido no brasil
um estudo multicéntrico na busca de dados epidemioldgicos de casos pediatricos de PEH (106
individuos de 83 familas). A SPG4 foi a forma mais comum diagnosticada, seguida de SPG3A e
SPG11(Giordani et al., 2021).

A atualiza¢do dos dados epidemioldgicos das PEH apds 2014 (data da revisdo sistematica de Ruano e
colaboradores), momento em que o uso do MPS se tornou mais disseminado para o diagndstico de
PEH, sugere que a SPG7 seria mais a forma mais prevalente de PEH com heranga AR em algumas
populagdes. Além disso, alguns estudos, acima descritos, avaliaram os pacientes através de MPS e por
MLPA, encontrando casos de SPG4 e SPG3A causados por variagdes no nimero de copias (CNVs),

sendo que esta técnica ndo foi utilizada na investigacdo dos casos em nenhuma das coortes brasileiras,
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motivando uma atualizagdo dos nossos dados epidemiolégicos incluindo a busca de CNVs nos genes

SPAST e ATL1 por MLPA.

O Artigo 1 da presente tese, que serd apresentado mais adiante, descreve revisdo sistematica da
literatura sobre diagnodstico molecular de SPG4 e SPG3A através de investiga¢cdo por MLPA, atualiza
os dados epidemioldgicos da coorte do Rio Grande do Sul e investiga presenca de CNVs nos genes
SPAST e ATL1. Desta forma, optamos por ndo colocar a revisdo sistematica de forma repetida na
revisdo da literaratura da tese. Apds a conclusdo deste primeiro estudo, foi observado que dois
subtipos raros de PEH ao redor do mundo, a SPG76 e CTX, representavam 6% do total de familias, uma
frequéncia similar a SPG11. Além disso auxiliamos na descrigdo da associagdo gene fenétipo de outro
subtipo, presente em 3% dos casos indices, os disturbios do desenvolvimento relacionados ao gene
ENTPD1, ou SPG64 (ENTPD1-NDD/SPG64), que apesar de ultra-rara tem achados clinicos atipicos,
como a presenca de fraqueza muscular e sinal de Babinski, acompanhada de arreflexia e tdnus normal
ou diminuido. A auséncia de neuropatia periférica, sugere que os achados da condigdo devam estar
relacionados a envolvimento exclusivo do TCS, parte da via ortopiramidal, ou de envolvimento do TCS
acompanhando de alteragGes de desenvolvimento dos tratos reticuloespinhais, em especial o medial
(pontino), impedindo o aparecimento de espasticidade e hiperreflexia que em geral ocorrem devido
a efeito compensatorio deste trato quando ha lesGes no CST. A discussdo sobre a participagdo do TCS
e das vias parapiramidais no desenvolvimento das manifestagdes clinicas das PEH, sejam subtipos
geralmente puros, ou complicados, fez com que buscdssemos entender melhor o envolvimento de

tais tratos in vivo através de RMN.

2.2 Subtipos especificos de PEH com peculiaridades em nossa populagdo:

2.2.1 Xantomatose cerebrotendinea

A Xantomatose Cerebrotendinosa (CTX) é uma rara desordem autossbmica recessiva de
armazenamento de lipidios relacionada as vias de biossintese de acidos biliares, causada por variantes
patogénicas bialélicas no gene CYP27A1, que codifica a esterol 27-hidroxilase, uma enzima do sistema
de oxidagdo do citocromo P450 com um papel importante no metabolismo do colesterol e na sintese
de acidos biliares(Ndbrega et al., 2022). A atividade reduzida dessa enzima devido a variantes de perda
de funcdo leva a uma formagdo aumentada e armazenamento de conteudo lipidico anormal,
consistindo principalmente de colestanol, em varios tecidos, especialmente tenddes, cristalino e
sistema nervoso periférico e central(lslam et al., 2021). Apesar de ser considerada rara, a CTX foi

recentemente reconhecida como uma doenga consideravelmente subdiagnosticada, um fato que
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pode estar relacionado a uma clinica altamente heterogénea com grande varia¢do de sintomas,
gravidade e idades de inicio(Appadurai et al., 2015).

As manifestag¢Oes tipicas incluem xantomas tendinosos, sintomas neuropsiquiatricos progressivos,
catarata, osteoporose e doenga coronariana(Ndbrega et al., 2022). As perturbagdes neuroldgicas
compreendem neuropatia periférica, sinais piramidais (como paraparesia espastica), ataxia cerebelar,
comprometimento cognitivo e disturbios do movimento(lslam et al., 2021)(Koyama et al., 2021). Na
infancia e adolescéncia, as principais descobertas sdo catarata juvenil bilateral, diarreia cronica e
deficiéncia intelectual(Appadurai et al., 2015). Uma das primeiras manifestacGes da CTX é a ictericia
colestatica neonatal, uma condi¢do que, embora autolimitada e ndo complicada na maioria dos casos,
ocasionalmente progride para uma forma grave com necessidade de transplante de figado e alta
letalidade(Stelten et al.,, 2021). O fendtipo neurolédgico classico se apresenta com sintomas
neuroldgicos e psiquidtricos relacionados ao cértex cerebral, cerebelo e/ou tronco cerebral, com
varias manifestagdes sistémicas tipicas, enquanto o fendtipo espinhal é caracterizado por sinais de
envolvimento do trato corticoespinhal e coluna dorsal da medula espinhal sem outras sindromes
neuroldgicos no momento da apresentagdo espinhal(Koyama et al., 2021). O terceiro fenétipo é o
fendtipo ndo neuroldgico. A xantomatose cerebrotendinea é uma condigdo importante de reconhecer
devido a possibilidade de tratamento com acido quenodesoxicdlico (CDCA), que inibe o acimulo de
colestanol, reduzindo a producdo de acidos biliares(Haj Salem et al., 2021). O tratamento visa
estabilizar a progressdo das manifestagées neuroldgicas, mas também pode levar a melhora dos
sintomas em alguns pacientes, especialmente quando iniciado precocemente no curso da
doenca(Stelten et al., 2021). Atualmente, a prevaléncia de CTX nos Estados Unidos foi estimada entre
1:72.000 e 1:150.000, e a frequéncia da doenga entre pacientes de Israel foi estimada em 6 por
70.000(Pramparo et al., 2023). Esses numeros provavelmente estdo subestimados devido ao
subdiagnéstico. No entanto, ha poucas séries de casos e estudos observacionais incluindo um niimero
significativo de pacientes latino-americanos, tornando esta uma populagdo notavelmente
subrepresentada. Além disso, embora a ataxia seja geralmente considerada a principal alteragdo da
marcha apresentada por pacientes com CTX, achados piramidais sdo mais frequentes do que sinais
cerebelares e casos de xantomatose espinhal, as vezes caracterizada como formas puras de
paraparesia espastica, tém sido relatados na literatura (NObrega et al., 2022). Desde o relato do nosso
grupo de Burguez et al., que encontrou casos de CTX entre pacientes com PEH complicada
investigados com painel de genes por MPS (em que o gene relacionado a CTX foi incluido devido a um
relato de caso local da xantomatose espinhal —(Saute et al., 2015) - sem haver esta suspeita prévia), o

nosso centro tem realizado a triagem de CYP27A1 na investigagdo de pacientes com suspeita de PEH.
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Consideramos a CTX como um subtipo de PEH e consideramos o fenétipo de PEH complicada como o

fendtipo neuroldgico principal desta condigdo.

No artigo 2, apresentamos uma coorte brasileira multicéntrica de pacientes com CTX, destacando seu
fenétipo clinico (incluindo progressao para incapacidade significativa), variantes genéticas recorrentes

e analisando possiveis correlagGes gendtipo-fendtipo.

2.2.2 ENTPD1-NDD/SPG64

A ENTPD1-NDD/SPG64 foi descrita em 2014 por Novarino et al (Novarino G, Fenstermaker AG, Zaki
MS, 2014) apds realizar sequenciamento completo do exoma em 55 familias com fenétipo de PEH-AR
e encontrar dois casos indices, de fendtipos complexos, com variantes em homozigose no gene
ENTPD1. Desde entdo poucos casos haviam sido descritos na literatura, sendo o gene considerado
como de significado incerto (GUS, da sigla do inglés). Em 2022 foi publicada a maior serie de casos,
com revisdo dos casos anteriormente descritos (D. G. Calame et al., 2022)(D. Calame et al., 2021) e
confirmando a associacdo gene-fendtipo, tendo sido incluidas quatro casos de trés familias do Rio
Grande do Sul com esta condigdo. A partir de entdo o fendtipo complexo desta enfermidade comegou
a ser mais bem delineado como uma condigdo de inicio muito precoce, caracterizado por atraso ou
regressao de neurodesenvolvimento, associado a deficiéncia intelectual e sinais de acometimento de
neurdénio motor superior e, por vezes, inferior. O autor sugeriu entdo a denominacao disturbios do
neurodesenvolvimento relacionados ao gene ENTPD1 (ENTPD1-NDD). Além disso, a presenca de sinais
de hipomielinizagdo na ressonancia nuclear magnética (RNM) de cranio, principalmente no brago
posterior da cadpsula interna, atrofia cerebelar e de corpo caloso foram descritas em uma parcela
expressiva dos casos(D. G. Calame et al., 2022). O gene ENTPD1 codifica proteina da membrana
plasmdtica que hidrolisa adenosina difosfato (ADP) e adenosina trifosfato (ATP) em adenosina
monofosfato (AMP), chamada ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase 1, que modula a sinalizagdo
por receptores P2 ao controlar as concentragGes extracelulares de nucleotideos (Munkonda et al.,
2007). Um possivel mecanismo associado as manifestagcdes da doenca estaria relacionado com a agdo
dos nucleosideos na neuroplasticidade e desenvolvimento cerebral (Thauerer et al., 2012). Como ja
dito, na descri¢do dos pacientes com ENTPD1-NDD/SPG64 realizada por Calame et al em 2022, quatro
pacientes femininas de trés familias provenientes do nosso estado foram descritas. Naquele
momento, o fendtipo apresentado por estas pacientes era superponivel aos encontrados nos outros
casos, ou seja, apenas com manifestacdes neuroldgicas, tanto que, em sua discussdo, os autores
questionam o porqué da falta de sintomas sistémicos tendo em vista fun¢do celular da proteina, sua
expressdo ubiqua e modelos animais com perda de fungdo do ENTPDI1 mostrando distlrbio de
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homeostase, disfungdo plaquetaria e resisténcia insulinica hepatica(D. G. Calame et al., 2022). No
entanto, recentemente, uma das nossas pacientes cursou com esplenomegalia, necessitando de

esplenectomia.

Dessa forma, no artigo 3 descrevemos o caso desta paciente, atualizamos os dados das outras trés
pacientes, incluindo novas neuroimagens, e realizamos uma busca na literatura procurando novos
casos descritos de ENTPD1-NDD/SPG64 para averiguar a descricdo de sintomas extraneuroldgicos e

descrever curvas de sobrevida livre de incapacidade.

2.23 SPG76

A SPG76 é uma forma ultrarrara de PEH descrita por Gan-Or et al (Gan-Or et al., 2016) em 2016,
concomitantemente com Wang et al (Y. Wang et al., 2016), que relataram sete casos indice (oito
sujeitos de trés familias e cinco sujeitos de quatro familias, respectivamente) da doenga. O quadro
descrito foi de uma PEH de heranca autossémica recessiva de inicio tardio que se manifesta com os
achados vistos nas formas puras, mas frequentemente também com ataxia de marcha, disartria,
dismetria e outros achados cerebelares(Gan-Or et al., 2016)(Y. Wang et al., 2016). A primeira descri¢do
da SPG76 no Brazil foi feita em 2018, em que 12 pacientes de 04 familias, 3 da regido sudeste e 1 do
Rio Grande do Sul, foram descritos, apds terem sido diagnosticados por sequenciamento completo do

exoma(Melo et al., 2018).

A SPG76 é causada por variantes patogénicas bi-alélicas no gene CAPN1 (Y. Wang et al., 2016)(Gan-Or
et al., 2016), que codifica a proteina calpaina-1, um membro da familia de proteases de cisteina
ativadas por calcio principalmente expressas no sistema nervoso central (SNC), juntamente com a
calpaina-2. A calpaina-1 é a subunidade catalitica da p-Calpaina, que interage com uma pequena
subunidade reguladora, chamada CAPNS1, e forma um complexo heterodimérico convencionalmente
chamado de p-Calpaina (Rahimi Bidgoli et al., 2021). Estudos prévios de calpaina-1 em C. elegans
mostraram que a reduc¢do da expressdo dos ortdlogos de CAPNI1 levou a paralisia associada a
degeneragdo dos neurdnios motores (Gan-Or et al., 2016). Em zebra-fish (Danio rerio), a reducdo da
expressdo de CAPN1 foi associada a desregulagdo de microtubulos e do desenvolvimento cerebral,
possivelmente causada por altera¢des na acetilagdo da tubulina, que estd associada a fragilidade e
degeneragdo dos microtubulos(Gan-Or et al., 2016). Em modelos mamiferos knockout de Capnl, a
calpaina-1 foi necessdria para a maturagdo e manutenc¢do de axénios, bem como para a plasticidade

sindptica(Rahimi Bidgoli et al., 2021).
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O artigo 4 descreve os achados clinicos dos pacientes com SPG76, associando com as apresentagées
encontradas nos estudos até entdo descritos sobre esta condigdo. A revisdo sistematica de casos de

SPG76 reportados na literatura encontra-se no artigo.

2.3 Biomarcadores nas PEH

O termo biomarcador refere-se a um indicador objetivo relacionado a um estado de saude. Estes
podem ser utilizados tanto para auxiliar no diagnostico quanto para o acompanhamento da evolugdo
da doenca e avaliagdo de resposta a alguma terapéutica. Nas PEH, alguns biomarcadores ja foram
estudos, sendo a escala clinica SPRS (Spastic Paraplegia Rating Scale) o desfecho de avaliagdo clinica
mais utilizado nos estudos (Siow et al., 2023). Outras escalas utilizadas foram SPATAX-EUROSPA, SARA
(Scale for Assessment and Rating of Ataxia), ALSFRS-R (Amyotrphic Lateral Slcerosis rating scale
revised). Mesmo as escalas clinicas sendo, como grupo, as mais utilizadas como biomarcadores nas
PEH, estudos longitudinais sdo escassos, sendo que apenas um mostrou sensibilidade para detectar
eficacia de intervengdo(Paparella et al., 2020), quando combinando toxina botulinica com fisioterapia
(a maior parte usou a escala para comparar com outros biomarcadores em estudo). Vale ainda
ressaltar que Cubillos-Arcila et al (Cubillos-Arcila et al., 2022), apés 18 meses de acompanhamento,
ndo conseguiu demonstrar sensibilidade a mudanga da SPRS ou de testes de desempenho (10MWT
(10 minutes walking test), 6MWT (6 minutes walk test) e TUG (Timed-Up and Go). Em estudo
subsequente, foram observadas mudancas nos testes de desempenho apéds 3 anos, e mudangas na
SPRS apenas apéds 4,5 anos de follow-up(Cubillos Arcila et al., 2023). Alguns estudos com potencial
evocado motor, sensitivo, visual e de tronco e eletroneuromiografia ja foram realizados,
correlacionando os achados com a severidade da doenga, mas ndo de forma longitudinal (Brighente
et al., 2021). Questiondrios sobre qualidade de vida, como SF-36 (Short Form Health Survey-36) e EQ-
5D (EuroQol-5 Dimensions), BDI-V (Beck Depression Inventory), Zung depression score, brief pain
inventory, modified fatigue impact scale and multidimensional fatigue inventory também ja foram
avaliados, porém sem conseguir mostrar diferenca entre pacientes e controles de forma consistente
(Siow et al., 2023). Com relagdo a biomarcadores molhados, os neurofilamentos de cadeia leve, tanto
séricos quanto liquéricos, conseguiram diferenciar casos de controles, mas a correlagdo com a SPRS
permanece incerta(Siow et al., 2023). Para SPG5, os marcadores 25 e 27-hidroxicolesterois mostraram

sensibilidade a intervengdo(Schoéls et al., 2017).

Avaliagdo de volumetria e DTI de encéfalo e medula parecem ter correlagdo com a SPRS e conseguir
diferenciar pacientes de controles, mas dados consistentes longitudinais também sdo escassos na
literatura, com evidéncia apenas para formas especificas(Sarret et al., 2016). Dessa forma, fica claro

que a busca por biomarcadores de mais facil acesso, menor custo, com menor probabilidade de viés
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de aferigdo e que sejam sensiveis para detectar a progressdo da doenca, e consequentemente possam

ser utilizados para avaliar a resposta a possiveis terapias é fundamental.

2.31 Aspectos de Ressonancia Nuclear Magnética multimodal

A neuroimagem por ressonancia nuclear magnética (RNM) é uma importante ferramenta para avaliar
o sistema nervoso central in vivo. A RNM possibilita obter imagens anatomicas e funcionais
tridimensionais, quantitativas e de forma ndo-invasiva sem exposi¢cdo a radiagdo ionizante. Neste
sentido, a MRI tem sido usada largamente para identificar estruturas cerebrais envolvidas em doengas
neuroldgicas, no neurodesenvolvimento e no processo de envelhecimento.

As imagens de RNM baseiam na propriedade fisica de mesmo nome, ressonancia magnética, a qual é
exibida por nucleos de determinados elementos que, quando submetidos a um campo magnético
forte e excitados por ondas de radio em determinada frequéncia (frequéncia de Larmor), emitem um
radiossinal que pode ser captado por uma antena e transformado em imagem(Duning et al.,
2010)(Hage & Iwasaki, 2009). O hidrogénio é considerado o nlcleo adequado para obtengdo de
imagens por ser o mais abundante nos tecidos e ter maior momento magnético. Quando o paciente é
posicionado no interior do magneto e fica sob agdo de um campo magnético, os prétons de hidrogénio
irdo se orientar de acordo com a diregdo do campo aplicado. A interagdo dessa magnetizagdo tissular
intrinseca com as propriedades fisicas e quimicas do meio que envolve o nucleo excitado e com as
propriedades magnéticas de outros nucleos que conferirdo as diferentes intensidades de sinal vistas
nas sequéncias convencionais de RNM, as constantes de tempo T1 e T2, diferenciando substancia

branca (SB), substancia cinzenta (SC), liquor, tecido adiposo, ossos etc.(Hage & Iwasaki, 2009).

Imagens ponderadas por difusdo

A difusdo é um processo fisico caracterizado pelo movimento translacional randémico das moléculas
em uma solugdo (movimento Browniano). Este movimento é influenciado pelo peso molecular,
interagdes intermoleculares e temperatura do meio. Varias barreiras também influenciam a
mobilidade das moléculas ao criar varios compartimentos (intracelular, extracelular, neurénios,
células gliais e axonios). O coeficiente de difusdo aferido nas imagens por tensor de difusdo (DTI) na
RNM (chamado de ADC — aparent coeficient difusion) leva em consideragdo as intera¢des da molécula
difusivel, na maioria das vezes agua, com estruturas celulares em um determinado tempo (Beaulieu,
2002) (Alexander et al., 2007). Em um liquido puro, onde ndo ha obstaculos para a difusdo ou onde as

barreiras ndo sdo coerentemente orientadas, a difusdo é a mesma em todas as orientagdes, sendo
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chamada de difusdo isotrépica. J4& em uma amostra onde ha barreiras, a difusdo é anisotrépica
(Beaulieu, 2002) (Alexander et al., 2007). Na SB cerebral, pelas observagdes de importantes variagdes
de ADC, propde-se que as moléculas de dgua se difundem ao longo dos axoOnios, aprisionadas por
barreiras como a bainha de mielina (difusdo anisotrépica). Ja a SC, que nao tem fibras orientadas de
maneira estruturada, ndo exibe a difusdo anisotrépica (Beaulieu, 2002) (Alexander et al., 2007). Dessa
forma, uma redugdo na fragcdo de anisotropia (FA), que afere em que grau a difusdo de dgua tem a
mesma orientagdo, caracteriza dano a estrutura da SB cerebral. J& a difusividade média (MD)
corresponde a magnitude da difusdo da agua. A difusividade axial (AD) mede a difusividade ao longo
da principal diregdo da difusdo, sendo considerada marcadora de dano axonal, ja a difusividade radial
(RD) afere a difusdo ortogonal a diregdo principal da difusdo, indicando dano mielinico (M. C. Franga
etal., 2012). Ou seja, o método de avali¢do por difusdo na RNM transformou-se em uma das principais
ferramentas para o estudo da SB. Achados de FA e MD, quando analisado de forma conjunta, podem
ser considerados um bom marcador para diferenciar pacientes com PEHs de controles(Martinuzzi et
al., 2016). E importante lembrar que varios fatores influenciam a difusividade da dgua na substancia
branca, como diametro da fibra, quantidade (densidade) de fibras, permeabilidade da membrana,
mielinizagdo e a organizagdo direcional de seus limites (Figley et al., 2021), de forma que o valor destes
diferentes parametros sdo afetados, em maior ou menor grau, por estes fatores, devendo ser
interpretados com cautela. Algumas regides cerebrais apresentam alto grau de entrecruzamento de
fibras (mais de um feixe de fibras passando pelo mesmo voxel), chamado de “crossing fiber problem”,
prejudicando a interpretagdo dos resultados(Schilling et al., 2017). Fibras que mudam de direcao,
dobram-se ou dissipam-se em “leque” também entram nesta mesma questdo(Schilling et al., 2017).
Considerando que cada voxel tem em média cerca de 2-3 mm e que o didmetro de uma ax6nio mede
micrometros e feixes de fibras menos no do que alguns milimetros, é estimado que pelo menos 1/3
de cada voxel cerebral tenha pelo menos dois conjuntos de fibras(Behrens et al., 2007), acreditando-
se atualmente que até 90% do cérebro apresenta esta caracteristica(Jeurissen et al., 2013). Na
aquisicdo das imagens, uma técnica que tem maior capacidade de avaliar fibras entrecruzadas é a DSI

(diffusion spectrum imaging)(Meng & Zhang, 2014)

Tecnicas de pds-processamento:

Apods a aquisicdo das imagens, ocorre o pos-processamento dos dados para extrair os valores
multiparametricos das fibras em estudo. Isto pode ser realizado de duas principais formas: analise de
voxels, chamada voxel-wised, com o mapeamento podendo ser feito por metodos de voxel-based-
analysis (VBA) ou por regides, chamada de baseadas em atlas (atlas-based analysis); e por tractografia,

que interpreta os sinais de difusdo local em termos de diregdo de fibras e integra estas informagdes
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em voxels gerando as vias de fibras que conectam as diferentes regides cerebrais(Schreiber et al.,
2014).

Pelo método voxel-wise, as analises podem ser realizadas por ROI, onde as regides de interesse sdo
desenhadas manualmente pelo investigador ou por segmentagcdo baseada em regides anatomicas,
sendo uma técnica mais time-consuming(Chanraud et al., 2010); ou por whole brain, sendo a A tract-
based spatial statistics (TBSS) é considerada uma das principais abordagens para analises de dados de
SB por aquisicdes em DTI baseados em voxels, também sendo possivel anélise de ROI. Mapas de FA
que cada individuo incluido no estudo sdo registrados para construir um mapa de FA media. Este mapa
é esqueletizado para obter as regides com maiores valores de FA. Apds, os valores de FA de cada
sujeito sdo projetados neste esqueleto e uma estatistica baseada em voxels (volume formado pelo
pixel e a profundidade do corte) é aplicada. Este método detecta alteragées de FA em todo o cérebro,
e ndo apena em algum trato de interesse. (Mukherjee et al., 2008).

Jé pelo método fiber tracking e tractografia, a técnica de 3D fiber tracking serve para avaliar a
microestrutura de um trato especifico através da criagcdo de regido de interesse 3D baseada nos voxels
pelos quais o feixe de fibras passa. Os algoritmos de tractografia podem ser probabilisticos (estima a
direcdo de uma possivel via) ou deterministicos (segue a direcdo de fibras mais provavel), além de
outros métodos, como plausibiidade(Schreiber et al., 2014).

Anadlises que englobam tanto o método voxel-wise quando fiber ou network tracking é a fiber
orientation density (FOD), que a quantidade de fibras como uma fungdo de orienta¢do, também
chamada de apparent fiber density (AFD), informando valores de densidade de fibras (FD),
entrecruzamento de fibras (FC) e mapas de densidade e entrecruzamento de fibras (FDC). Também é
chamada de fixels-based analysis (FBA), (Raffelt et al., 2017).

Como o TCS é uma das regides com poucas fibras entrecruzadas(Figley et al., 2021) e é uma das
principais estruturas degeneradas nas PEH, optamos por realizar andlises deste trato especifico,
através de DTI 3D fiber tracking, correlacionando os valores encontrados de volume, nimero de
fibras, FA e MD entre pacientes e controles no Artigo 5. Além disso, optamos por apresentar a revisdo
sistematizada da literatura para o referencial tedrico da tese relativa aos estudos de tractografia do

trato corticoespinhal como veremos a seguir.

2.3.2 Revisdo sistematica de tractografia do trato corticoespinhal nas PEH

Uma revisdo sistemdtica da literatura foi realizada para buscar publicacdes que descreveram os
achados de tractografia do TCS em pacientes com PEH, incluindo artigos publicados até maio de 2024.

A busca foi realizada nas bases de dados PUBMED/MEDLINE, EMBASE e LILCAS, sendo incluidos artigos

30



nas linguas inglés, portugués e espanhol. Os termos utilizados para a busca foram: (Pyramidal Tract
OR Tract, Pyramidal OR Tracts, Pyramidal OR Decussation, Pyramidal OR Pyramidal Decussation OR
Corticospinal Tracts OR Corticospinal Tract OR Tract, Corticospinal OR Tracts, Corticospinal) AND (MRI
OR Magnetic resonance imaging OR diffusion tensor imaging or DTI MRI OR Diffusion Tractography
OR Multiparametric Magnetic Resonance Imaging OR Multiparametric MRI OR Diffusion Magnetic
Resonance Imaging) AND (Spastic Paraplegia, Hereditary OR Hereditary Spastic Paraplegia*). Ao final

da revisdo, sete artigos foram incluidos, conforme especificado na figura 1 e tabela 1.

[ Identificacao de estudos a partir de bases de dados e registros]

)
S | | Referénciasidentificadas em Referéncias removidas antes do
o bases de dados: processo de selegao:
2 -Pubmed: 37 | Duplicatas: 59
= -EMBASE:152 Classificados como inelegiveis por
Z -LILACS:24 ferramentas: 0
-
Y

Removidos por outras razdes: 0

Referéncias avaliadas por
titulos e resumos: 154

—>| Referencias excluidas: 133

= Referéncias incluidas para . ) "
[ 5 Referencias cujo texto completo ndo
°o avaliagao por texto completo e por ] .
1S . foiidentificado: 0
= busca em referéncia de outros
artigos: 21
Referéncias excluidas:14
Referéncias incluidas por (n&o realizaram tractografia)
texto completo:21
—
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o
S
S—r

Figura 1: fluxograma de sele¢do de artigos atraves de revisdo sistematica.

Tabela 1: artigos encontrados sobre avaliagdo do CST nas PEHs através de tractografia

Sujeitos Scanner Resultados Correlagao clinica
Unrath et al, 24 pacientes (6 com Siemens Redugdo significativa de NA
2010 SPG4), comparados 1,5T-DTI FA no CST bilateral

Muller et al,
2012

com controles

20 pPEH(19 AD e 6 Siemens
com diagnostico de 1,5T-DTI
SPG4) e 12 com chsp

(sem dx molecular)

Reducdo significativa de NA
FA no CST

31



Pan et al, 2013 5SPG11e10 Siemens Reducdo progressivada NA
controles 3T-DSI GFA entre a capsula
interna e as piramides
Rezende et al, SPG4 (n=11) e 23 Phillips 3T-  FA reduzida em TCS N&o encontraram
2015 controles DTI (parecendo menor em correlagdo entre
pacientes com os dados clinicos
mutagOes nonsense e (idade, duragdo de
frameshift); MD, RD e doenga, sexo e
AD sem alteragbes SPRS) e a
significativas tractografia
Fukui et al, 6 SBMA; 7 PEH (sem Siemens Sem diferencade FAou NA
2018 dx molecular) e 38 ELA  3T-DTI MD comparados com
e 8 controles controles
Navaz-Sanchéz 12 SPG4e 12 Siemens Redugdo de FDCe FC Correlagdo
et al, 2022 controles 1,5T-DTI bilateral e de FD A negativa entre
direita duragdo de doenga
e valores de FDC,
FCe FD
bilateralmente e
FDCe FCcom a
SPRS
bilateralmente e
de FD a esquerda.
Redugdo de
valores de FDC vdo
reduzindo em
dire¢do caudal-
cranial conforme a
gravidade da
doenca.
Chenetal, 2023 1SPG11e 1 controle Siemens FAreduzida e aumento  NA
3T-DTI de MD e RD no CST

pPEH: formas puras de PEH

SBMA: spinal-bulbar muscular atrophy

ELA: esclerose lateral amiotrdfica

GFA: generalized fractional anisotropy

FDC, FC, FD: mapas de densidade e entrecruzamento de fibras; entrecruzamento de fibras; densidade de fibras

Em 2010, Unrath et al, avaliaram pacientes com esclerose lateral primaria (n=25), PEH (n=24) e doenga
de Kennedy (n=20), e comparam com controles (mesmo n por cada subgrupo) através de DTl obtida
em scanner Simens 1,5T, obtendo valores de FA e MD. Dos 24 pacientes, 19 apresentavam heranga
AD e seis tinham diagndstico molecular de SPG4. Ndo houve diferenciagdo entre fendtipos puros ou
complicados. Inicialmente fizeram uma andlise Whole-brain voxel-wise e apds tractografia com
colocagdo manual de seeds a partir dos resultados encontrados na andlise anteriores. As andlises

destes resultados foram feitas através de tractwise fractional asinotropy statistics (TFAS), reportando
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entdo apenas valores de FA. Encontraram reducao significativa de FA em comparagdo com controles

nos trés subtipos de doenga no TCS (Unrath et al., 2010).

Muller et al, em 2012, fizeram comparag¢des entre grupos de pacientes com doencas de neurdnio
motor: ELA (n=20), esclerose lateral primaria (n=20) e PEH (20 pHSP, sendo 19 AD -6 destes com
diagnostico de SPG4, e 12 com cHSP, sem diagndstico molecular). Realizaram DTl a partir do scanner
Siemens 1.5T, inicialmente fizeram analise Whole-brain voxel-wise e apds tractografia com colocagao
manual dos seed ROI a partir dos achados encontrados na analise de wholebrain, com anélises
estatisticas destes resultados por TFAS, apenas resultados de FA. Houve reducgdo significativa de FA
entre pacientes e controles no TCS bilateralmente. Estas diferencas foram observadas nas
comparagdes com controles entre todos os grupos de doenga, incluindo entre as PEH puras e

complicadas(Mdiller et al., 2012).

Em 2013, Pan et al avaliaram 5 pacientes, provenientes de duas familias, com diagnéstico molecular
de SPG11, e comparam com 10 controles. O scanner utilizado foi Siemens 3T e a, invés de DT,
utilizaram DSI e obtiveram valores de anisotropia fracionada generalizada (GFA), ao invés de FA, um
valor que depende da coeréncia direcional, atenuagdo e mielinizagdo das fibras. Inicialmente fizeram
andlises por TBSS e posteriormente também com ROls, incluindo TCS (giro pré-central e piramides
bulbares). A partir dai fizeram tractografia. Encontraram correlagdo negativa dos valores de GFA,
indicando reducgdo progressiva da capsula interna até as piramides bulbares. Um interessante achado
neste estudo foi maior disturbio de fibras de associagdo e comissurais do que as de projegdo, algo que
associado com a redugao progressiva da GFA em diregdo craniocaudal do TCS, corrobora com a

hipdtese de dying-back pathology. (Pan et al., 2013).

Em 2015, Rezende et al incluiram em seu estudo 11 pacientes com diagndstico molecular de SPG4 e
23 controles. As imagens foram adquiridas em um aparelho Philips 3T. A espessura cortical foi avaliada
através do freesurfer, a microestrutura da substancia branca por TBSS e spineseg para morfologia da
medula cervical. Pela relevancia para a doenga, realizaram tractografia deterministica das vias
piramidais, desenhando os ROIs seed manualmente. A tractografia mostrou valores de FA reduzidos
bilateralmente e em média no CST dos pacientes. Os valores de MD, RD e AD ndo foram diferentes.
Perceberam correlagdo significativa entre mutagdes nonsense e framshift com menores valores de FA,
bilateralmente, mesmo com sujeitos tendo idades e duragdes de doenga semelhantes. Nao
encontraram correlagdes clinicas (idade de inicio, duragdo da doenga e SPRS), na tractografia; apenas
na TBSS. Concluem também que os achados de aumento de RD com AD “normal” sugerem que, na

SPG4, a lesdo no TCS seja desmielinizante.(Rezende et al., 2015)



No estudo de Fukui et al, de 2018, o objetivo foi fazer comparagdes entre achados de DTl focada da
medula cervical (C5) em pacientes com ELA (n=38, divididos em total, espinhal ou bulbar) e usar como
controles negativos pacientes com atrofia muscular espinhal e bulbar (SBMA) (n=6) e controles
positivos pacientes com PEH (n=7), além de oito controles sauddaveis. Ndo ha descri¢do sobre o
diagndstico molecular destes pacientes, padrdo de heranga ou divisdo entre fendtipos puros ou
complicados. O scanner utilizado foi Siemens 3T. Foram colocados manualmente ROIs nos funiculos
lateais da medula. Comparam valores de FA e MD entre os grupos e também achados de potenciais
evocados motores (MEPs) com as caracteristicas clinicas e valores de FA. Encontraram redugdo de FA
apenas nos pacientes com ELA do grupo total e espinhal, mas ndo nos outros subgrupos, incluindo nos
PEH. Na comparagdo entre os grupos de pacientes, houve reducdo significativa de FA entre os grupos
ELA total e espinhal em comparagdo com SBMA. Os valores de MD ndo estavam reduzidos(Fukui et

al.,, 2018).

Navaz-Sanchez et al, 2022, recrutaram 12 pacientes (8 mulheres) com fendtipo puro, padrdo de
heranga AD e diagnostico molecular de SPG4, e 22 controles. A avaliagdo clinica dos pacientes foi
realizada com SPRS para graduar a gravidade da doenca (dividindo-os em dois grupos, leve e severo)
e aplicagdo de minimental e SARA como critério de exclusdo. As imagens foram adquiridas em um
aparelho Philips 1,5 T. Fizeram FBA Whole-brain e também por tractografia probabilisitica do TCS. Com
esta técnica, segmentaram o TCS em 7 regioes, das piramides ate o cértex. Avaliaram também a
espessura cortical pelo freesurfer, especificamente dos giros pre e pos-central, mas também por
analise Whole-brain. Redugdo de FDC bilateral do TCS, pedunculos cerebelares, cingulo, corpo caloso
e fasciulo longitudinal superior esquerdo. Redugdo de FD bilateral em TCS, cingulo, corpo caloso e
fasciulo longitudinal superior esquerdo. Redugdo de FC bilateral em regides caudais do TCS e esplénio
do corpo caloso. Na tractografia do CST por FBA, encontraram redugdo de FDC e FC bilateralmente, e
de FD apenas a direita. Encontraram correlagGes negativas significativas de FDC, FC e FD com o TCS
bilateralmente e a duragdo da doenca e de FDC e FC com o escore de SRPRS bilateralmente (de FD
apenas a esquerda). Na comparagdo entre grupos dividios ela SPRS, os com escores mais leves
apresentavam valor de FDC de regides mais superiores do TCS semelhante ao dos controles, enquanto

gque os mais severos apresentavam valores menores de FDC.(Navas-Sanchez et al., 2022) .

Em 2023, Chen et al, avaliaram uma paciente com SPG11 atraves da aplicagdo de estimulagao
magnética transcraniana repetitiva (rTMS). As avaliagGes clinicas utilizadas foram escala de Ashworth,
Berg balance score, TUG e 10MWT. O scanner utilizado para realiacdo da DTI foi Siemens 3T. Apos
analise inicial Whole-brain, manualmente coloram ROI nos pedunculos cerebrais, capsula interna e

are motora primaria para reconstrugdo do TCS e avaliaram valores médios de FA, MD e RD. Os
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resultados mostraram redugdo marcada de FA e aumento de RD e MD bilateralmente. Apds a TMS,

os autores observaram aumento de FA e redug¢do de MD e RD(S. Chen et al., 2023).

Em conclusdo, dos sete estudos incluidos, apenas um ndo encontrou valores reduzidos de FA no TCS
de pacientes com PEH versus controles, sendo que foi o Gnico que realizou tractografia a nivel cervical
(com marcagdo manual de ROI no funiculo lateral da medula) com o desenho de estudo para avaliar
as alteragGes em pacientes com ELA, usando os casos de PEH como controle positivos, mas sem
diagndstico molecular(Fukui et al., 2018). O nimero maximo de pacientes com diagnéstico molecular
foi de 12, todos SPG4(Navas-Sanchez et al., 2022) e apenas dois fizeram correlagées clinicas e/ou
moleculares com os achados de neuroimagem(Navas-Sanchez et al., 2022)(Rezende et al., 2015).
Apenas um estudo analisou os achados de FA dividindo os pacientes em fendtipos puros e
complicados, mostrando diferencga significativa de FA entre as duas formas no teste de Tukey (FA
significativamente menor nos fendtipos puros ) (Miiller et al., 2012). Estes achados mostram que
alteragGes microestruturais do TCS pode ser um possivel biomarcador a ser analisado em pacientes
com PEH, mas que dados mais robustos ainda sdo necessdrios, tanto para avaliar se esta alteragdo
esta presente em todos, como um grupo, ou se em subtipos moleculares especificos ou com fenétipos
especificos. Além disso, ndo encontramos estudos que avaliaram pacientes com SPG76 ou ENTPD1-

NDD/SPG64.

3. MAPA CONCEITUAL:

AR
% A » o
Atualizagao epidemiologica +MLPA % ’
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4. JUSTIFICATIVA:

As paraparesias espdasticas hereditarias sdo um grupo de doengas neurodegenerativas heterogéneas
tanto do ponto de vista molecular quanto fenotipico. Em menos de 10 anos, diferengas
epidemioldgicas podem ser observadas nas diferentes populagdes. Apesar de o subtipo mais comum
ser a SPG4 em praticamente todas as diferentes origens étnicas reportadas na literatura, a prevaléncia
de outros subtipos, assim como frequéncia de variantes variam conforme as regiGes geograficas
estudadas. Este conhecimento, das peculiaridades de cada populagdo, sdo fundamentais para o

melhor entendimento destas moléstias.

Nao ha tratamentos modificadores de seu curso progressivo. Apesar de o conhecimento dos aspectos
moleculares das PEH ter possibilitado grandes avangos no entendimento destas condi¢des, a aplicagao
destes conhecimentos na busca de tratamentos modificadores da doenga ird esbarrar no
desconhecimento sobre quais os desfechos clinicos e quais biomarcadores sdo mais adequados como

desfechos relevantes para os futuros ensaios clinicos randomizados.

O numero de estudos que avaliou parametros de neuroimagem por ressonancia nuclear magnética
em pacientes com PEH é pequeno. Os principais achados foram feitos através de analise voxel-wise,
TBSS ou espessura cortical, encontrando alteragdes na substancia branca e cinzenta, em especial nas
vias relacionados ao TCS, que em alguns estudos correlacionaram-se com a gravidade clinica da
doencga. Estudos que analisaram o TCS através de tractografia, principalmente correlacionando os
achados multiparametricos com dados clinicos, sdo escassos na literatura. Além disso, a maioria
avaliou subtipos especificos de PEH, sendo que, idealmente, um biomarcador que pudesse ser

utilizado para os diferentes subtipos da doenga far-se-ia mais proveitoso.

Desta forma, nosso objetivo foi o de atualizar os dados epidemioldgicos da coorte de pacientes que
fazem acompanhamento no servigo de neurogenética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
incluindo andlises por técnicas moleculares diferentes das previamente realizadas para investigar os
genes relacionados as formas AD mais frequentes na nossa populagdo. Além disso, caracterizamos
trés subtipos de PEH com numero de casos expressivos em nossa populagdo, com o intuito de melhor
caracterizar o fendtipo destes pacientes. Estes foram também analisados através de tractografia do
TCS, principal estrutura comprometida na doenga, correlacionado com caracteristicas clinicas e
moleculares. Os resultados do presente estudo contribuem para um melhor entendimento e
caracterizagdo fenotipica das PEH, além de ter avaliado um possivel biomarcador para futuros ECRs.
Desta forma podemos considerar que o presente estudo tem carater inovador, sendo justificada sua

realizagao no contexto ndo apenas local, mas da literatura internacional.
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5. OIJETIVOS:
5.1 Objetivos Gerais:

Atualizar a epidemiologia das PEH na populagdo do Rio Grande do Sul, estudar aspecto clinicos e
moleculares das mesmas e estudar o papel de métodos multimodais por RNM como biomarcadores
das PEH.

5.2 Objetivos Especificos:

5.2.1 Atualizar os dados epidemiolégicos nos pacientes com PEH acompanhados no servico de
genética médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Unico servigo de doengas raras
no Rio Grande do Sul

5.2.2 Descrever aspectos moleculares e clinicos, de forma multicéntrica no Brasil, da
Xantomatose Cerebrotendinea.

5.2.3  Atualizar dados clinicos neuroldgicos e extraneuroldgicos de pacientes com ENTPDI-
NDD/ SPG64 e comparar com outros casos descritos através de revisdo sistematica da
literatura e contanto com autores.

5.2.4 Descrever aspectos moleculares, de neuroimagem e clinicos e comparar com dados da
literatura, através de revisdo sistematica, da SPG76.

5.2.5 Avaliar dados multiparamétricos de tractografia do TCS em diferentes grupos de
pacientes com PEH (SPG4, ENTPD1-NDD/SPG64 e SPG76).

5.2.6 Comparar dados multiparamétricos de tractografia entre os casos de PEH, como um
grupo, com controles.

5.2.7 Comparar dados mutliparamétricos de tractografia do TCS dos diferentes subtipos de
PEH com dados clinicos e moleculares.
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ABSTRACT

Copy number variations (CNV) may represent a significant proportion of SPG4 and SPG3A
diagnosis, the most frequent autosomal dominant subtypes of hereditary spastic paraplegias
(HSP). We aimed to assess the frequency of CNVs in SPAST and ATL1 and to update the molecular
epidemiology of HSP families in southern Brazil. A cohort study that included 95 Brazilian index
cases with clinical suspicion of HSP was conducted between April 2011 and September 2022.
Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA) was performed in 41 cases without
defined diagnosis by different massive parallel sequencing techniques (MPS). Diagnosis was
obtained in 57/95 (60%) index cases, 15/57 (26.3%) being SPG4. Most frequent autosomal
recessive HSP subtypes were SPG7 followed by SPG11, SPG76 and cerebrotendinous
xanthomatosis. No CNVs in SPAST and ATL1 were found. Copy number variations are rare among
SPG4 and SPG3A families in Brazil. Considering the possibility of CNVs detection by specific
algorithms with MPS data, we consider that this is likely the most cost-effective approach to
investigate CNVs in these genes in low-risk populations, with MLPA being reserved as an

orthogonal confirmatory test.

Keywords: Copy number variation; Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification;

MLPA; SPG4; SPG3A; SPAST; ATL1; rearrangements

INTRODUCTION

Hereditary spastic paraplegias (HSP) are a group of rare monogenic neurodegenerative diseases
characterized by muscle weakness associated with spasticity predominantly affecting the lower
limbs. HSPs are classified into pure or complex forms, in which signs related to corticospinal tract
dysfunction are accompanied by other neurological or systemic alterations (Harding, 1983;
Shribman et al, 2019). Pathogenic variants in genes related to axonal transport, membrane and
organelle trafficking, mitochondrial dysfunction and lipid metabolism are the main mechanisms
associated with these diseases’ development (Shribman et al, 2019). More than 87 genes or gene
loci (SPG) were described as causing HSP subtypes (Tabara et al, 2022), presenting with autosomal
dominant (AD), autosomal recessive (AR), mitochondrial or X-linked inheritance patterns. SPG4,
caused by pathogenic variants in SPAST (2p22.3), is the most frequent HSP subtype, representing
up to 60% of families with clear AD inheritance (Schule et al., 2016; Burguez et al., 2017). SPG3A,
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caused by variants in ATL1 (14q22.1), is the second most prevalent subtype among AD-HSP, with
most cases being pure forms with onset before 10 years of age. Although small-scale variants in
SPAST and ATL1 are the most frequent genetic alterations in SPG4 and SPG3A, copy number
variations (CNVs), such as large deletions or duplications of exons, may represent more than 20%
of disease-causing variants in some cohorts (Depienne et al.,

2007; Elert-Dobkowska et al, 2015; Kadnikova et al, 2019). Previously, our group described the
performance of a massively parallel sequencing (MPS) panel containing 12 HSP-related genes in
twenty-nine index cases from southern Brazil (Burguez et al., 2017). The diagnostic yield of the
panel was close to 50%; however, copy number (CNV) or structural variations were not evaluated
by this technology. In order to identify possible CNVs not detected in the previous cohort and in
its follow-up, in this study we evaluated SPAST and ATL1 genes by Multiplex Ligation Dependent
Probe Amplification (MLPA) technique.

MATERIALS AND METHODS

Study design and subjects

This cohort study included 95 Brazilian index cases with clinical suspicion of HSP. CNVs in SPAST
and ATL1 were assessed in 41 of them, whose molecular diagnosis was not defined by a panel of
12 genes related to the most frequent forms of HSP (see Burguez et al, 2017 for details and for
the complete list of genes) or exome sequencing (WES). Subjects were recruited from the
neuromuscular genetics’ outpatient clinic of a Reference Service for Rare Diseases in southern
Brazil between April 2011 and September 2022. The samples were analyzed regardless of age at
onset of symptoms, HSP form or pattern of inheritance. This project was approved by the
institutional research ethics committee (GPPG-HCPA 2014-0695, 2017-0341) informed consent or
data use term were obtained according to the ethical precepts recommended by the Declaration

of Helsinki.

Molecular Analysis

Genomic DNA was extracted from peripheral blood samples by a commercial kit (QJAamp® DSP
DNA Mini Kit, Qiagem) using the manufacturer&#39;s protocol. The panel of 12 genes per SMP
was performed as previously described (Burguez et al., 2017). In six index cases, five with defined
diagnosis, commercial WES results were available. Genome sequencing (WGS) was performed in
5 index cases that took part in the Rare Genomes Project. WGS libraries were prepared with

lumina TruSeq® DNA PCR-Free Library Prep protocol HS (lllumina Inc., San Diego, CA, United
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States) for Whole Genome Sequencing reagent kit and sequencing was performed with NovaSeq®
6,000 platform

(detailed description of WGS procedures are available elsewhere, Coelho et al. 2022). CNV analysis
of ATL1 and SPAST were performed by MLPA using the commercial kit (SALSA-MLPA P-165
SPG3A/SPG4, MRC-Holland) according to the manufacturer’s recommendations. Multiplex-PCR
products from the fragment analysis were analyzed by capillary electrophoresis using the ABI-
3500xL Genetic Analyzer platform (Applied- Biosystems) with data analysis being performed with
Coffalyser.Net Software (MRC-Holland).

RESULTS

We evaluated 95 index cases with HSP suspicion with MPS (12 genes panel/WES/WGS), with 57
(60%) cases reaching a diagnosis. Of these, 15/57 (26.3%) were diagnosed with SPG4 (9 with a
pedigree suggestive of AD inheritance and the remaining beingisolated cases), all with pure forms.
If we consider only the cases with AD inheritance, 9/19 (47.3%) had a diagnosis of SPG4 and 1
(5.2%) a diagnosis of SPG3A. The most frequent forms of AR-HSP were SPG7 (8 families) and
SPG11, SPG76 and cerebrotendinous xanthomatosis (CTX, with 6 families each, see Figure 1). We
performed MLPA of SPAST and ATL1 in 41 index cases, and no CNVs were found. Considering
altogether the cases with confirmed diagnosis by SMP, we did not find CNVs in SPAST and ATL1
in: 19 cases with AD inheritance; 36 cases with AR inheritance; 47 isolated cases; 44 cases with
pure forms; and 51 cases with complex forms. After negative MLPA analysis, 3 index cases were
diagnosed with SPG76 by WGS and a more

comprehensive HSP-related gene panel. The clinical and demographic profile of the cohort is

summarized in Table 1 and detailed in Supp. Table 1.

DISCUSSION

The frequency of copy number variations as the cause of SPG4 and SPG3A varies among
populations. In a Brazilian cohort with 95 families with suspected HSP, 44 of which were pure
forms, we did not find any case caused by this type of variant. Our data updated the regional series
placing SPG7 as the most frequent form of AR-HSP, followed by SPG11, SPG76 and CTX. Large
deletions/duplications in SPAST were found in most SPG4 series worldwide, with relative
frequencies ranging from 3.8 to 37.5% in the largest cohorts. Table 1 shows the main results of a
comprehensive review of studies that evaluated this type of variant in SPAST, considering studies

that evaluated more than 100 cases with HSP. Altogether, these studies reported 131 CNVs (14.9%
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of reported variants, being 123 exons deletions and 8 exons duplications) in SPAST in at least 879
index cases. The highest proportions of

CNVs in SPAST (between 20.4% and 37.5%) were found in series from France (Depienne et al.
2007), Poland (Elert-Dobkowska et al. 2015), Russia (Kadnikova et al. 2019) and South Korea (Park
et al. 2015), whereas the lowest proportion was seen in Spain, 3.8% (Alvarez et al. 2010).
Regarding the CNV detection technique, all studies since 2006 used MLPA, except for two, one of
which used a customized comparative genomic hybridization for HSP (Ishiura et al. 2014) and the
other analyzed CNVs from WES (Varghaei et al. al, 2022). In the latter study, 48 samples were
selected according to ExomeDepth algorithm results for MLPA analysis, and 6 large deletions in
SPAST were identified (corresponding to 9.2% of cases with SPG4, with a true positive rate of

12.5%, Varghaei et al, 2022).

In addition to regional genetic factors, sample characteristics can influence the relative frequency
of CNVs among SPG4 cases. Kadnikova et al. found CNVs in SPAST in 10/37 (27%) cases in the
Russian population, with 69% of cases having AD inheritance (Kadnikova et al, 2019), whereas the
frequency of CNVs in a study carried out in Poland was 15/40 (37.5%), being 39% in cases with AD-
HSP and only 5.4% in isolated cases (Elert-Dobkowska et al., 2015). In a study carried out in Spain
(Alvarez et al. 2010), which had a predominance of sporadic cases or cases with unknown
inheritance (62%), the presence of CNVs in SPAST was the lowest among the studies presented in
Table 1. In our study, only 20% of the investigated cases had defined AD inheritance, with 49.5%
of the sample being composed of isolated cases, which may partially explain the difference in
results in relation to the literature. In addition to the pattern of inheritance, differences related to
the phenotype of cases may also have influenced the results, since 53.7% of our cohort had
complex phenotype. A study carried out in China presented similar results to ours, having
evaluated 52 families, 39 of them with a complex phenotype (Shi et al, 2022), reinforcing this
possibility. Our results regarding ATL1 are consistent with those found in the literature, as only
one study showed a large deletion in this gene (Suleck et al, 2013), indicating the rarity of CNVs as
the cause of SPG3A.

The main limitation of our study was the number of individuals recruited for investigation by the
MLPA technique and the phenotypic and pedigree profile (enriched in complex phenotypes and
AR-HSP and isolated cases). It would be possible that by analyzing a greater number of patients
with pure forms and AD inheritance we would have found CNVs in SPAST; however, it is unlikely
that CNVs are frequent in the Brazilian population. Accordingly, there is only a single case report

of SPG4 being caused by a large rearrangement in Brazil (Mitne-Neto. et al, 2007).
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CONCLUSION

The relative frequency of SPG4 in southern Brazil is similar to that found worldwide. However,
unlike other studies, we did not find CNVs in SPAST by MLPA, suggesting that these variants are
rare in our population. Considering the possibility of CNVs detection by MPS, corroborated by
recent studies in HSPs, we consider that this is the most cost- effective approach to initiate CNVs
analysisin these genes at least in low-risk populations, with MLPA being reserved as an orthogonal

confirmatory test.
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Figure 1:
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TABLE 1 Characteristics of the hereditary spastic paraplegia cohort

Inheritance pattern Clinical form
Group N Female Age AD* AR Isolated” X-linked  Pure Complex
Total sample 95 54 (56.8%) 433 (16.6) 19 (20%) 36 (37.9%) 47(49.5%) 2(21%)  44(46.3%) 51(53.7%)
Confirmed diagnosis 57 (60%) 33 (57.9%)  45(14.7) 10(52.6%) 25(75%)  23(48.9%) 2(100%) 25(56.8%) 32(62.7%)
MLPA performed 41(43.1%) 25(60.9%) 42.8(18) 9(21.9%)  11(268%) 25(609%) O 20(48.8%) 21(51.2%)

Note: Data are shown as frequencies and percentages, except for age that is shown as mean (standard deviation).
Abbreviations: AD, autosomal dominant; AR, autosomal recessive; N, number.

A single family was considered both as possible autosomal dominant and autosomal recessive inheritance.
Blsolated cases with parental consanguinity were considered both as autosomal recessive and isolated cases.
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Table 2:

Table 2 — Copy number variation analysis of SPAST across studies

CNV in SPAST
. CNV
Author/year Country Population techni
echnique %HSP %SPG4
Depienne et European 121 HSP index cases with MLPA 24/121 24/102 (20.6%)
al. France 86% normal SPAST dHPLC (19.8%)
2007 - 120 AD-HSP (99.1%)
24 exons deletions
102 SPG4 index cases (78
SPG4 subjects with point
variants were added)
Alvarez et al. Spain 370 HSP index cases MLPA 2/370 (0.5%) 2/52 (3,8%)
2010 - 141 - HSP-AD (38%)
- 229 - Sporadic or unknown 2 exons deletions
(62%)
52 SPG4 index cases
de Botetal. Netherlands 1380 HSP subjects MLPA 8/1380 (0.5%) 8/84 (9.5%)
2010
84 SPG4 index cases 8 exons deletions
Ishiuraetal. Japan 129 HSP index cases aCGH 5/129 (3.8%) 5/32 (15.6%)
2014 - 49 AD-HSP (38%)
- 11 AR-HSP (8.5%)
- 6 indeterminate 4 exons deletions
inheritance (4.6%) 1 exon duplication
- 63 sporadic (48.8)
- 82 pure HSP (63.5%)
32 SPG4 index cases
Elert- Poland 216 HSP index cases MLPA 15/216 (6.9%) 15/40 (37.5%)
Dobkowska 40 SPG4 index cases
etal.
2015 14 exons deletions
1 exons duplication
Park et al. South Korea 206 HSP index cases MLPA 10/206 (4.8%) 10/49 (20.4%)
2015
49 SPG4 index cases 9 exons deletions
1 exons duplication
Mészarosovd Czech 263 HSP index cases with MLPA 4/263 (1.5%) 4/48 (8.3%)
etal. Republic pure forms
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2016 - 106 sporadic patients 4 exons deletions
(40.3%)
- 91 AD-HSP (34.6%)
- 66 indeterminate
inheritance (25.1%)
48 SPG4 index cases
Chelban et United 104 SPAST positive index MLPA NA 13/104 (11%)
al. Kingdom cases
2017 13 exons deletions
Parodietal. SPATAX 842 SPG4 patients MLPA NA 34/266*(12.8%)
2018 network - 481/636 had family history
- France (75.6%) 31 exons deletions
89% - 36/636 sporadic (5.7%) 3 exons duplications
- 119/636  unavailable
(18.7%)
Kadnikova et Russia 122 HSP index cases MLPA 10/122 (8.2%) 10/37 (27%)
al. - 69 familial (56.6%)
2019 - 53 sporadic (43.4%)
8 exons deletions
37 SPG4 subjects 2 exons duplications
Varghaei et Canada 431 HSP index cases WES 6/431 (1.4%) 6/65 (9,2%)
al. MLPA
2022 65 SPG4 index cases

6 exons deletions

A search on PubMed was performed with the search strategy: “(Hereditary Spastic Paraplegia OR HSP OR AD-
HSP OR SPAST OR ATL1 OR SPG4 OR SPG3A) AND (copy number variation OR deletion OR duplication OR
“rearrangements)” on October 2022. We selected studies that evaluated copy number variants in SPAST and

ATL1 that included at least 100 subjects with hereditary spastic paraplegias. aCGH, customized comparative

genomic hybridization; AD, autosomal dominant; AR autosomal recessive; CNV, copy number variation; HSP,

hereditary spatic paraplegia; WES, exome sequencing analysis with ExomeDepth pipeline. *only the number of
different variants in SPAST was presented.
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Artigos 2,3,4 e 5 removidos por direitos autorias (artigo 2) e por ainda nao estarem publicados.

8. CONSIDERAGOES FINALIS:

O objetivo principal do estudo foi o de caracterizar/atualizar aos dados epidemioldgicos,
moleculares, clinicos e paraclinicos das PEH em nossa populagdo. Através da primeira fase do
trabalho, atingimos o primeiro objetivo especifico quando mostramos as especificidades
deste grupo de doengas na nossa coorte, observando achados particulares de prevaléncia,
assim como moleculares. Comparando com o estudo anterior publicado pelo nosso grupo, de
2017(Burguez et al., 2017), constatamos algumas mudanca nas frequéncias das formas mais
comuns da doencga. Naquele momento, foram incluidos nas andlises, através de estudo
molecular por painel de genes (ATL1, BSCL2, CYP7B1, KIAA0196, KIF5A, NIPA1, REEP1, SPAST,
SPG7, SPG11 e ZFYVE26 mais CYP27A1) 29 pacientes com fenétipo de PEH que apresentavam
pelo menos um dos trés critérios de recorréncia familiar, consanguinidade e afilamento de
corpo caloso. O rendimento do painel foi de 51,7%, no total, mas mais expressivo nos casos
com fendtipo puro, principalmente pela prevaléncia alta de SPG4 (50%) e com heranga AD
(60%). Os com heranga AR, a maior parte era SPG11 (16%), seguida de SPG7 (11%), SPG5 e
CTX (ambos com 5 %). A atualizacdo dos dados epidemiolégicos levou em consideragdo os
resultados de 95 casos indice (incluindo os do estudo anterior) com fenétipo de PEH que
realizaram investigagdo molecular através de painéis de genes, WES e WGS, chegando a um
rendimento diagndstico de 60%. A SPG4 continuou sendo a forma mais frequente,
principalmente considerando casos puros e de heranga AD, mas a SPG7 passou a ser a forma
AR mais frequente, seguida da SPG11, SPG76 e CTX. Com a amplia¢do da analise molecular,
subtipos diferentes de PEH foram encontrados, como ENTPD1-NDD/SPG64, fendtipo
recentemente caracterizado na literatura, ultrarraro, responsavel por 3% dos casos. Ressalta-
se que, dentre os casos com padrao de heranga AD que chegaram a uma etiologia molecular,
todos eram SPG4 menos um, que confirmou diagndstico de SPG3A. Pela revisdo de literatura
que mostrou diferentes populagGes apresentando casos de SPG4 causados por CNVs
(responsavel por até 37,5% das variantes causadoras de doenga no SPAST em algumas
populagdes) e um relato isolado no ATL1, realizamos analise molecular pela técnica de MLPA
nestes genes, mas sem encontrar nenhum rearranjo. Estes resultados sugerem que a

investigacdo genética de pacientes com fendtipo de PEH possa ser individualizada
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dependendo do fenétipo e do padrdao de heranga: casos com heranga AD e fendtipo puro
podem iniciar a andlise com sequenciamento do gene SPAST, enquanto que casos com
heranga AR e com fendtipos complexos provavelmente se beneficiam mais com avaliages
mais amplas, como paneis de genes abrangentes, WES ou até mesmo WGS. Principalmente
com a evolugdo das técnicas de andlise de dados obtidos através de MPS, e considerando-se
a baixa frequéncia de CNVs no SPAST encontrada na nossa popula¢do, a inclusdo deste
método na investigagdo das PEH ndo parece acrescentar ao rendimento diagndstico, além de

aumentar seu custo.

Nosso segundo objetivo foi descrever os aspectos moleculares e clinicos da CTX por ser um
dos subtipos mais frequentes de PEH na nossa populagdo e por apresentar potencial
tratamento. Dados clinicos, moleculares e de reposta a tratamento forma obtidos de 38
pacientes (26 casos indice) provenientes de quatro diferentes regides do pais, configurando a
maior coorte da doenga descrita no nosso pais e uma das maiores séries mundiais. A
prevaléncia encontrada mostra que provavelmente a doencga é subdiagnosticada levando em
consideragdo estudos prévios que sugeriram prevaléncia de 0,21 a 1,4 casos por 100.000
habitantes em paises de etnia latina/americana miscigenada (Pramparo et al.,, 2023).
Demonstramos também que, mesmo a maior parte dos casos caracterizarem-se pelo fenétipo
cldssico da doenga, sujeitos com apresentacgdo espinhal foram responsaveis por cerca de 11%
dos casos, mostrando a importancia da investigagdo de CTX em casos com fenétipo de PEH.
Apesar de muito frequentes, os achados clinicos de xantomas e catarata ndo estavam
presentes em todos os casos, indicando que sua auséncia ndo exclui a possibilidade
diagnostica, assim como achados de neuroimagem, que ocorrem na maioria (principalmente
hipersinal em T2 FLAIR do nucleo denteado cerebelar), mas também podendo estar normal.
O maior conhecimento sobre esta variabilidade fenotipica pode aumentar a suspei¢do
diagndstica da doenga e, consequentemente, seu diagndstico. Outra importante consideragao
foi a alteracdo no nivel plasmatico de colestanol, presente em 100% dos casos, sendo entdo
importante marcador funcional a ser realizado em casos duvidosos, como na presencga de VUS
no gene CY27A1, por exemplo. Clinicamente, os sintomas iniciais mais comuns da doenga
foram os extraneuroldgicos, incluindo ictericia neonatal prolongada, diarreia, catarata e
xantomas. Ocorrendo cerca de 10 anos do inicio neurolégico do quadro. A partir dos sintomas
motores ocorre progressao mais rapida da doenga para perda de independéncia de marcha.
Os pacientes tratados com acido quenodesoxicélico ndo mostraram mudanga nas escalas

clinicas, porém, se considerarmos que estudos prévios mostraram que a evolugdo da doenga
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pode ser modificada quanto mais cedo for iniciado o tratamento (Stelten et al., 2019)(van
Heijst et al., 1998), é possivel que a terapia tenha iniciado de forma muito tardia em nossos
pacientes. Mais ainda se faz importante aumentar o indice de suspei¢cdo da doenga,

principalmente antes do inicio do quadro neuroldgico.

O terceiro objetivo especifico foi atualizar dados clinicos neuroldgicos e extraneurolégicos de
pacientes com ENTPD1-NDD/SPG64 e comparar com casos descritos através de revisdo
sistematica da literatura e contato com autores. A partir da revisao de literatura, encontramos
apenas trés novos casos a partir da publicacdo de Calame et al de 2022 que descreveu a maior
serie de NDD-ENTPD1 até entdo. Dessa forma, os achados clinicos mais associados a doenca
foram atraso/regressdo do neurodesenvolvimento, deficiéncia intelectual e fraqueza, como ja
caracterizado previamente. Ficou claro também que a alteragdo neuropsiquiatrica de
auto/hetero agressividade é um aspecto frequente da doenca, algo também observado em
outras doencgas marcadas por disturbios de metabolismo das purinas, levantando a hipdtese
de esta possa ser uma caracteristica deste grupo de doenga. Até mesmo como um grupo, a
NDD-ENTPD1 apresenta fendtipo mais semelhante a este grupo de doengas, como LND, a
encefalopatia epiléptica e do desenvolvimento 35 e ADSLD(Jinnah, 1993)(Sharma et al., 2022),
do que com as PEH. Apesar da disfungdo de neurbénio motor superior, demarcada pela
fraqueza associada a sinal de Babinski, cerca de 80% ndo apresentavam hiperreflexia. Este
achado sugere que possivelmente haja envolvimento diferentes das vias parapiramidais,
principalmente do trato TCRE, entre estes pacientes e outras formas de PEH, pois este trato
parece estar associado ao desenvolvimento da exacerbagao do reflexo de estiramento, tanto
nas formas classicas das paraparesias hereditarias quanto em outras condi¢des, como
AVE(Nonnekes et al., 2014)(Y. T. Chen et al., 2019). Conseguimos também estabelecer
correlagdo clinica entre a idade de inicio da doenga e a presencga de variantes de perda de
funcdo, além da confecgdo de curvas de Kaplan-Meyer, com as quais pudemos observar que
a evolucdo da doenga é mais acelerada nos primeiros anos de vida, levando a maioria dos
pacientes a depender de cadeira de rodas. Nosso estudo apresenta o primeiro caso da doencga
associado a manifestagdo extraneuroldgica, caracterizada por esplenomegalia com
necessidade de esplenectomia. Apesar de ndo haver relatos prévios a suspeita de que esta
condigdo curse com manifestagdes fora do sistema nervoso ja era esperada(D. G. Calame et
al., 2022). Estes dados mostram que a doenga ainda é pouco conhecida e que, a partir da

descricdo de mais casos, poderemos compreender melhor o fendtipo da condigdo,
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proporcionando acompanhamento mais adequado destes pacientes, além de entender
melhor a fisiopatologia da doenca.

Descrever aspectos moleculares, de neuroimagem e clinicos e comparar com dados da
literatura, através de revisdo sistemadtica, de SPG76, foi nosso subsequente objetivo
especifico, tendo em vista que a atualizagdo da prevaléncia das PEH na nossa populagdo
mostrou este subtipo de PEH como umas das formas frequentes. Descrevemos 0s nove casos
acompanhados em nosso servico e correlacionamos seus dados clinicos, paraclinicos e
moleculares com os casos publicados até entdo, encontrados a partir de revisdo sistematica,
totalizando 112 sujeitos provenientes de 72 familias. A maioria dos casos apresenta-se como
forma complicada, principalmente por ataxia, com inicio na vida adulta, ocorrendo em média
aos 26 anos. O caso de inicio congénito descrito por Travaglini (Travaglini et al., 2017) nao
pode ser corroborado apds classificagdo das trés variantes encontradas no gene CAPN1, que
sdo VUS. O principal fator associado a apresentagdes mais precoces foi a presencga de variantes
nao relacionadas a perda de fungdo, como ja observado por exemplo na SPG4 (Giordani et
al., 2021). Especulou-se que variantes missense poderiam levar a um ganho toxico de fungao,
resultando em uma apresentagdo mais precoce. No entanto, esse mecanismo seria
improvavel para uma condigdo autossdmica recessiva. Achados cognitivos sdo infrequentes,
assim como disturbios de movimentag¢do ocular e achados extrapiramidais. Ja a progressao da
doenca apresenta-se de forma insidiosa, semelhante ao previamente descrito na literatura
para as PEHs como grupo(Schiile et al., 2016)(Cubillos Arcila et al., 2023). Sendo assim, nossos
dados mostraram que a SPG76 apresenta fendtipo espastico ataxico de inicio na idade adulta
e com lenta progressdo, fazendo parte do diagndstico diferencial de um vasto grupo de
doengas. Os achados de neuroimagem talvez possam trazer subsidios para a suspeita
diagndstica desta condigdo através dos hipersinais em T2 FLAIR observados principalmente
junto aos cornos occipitais dos ventriculos laterais, mas apenas quando presentes, pois sua
auséncia ndo descarta seu diagndstico. A variante p.Trp392* mostrou-se a mais frequente nos
pacientes do RS, sendo que foi a mesma ja descrita em outros casos brasileiros e também em

portugueses(Méreaux et al., 2021)(Melo et al., 2018), sugerindo possivel efeito fundador.

Nossos ultimos objetivos especificos foram avaliar dados multiparamétricos de tractografia
do TCS em diferentes grupos de pacientes com PEH (SPG4, ENTPD1-NDD/SPG64 e SPG76),
comparando estes dados entre os subtipos e com controles e também com achados clinicos e
moleculares. A tractografia é um método de avaliagdo de tratos especificos de substancia

branca. Tendo em vista os poucos estudos que avaliaram este pardmetro em pacientes com
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PEH mesmo sendo uma doenga marcada clinica e anatomopatologicamente pela degeneragdo
do TCS, o estudo se fez relevante, até mesmo pela necessidade de mais dados para corroborar
in vivo 0 acometimento desta via em pacientes com PEH e ainda avaliar a possibilidade dos
diferentes parametros encontrados por DTl serem utilizados como biomarcadores da doenga.
Apesar de encontrarmos algumas diferengas entre os subtipos, nosso principal achado foi a
correlagdo inversa encontrada entre os valores de FA, tanto bilaterais quando médio, e a
duracgdo da doenga, levantando a hipdtese de que este parametro pode correlacionar-se com
a progressao a doenga. Apesar de ndo haver correlagdo com a gravidade da doenga, aferida
pelo uso de apoio para deambular ou de cadeira de rodas, escores com informagdes de

evolugdo continuas, como a escala SPRS, poderiam confirmar este dado.

PERSPECTIVAS FUTURAS:

Novas atualizagdes sobre dados dos pacientes com PEH investigados e acompanhados no
HCPA continuardo sendo realizadas para obter cada vez melhor entendimento sobre a
casuistica do nosso estado. Com maior nimero de casos de subtipos especificos, estudos mais
robustos poderdo trazer dados para caracterizar este grupo de doengas com algumas formas
ainda pouco conhecidas e compreendidas. Os achados clinicos da NDD-ENTPD1 sugeriram
envolvimento diferenciado de vias parapiramidais nos diferentes tipos de PEH, de maneira
que planejamos estudar o TCRE nestes pacientes e comparar principalmente com SPG4, forma
mais frequente no mundo com fenétipo predominantemente puro. Além disso, planeja-se
também realizar estudo longitudinal de achados de neuroimagem, tanto por tractografia do
TCS quanto do TCR e comparar com escalas clinicas e testes funcionais. O grupo também

realiza estudos com outros potenciais biomarcadores de PEH, incluindo analise de microRNAs.
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10. ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — Grupo Casos
N2 do CAAE: 11689019.1.0000.5327
Titulo do Projeto: Métodos avangados de neuroimagem nas Paraparesias Espasticas Hereditarias

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é investigar como as alteragdes
em exames de ressonancia magnética cerebral e da medula espinhal progridem em pacientes com
Paraparesias Espasticas Hereditarias. Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Ambulatério de
Neurogenética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) no qual vocé é acompanhando.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, sera realizado o exame de ressonancia magnética com duragdo
de cerca de 20 minutos.

No exame de Ressonancia Magnética, vocé sera colocada (0) em um campo magnético. Ao
atravessarem o corpo de uma pessoa, as ondas magnéticas sdo registradas e transformadas em
imagens das estruturas internas do corpo através de um computador. Esse processo é muito parecido
com o que acontece em um exame de raio-X, com a vantagem de essas ondas magnéticas ndo
trazerem nenhum risco, exceto nas condi¢des especiais mencionadas a seguir.

O campo magnético produzido para se obter a imagem de Ressonancia Magnética traz riscos para
quem carregar consigo objetos ou préteses metdlicas, pois os metais podem se deslocar quando
expostos a imas. Para evitar lesdes, objetos metalicos (chaves, moedas, correntes, grampos de cabelo,
brincos, anéis, piercings, botGes metalicos nas roupas, muletas, etc) devem ser previamente retirados,
pois podem ser atraidos pelo equipamento. Além disso, se vocé tiver implantes de marca—passo
cardiaco ou equivalentes, clips colocados em aneurisma intracraniano, corpo estranho metalico intra—
ocular, e alguns outros tipos de implantes ou préteses metdlicas, ndo podera realizar esse exame.
Mesmo que nada disso seja detectado agora, no momento da concordancia em participar do estudo,
um novo questiondrio sera apresentado para vocé momentos antes da realizacdo do estudo, para
garantir a sua seguranca. Se nada for detectado, vocé praticamente ndo correra risco algum.

Cabe ressaltar que vocé nao recebera contraste endovenoso durante o exame de Ressonancia
Magnética. Ou seja, ndo ha riscos relacionados ao uso desta substancia.

Finalmente, vocé poderd apresentar desconforto e/ou cansaco relacionados a realizagdo dos exames
fisicos neuroldgicos, que sdo um pouco extensos.

O exame de Ressondncia Magnética sera realizado no Servigo de Radiologia do HCPA no inicio do
estudo e repetidos apds 1 e 2 anos da primeira avaliagdo.

A participagdo no estudo ndo trara beneficio direto ao participante, mas podera possibilitar a defini¢do
de como esses exames de imagem poderdo ser utilizados em futuras pesquisas de tratamentos para
as Paraparesias Espasticas Hereditarias.

Ndo esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participagdo no estudo e o participante ndo tera
nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Vocé terd acesso ao resultado desse exame, se desejar. Se encontrarmos alguma razao clinica, nds
encaminharemos vocé a atendimento na rede de saude.
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A participagdo na pesquisa é totalmente voluntdria, ou seja, ndo é obrigatéria. Caso vocé decida ndo
autorizar a participagdo, ou ainda, retirar a autorizacdo apds a assinatura desse Termo, ndo havera
nenhum prejuizo ao atendimento que o participante da pesquisa recebe ou possa vir a receber na
instituicdo.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa, o participante recebera todo o
atendimento necessdario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os resultados serdo
apresentados de forma conjunta, sem a identificagcdo dos participantes, ou seja, o seu nome nao
aparecera na publicagdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel Dr. Jonas Alex
Morales Saute pelo telefone (51) 3359-8011, com a pesquisadora Helena Fussiger, pelo mesmo
telefone, ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo
telefone (51) 33597640, ou no 22 andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — Grupo Controle

N do CAAE: 11689019.1.0000.5327
Titulo do Projeto: Métodos avangados de neuroimagem nas Paraparesias Espasticas Hereditarias

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo é investigar como as alteragdes
em exames de ressonancia magnética cerebral e da medula espinhal progridem em pacientes com
Paraparesias Espasticas Hereditarias.

Para a realizagdo do estudo é necessario comparar os resultados obtidos com o grupo de pacientes
que apresentam Paraparesias Espasticas Hereditdrias com um grupo de pessoas que ndo apresenta
esta doenga. Vocé esta sendo convidado para participar do grupo controle do estudo, ou seja, que
ndo possui a doenga Paraparesias Espasticas Hereditarias. Esta pesquisa estd sendo realizada pelo
Ambulatério de Neurogenética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, sera realizado exame de ressonancia magnética com duragao
de 20 minutos.

No exame de Ressonancia Magnética, vocé sera colocada (0) em um campo magnético. Ao
atravessarem o corpo de uma pessoa, as ondas magnéticas sdo registradas e transformadas em
imagens das estruturas internas do corpo através de um computador. Muito parecido com o que
acontece em um exame de raio-X, com a vantagem de essas ondas magnéticas ndo trazerem nenhum
risco, exceto nas condigOes especiais mencionadas a seguir.

O campo magnético produzido para se obter a imagem de Ressonancia Magnética traz riscos para
quem carregar consigo objetos ou préteses metdlicas, pois os metais podem se deslocar quando
expostos a imds. Para evitar lesdes, objetos metalicos (chaves, moedas, correntes, grampos de cabelo,
brincos, anéis, piercings, botGes metalicos nas roupas, muletas, etc) devem ser previamente retirados,
pois podem ser atraidos pelo equipamento. Além disso, se vocé tiver implantes de marca—passo
cardiaco ou equivalentes, clips colocados em aneurisma intracraniano, corpo estranho metalico intra—
ocular, e alguns outros tipos de implantes ou préteses metdlicas, ndo podera realizar esse exame.
Mesmo que nada disso seja detectado agora, no momento da concordancia em participar do estudo,
um novo questionario serd apresentado para vocé momentos antes da realizagdo do estudo, para
garantir a sua seguranca. Se nada for detectado, vocé praticamente ndo correra risco algum.

Cabe ressaltar que vocé nao recebera contraste endovenoso durante o exame de Ressonancia
Magnética. Ou seja, ndo ha riscos relacionados ao uso desta substancia.

Finalmente, vocé poderd apresentar desconforto e/ou cansaco relacionados a realizagdo dos exames
fisicos neuroldgicos, que sdo um pouco extensos.

O exame de Ressonancia Magnética sera realizado no Servigo de Radiologia do HCPA, no inicio do
estudo, uma Unica vez.

A participagdo no estudo ndo trara beneficio direto ao participante, mas podera possibilitar a defini¢do
de quais instrumentos de neuroimagem poderdo ser utilizados em futuras pesquisas de tratamentos
para as Paraparesias Espasticas Hereditarias.

Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participagdo no estudo e o participante ndo tera
nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

70



Vocé terd acesso ao resultado desse exame, se desejar. Se encontrarmos alguma razao clinica, nés
encaminharemos vocé a atendimento na rede de saude.

A participagdo na pesquisa é totalmente voluntdria, ou seja, ndo é obrigatéria. Caso vocé decida ndo
autorizar a participagdo, ou ainda, retirar a autorizacdo apds a assinatura desse Termo, ndo havera
nenhum prejuizo ao atendimento que o participante da pesquisa recebe ou possa vir a receber na
instituicdo.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa, o participante recebera todo o
atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os resultados serdo
apresentados de forma conjunta, sem a identificagcdo dos participantes, ou seja, o seu nome nao
aparecerd na publicagdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel Dr. Jonas Alex
Morales Saute pelo telefone (51) 3359-8011, com a pesquisadora Helena Fussiger, pelo mesmo
telefone, ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo
telefone (51) 33597640, ou no 22 andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para os
pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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PRISMA: revisdo sistematica ENTPD1-NDD

. Location
-?sc:::on end ::em Checklist item where item is
P reported
TITLE
Title ‘ 1 ‘ Identify the report as a systematic review. 1
ABSTRACT
Abstract | 2| See the PRISMA 2020 for Abstracts checklist.
INTRODUCTION
Rationale 3 | Describe the rationale for the review in the context of existing 3
knowledge.
Objectives 4 | Provide an explicit statement of the objective(s) or question(s) the 3
review addresses.
METHODS
Eligibility 5 | Specify the inclusion and exclusion criteria for the review and how 3-4
criteria studies were grouped for the syntheses.
Information 6 | Specify all databases, registers, websites, organisations, reference 3-4
sources lists and other sources searched or consulted to identify studies.
Specify the date when each source was last searched or consulted.
Search 7 | Present the full search strategies for all databases, registers and 3-4
strategy websites, including any filters and limits used.
Selection 8 | Specify the methods used to decide whether a study met the 3-4
process inclusion criteria of the review, including how many reviewers
screened each record and each report retrieved, whether they
worked independently, and if applicable, details of automation tools
used in the process.
Data 9 | Specify the methods used to collect data from reports, including 3-4
collection how many reviewers collected data from each report, whether they
process worked independently, any processes for obtaining or confirming
data from study investigators, and if applicable, details of
automation tools used in the process.
Data items 10a | List and define all outcomes for which data were sought. Specify 7 (figure 2)
whether all results that were compatible with each outcome domain
in each study were sought (e.g. for all measures, time points,
analyses), and if not, the methods used to decide which results to
collect.
10b | List and define all other variables for which data were sought (e.g. 7 and
participant and intervention characteristics, funding sources). supplementary
Describe any assumptions made about any missing or unclear material —
information. attachment 1
Study risk of 11 | Specify the methods used to assess risk of bias in the included 3-4
bias studies, including details of the tool(s) used, how many reviewers
assessment assessed each study and whether they worked independently, and
if applicable, details of automation tools used in the process.
Effect 12 | Specify for each outcome the effect measure(s) (e.g. risk ratio, 4
measures mean difference) used in the synthesis or presentation of results.
Synthesis 13a | Describe the processes used to decide which studies were eligible
methods for each synthesis (e.g. tabulating the study intervention
characteristics and comparing against the planned groups for each
synthesis (item #5)).
13b | Describe any methods required to prepare the data for presentation
or synthesis, such as handling of missing summary statistics, or
data conversions.
13c | Describe any methods used to tabulate or visually display results of
individual studies and syntheses.
13d | Describe any methods used to synthesize results and provide a
rationale for the choice(s). If meta-analysis was performed, describe
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Section and

Checklist item

Location

where item is

Toplc reported
the model(s), method(s) to identify the presence and extent of
statistical heterogeneity, and software package(s) used.
13e | Describe any methods used to explore possible causes of 4
heterogeneity among study results (e.g. subgroup analysis, meta-
regression).
13f | Describe any sensitivity analyses conducted to assess robustness 4
of the synthesized results.
Reporting 14 | Describe any methods used to assess risk of bias due to missing
bias results in a synthesis (arising from reporting biases).
assessment
Certainty 15 | Describe any methods used to assess certainty (or confidence) in 4
assessment the body of evidence for an outcome.
RESULTS
Study 16a | Describe the results of the search and selection process, from the 7 (figure 2)
selection number of records identified in the search to the number of studies
included in the review, ideally using a flow diagram.
16b | Cite studies that might appear to meet the inclusion criteria, but 7 (figure 2)
which were excluded, and explain why they were excluded.
Study 17 | Cite each included study and present its characteristics. Supplementary
characteristics material —
attachment 1)
Risk of bias in 18 | Present assessments of risk of bias for each included study.
studies
Results of 19 | For all outcomes, present, for each study: (a) summary statistics for | Supplementary
individual each group (where appropriate) and (b) an effect estimate and its material —
studies precision (e.g. confidence/credible interval), ideally using structured | attachment 1)
tables or plots.
Results of 20a | For each synthesis, briefly summarise the characteristics and risk of
syntheses bias among contributing studies.
20b | Present results of all statistical syntheses conducted. If meta- 7-8
analysis was done, present for each the summary estimate and its
precision (e.g. confidence/credible interval) and measures of
statistical heterogeneity. If comparing groups, describe the direction
of the effect.
20c | Present results of all investigations of possible causes of 7-8
heterogeneity among study results.
20d | Present results of all sensitivity analyses conducted to assess the 7-8
robustness of the synthesized results.
Reporting 21 | Present assessments of risk of bias due to missing results (arising
biases from reporting biases) for each synthesis assessed.
Certainty of 22 | Present assessments of certainty (or confidence) in the body of
evidence evidence for each outcome assessed.
DISCUSSION
Discussion 23a | Provide a general interpretation of the results in the context of other | 8-11
evidence.
23b | Discuss any limitations of the evidence included in the review.
23c | Discuss any limitations of the review processes used.
23d | Discuss implications of the results for practice, policy, and future
research.
OTHER INFORMATION
Registration 24a | Provide registration information for the review, including register
and protocol name and registration number, or state that the review was not
registered.
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Section and
Topic

Checklist item

Location
where item is
reported

24b | Indicate where the review protocol can be accessed, or state that a
protocol was not prepared.
24c | Describe and explain any amendments to information provided at
registration or in the protocol.
Support 25 | Describe sources of financial or non-financial support for the review, | 11
and the role of the funders or sponsors in the review.
Competing 26 | Declare any competing interests of review authors. 11
interests
Availability of 27 | Report which of the following are publicly available and where they | Supplementary
data, code can be found: template data collection forms; data extracted from material —
and other included studies; data used for all analyses; analytic code; any attachment 1
materials other materials used in the review.

PRISMA Revisdo sistematica SPG76

Location
Sectionand  Item o where
Topic # Checklist item item is
reported

TITLE
Title ‘ 1 ‘ Identify the report as a systematic review. 1
ABSTRACT
Abstract | 2| See the PRISMA 2020 for Abstracts checklist.
INTRODUCTION
Rationale 3 | Describe the rationale for the review in the context of existing knowledge.
Objectives 4 | Provide an explicit statement of the objective(s) or question(s) the review

addresses.
METHODS
Eligibility 5 | Specify the inclusion and exclusion criteria for the review and how studies | 3
criteria were grouped for the syntheses.
Information 6 | Specify all databases, registers, websites, organisations, reference lists 3
sources and other sources searched or consulted to identify studies. Specify the

date when each source was last searched or consulted.
Search 7 | Present the full search strategies for all databases, registers and 3
strategy websites, including any filters and limits used.
Selection 8 | Specify the methods used to decide whether a study met the inclusion 3
process criteria of the review, including how many reviewers screened each

record and each report retrieved, whether they worked independently,

and if applicable, details of automation tools used in the process.
Data 9 | Specify the methods used to collect data from reports, including how 3
collection many reviewers collected data from each report, whether they worked
process independently, any processes for obtaining or confirming data from study

investigators, and if applicable, details of automation tools used in the

process.
Data items 10a | List and define all outcomes for which data were sought. Specify whether

all results that were compatible with each outcome domain in each study

were sought (e.g. for all measures, time points, analyses), and if not, the

methods used to decide which results to collect.

10b | List and define all other variables for which data were sought (e.g.

participant and intervention characteristics, funding sources). Describe

any assumptions made about any missing or unclear information.
Study risk of 11 | Specify the methods used to assess risk of bias in the included studies, 3
bias including details of the tool(s) used, how many reviewers assessed each
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Section and

Topic

Checklist item

Location
where
item is
reported

assessment study and whether they worked independently, and if applicable, details
of automation tools used in the process.
Effect 12 | Specify for each outcome the effect measure(s) (e.g. risk ratio, mean 4
measures difference) used in the synthesis or presentation of results.
Synthesis 13a | Describe the processes used to decide which studies were eligible for
methods each synthesis (e.g. tabulating the study intervention characteristics and
comparing against the planned groups for each synthesis (item #5)).
13b | Describe any methods required to prepare the data for presentation or 4
synthesis, such as handling of missing summary statistics, or data
conversions.
13c | Describe any methods used to tabulate or visually display results of 4
individual studies and syntheses.
13d | Describe any methods used to synthesize results and provide a rationale | 4
for the choice(s). If meta-analysis was performed, describe the model(s),
method(s) to identify the presence and extent of statistical heterogeneity,
and software package(s) used.
13e | Describe any methods used to explore possible causes of heterogeneity
among study results (e.g. subgroup analysis, meta-regression).
13f | Describe any sensitivity analyses conducted to assess robustness of the | 4
synthesized results.
Reporting 14 | Describe any methods used to assess risk of bias due to missing results
bias in a synthesis (arising from reporting biases).
assessment
Certainty 15 | Describe any methods used to assess certainty (or confidence) in the
assessment body of evidence for an outcome.
RESULTS
Study 16a | Describe the results of the search and selection process, from the 5-7
selection number of records identified in the search to the number of studies
included in the review, ideally using a flow diagram.
16b | Cite studies that might appear to meet the inclusion criteria, but which
were excluded, and explain why they were excluded.
Study 17 | Cite each included study and present its characteristics. 5-7
characteristics
Risk of bias in 18 | Present assessments of risk of bias for each included study.
studies
Results of 19 | For all outcomes, present, for each study: (a) summary statistics for each | 5-7
individual group (where appropriate) and (b) an effect estimate and its precision
studies (e.g. confidence/credible interval), ideally using structured tables or plots.
Results of 20a | For each synthesis, briefly summarise the characteristics and risk of bias
syntheses among contributing studies.
20b | Present results of all statistical syntheses conducted. If meta-analysis
was done, present for each the summary estimate and its precision (e.g.
confidence/credible interval) and measures of statistical heterogeneity. If
comparing groups, describe the direction of the effect.
20c | Present results of all investigations of possible causes of heterogeneity
among study results.
20d | Present results of all sensitivity analyses conducted to assess the
robustness of the synthesized results.
Reporting 21 | Present assessments of risk of bias due to missing results (arising from 10
biases reporting biases) for each synthesis assessed.
Certainty of 22 | Present assessments of certainty (or confidence) in the body of evidence
evidence for each outcome assessed.
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Location

Sectionand - Hem | checkiist item Where
opic # item is
reported
DISCUSSION
Discussion 23a | Provide a general interpretation of the results in the context of other 10
evidence.
23b | Discuss any limitations of the evidence included in the review. 10
23c | Discuss any limitations of the review processes used. 10
23d | Discuss implications of the results for practice, policy, and future 10
research.
OTHER INFORMATION
Registration 24a | Provide registration information for the review, including register name
and protocol and registration number, or state that the review was not registered.

24b | Indicate where the review protocol can be accessed, or state that a
protocol was not prepared.

24c | Describe and explain any amendments to information provided at
registration or in the protocol.

Support 25 | Describe sources of financial or non-financial support for the review, and 10
the role of the funders or sponsors in the review.

Competing 26 | Declare any competing interests of review authors. 11

interests

Availability of 27 | Report which of the following are publicly available and where they can

data, code be found: template data collection forms; data extracted from included

and other studies; data used for all analyses; analytic code; any other materials

materials used in the review.
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